[ndikationsgebietes, da die im Luminal ruhende spasmo-
lytische Wirkung seine Anwendung bei der Epilepsie er-
laubte. Durch die Mitarbeiter Hérleins konnte in spateren
Jahren die Palette der Barbitursiuren noch einmal durch
das Phanodorm, Prominal und Evipan erweitert werden,
von denen das letztere durch seine Anwendbarkeit als
intravenodses Kurznarkotikum wieder einen neuen Anfangs-
punkt einer Entwicklung darstelit.

Inzwischen war die Personlichkeit Hérleins weit iiber die
eines wissenschaftlichen Chemikers hinausgewachsen. Seine
Befdhigung zur Leitung der ihm in stéindig wachsender Zah]
anvertrauten Mitarbeiter fithrte bereits 1911 zu seiner Er-
nennung zum Abteilungsvorstand, 1914 zum Prokuristen,
1919 zum stellvertretenden Direktor und 1924 zum stell-
vertretenden Vorstandsmitglied der Farbenfabriken vorm.
Friedr. Bayer & Co., und schiieBlich nach vollzogenem
Ubergang in die I.G. Farbenindustrie 1931 zum ordent-
lichen Mitglied des Vorstandes und 1933 zum Mitglied des
Zentralausschusses dieser Firma. Hierdurch wurde Hdirlein
die Moglichkeit gegeben, sein glinzendes Organisations-
talent vornehmlich zum Aufbau einer modernen phar-
mazeutischen Forschung einzusetzen. Die Schaffung
einer Organisation, in der Chemiker und Mediziner in t&g-
licher personlicher Fiihlungnahme gemeinsam und gleich-
berechtigt an der Losung pharmazeutischer Probleme ar-
beiten sollten, konnte in einer gliicklichen Zeit in Elberfeld
verwirklicht werden. Seine persdnliche Bergthrung und
Freundschaft mit den fithrenden Hochschulchemikern,
unter ihnen Hans Fischer, H. Wieland und A. Windaus, und
ebenso mit-den bedeutendsten Medizinern brachte ihn in
die Lage, sich aus dem wissenschaftlichen Nachwuchs ge-
eignete chemische und medizinische Krafte zur Mitarbeit
auszuwdhlen. Seine angeborene Neigung zum Syntheti-

schen, konstitutionell ErfaBbaren lief ihn die synthetisch
erhéltlichen Stoffe gegeniiber den aus physiologischem Ma-
terial Gewonnenen bevorzugen. Durch Errichtung von
Arbeitsstatten im Sinne Ehrlichs und durch Berufung von
Mitarbeitern aus dem Arbeitskreis Ehriichs schuf er die
Vorbedingungen fiir eine Verbreiterung der chemothera-
peutischen Forschung, die zu der Auffindung der syntheti-
schen Malariamittel und der Heilwirkung der Sulfon-
amide in den Elberfelder Forschungsstidtten gefithrt hat.

Sein Interesse blieb aber nicht auf das pharmazeutische
Fachgebiet beschrdnkt, sondern umfaBte das gesamte Ge-
bédude der Chemie und Medizin. Durch seine jahrzehnte-
lange ehrenamtliche Mitarbeit an fithrender Stelle der Deut-
schen Chemischen Gesellschaft, der Adolf v. Baeyer-Gesell-
schaft, der Justus v. Liebig-Gesellschaft, der Kaiser-W ilhelm-
Gesellschaft und der Gesellschaft Deutscher Naturforscher und
Arzte hat er sich fiir die chemische und medizinische For-
schung im allgemeinen, fiir die Férderung der deutschen
Hochschulen, ftir die Pflege des Nachwuchses und fir
die wissenschaftliche Literatur im besonderen auBer-
ordentliche Verdienste erworben. Sein Wirken in dieser
Richtung geht auch heute nach seinem Ubertritt in den
Ruhestand unermiidlich weiter und hat wesentlich zur
Fortfithrung der groBen chemischen Standardwerke und
zum Wiederaufleben der Gesellschaft Deutscher Naturforscher
und Arzte beigetragen.

Seine zablreichen Freunde und Mitarbeiter von Hoch-
schulen und Industrie vereinigen sich zu seinem 70. Ge-
burtstag in dem Wuusch, daB es ihm noch lange Jahre ver-
génnt sein mdge, mit dem gleichen leidenschaftlichen Inter-
esse an der Weiterentwicklung chemischer und medizini-
scher Forschung Anteil zu nehmen wie bis zum heutigen

Tage. F. Mietzsch

Uber den Feinbau einiger Proteine
Von Privatdozent Dr.-Ing. H. Z AHN¥*)

Chemisches Institut der Universitdt Heidelberg

Ein Bericht iiber neue Ergebnisse und Fragestellungen der molekularen Morphologie der Proteine.
Nach Charakterisierung einiger Begriffe wie globulire und fibrillire Proteine, «- und 8-Proteine, wer-
den Theorien behandelt, welche die Bildung von Faserproteinen beschreiben. Im speziellen Teil wird
an ausgewihlten Beispielen der heutige Stand unserer Kenntnisse iiber den molekularen Feinbau der
Proteine umrissen: Himoglobin und Myoglobin sind die rontgenographisch am weitesten aufgeklirten
kristallisierten Proteine. Die Muskelproteine Tropomyosin und Actin sowie Insulin werden als Bei-
spiele fiir EiweiBkdrper genannt, welche je nach den Reaktionsbedingungen als globulire Molekeln
oder als Fibrillen auftreten. Unter den zum SchluB angefiihrten typischen Faserproteinen verdient
das Keratin wegen der Faltungsform seiner Peptidketten in der x-Keratin-Modifikation, die spiter als
eine universale Konstellation der Polypeptidketten erkannt wurde, besonderes Interesse. Die Fibrillen
der Kollagenfaser zeigen im Elektronenmikroskop eine sehr deutliche Querstreifung, iiber deren Ur-
sache neueste Forschungsarbeiten AufschiuB geben.

1. Einfiihrung

Wenn man versucht, wichtige Ergebnisse der modernen
Proteinforschung zu nennen, wird man zunichst an die
ersten Reindarstellungen definierter Proteine in kristalli-
ner Form denken. So erhielt Sumner) 1926 in der Urease
das erste kristallisierte Enzym. 1935 gelang Stanley?) beim
Tabakmosaikvirus erstmalig die Kristallisation -eines Vi-
ruskdrpers. Northrop®) hat das Diphtherieantitoxin als er-
sten Antikorper 1941 kristallin erhalten.
mrte Fassung eines Vortrages anlaBlich der Hauptver-

sammlung der GDCh Frankfurt/M,, 10. 7. 1950
1) J. biol, Chemistry 69, 436 [1926].

) Science [New York] &1, 644 [1935].
3) J. Gen. Physiol. 25, 465 [1041].
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Wihrend die Aminosdure-Analysen frither unvolistdn-
dig und nicht zuverldssig waren, fiihrte Brand*) bei kri-
stallisiertem Pepsin eine komplette Bausteinanalyse durch.
Diese erlaubte die Aufstellung einer Summenformel der
Aminosiure-Reste (vgl. Tabelle 1).

Auch bei Lactoglobulin konnten Brand und Mitarbei-
ters) 99,62 9%, der Aminosiuren erfassen und eine Baustein-
summenformel aufstellen (vgl. Tabelle 2).

Der nichste Schritt ist die Bestimmung der Reihenfolge
der Aminosdure-Reste in der Polypeptidkette. Sanger und

4y E, Brand u. J. T. Edsall, Ann. Rev. Biochem. 1947, 224.
5) E. Brand, L. J. Saidel, W, H, Goldwater, B. Kassellu. F. J. Ryan,
J. Amer. Chem, Soc, 67, 1524 [1945].
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Aminosaure Abklirzung Zahl der Reste je Mol
Glykokoll Gly 29
Alanin Ala nicht bestimmt
Valin Val 21
Leucin \ Leu 27
Isoleucin ' lleu 28
Prolin l Pro 15
Phenylalanin i Phe 9
Tryptophan Try 4
Cystein (CySH) 2
Cystin/2 (CyS-) 4
Methionin Met 4
Arginin Arg 2
Histidin His 2
Lysin Lys 2
Asparaginsaure Asp 9
Glutaminsiure Glu 28
Asparagin I (Asp-NH,) 32
Serin Ser 40
Threonin Thr 28
Tyrosin Tyr 16
Wasser (H,0) 2
Rest der
Phosphorsaure (H,PO,;—) 1

Tabelle 1

Bausteinanalyse von kristallisiertem Pepsin
Molekulargewicht = 34400. Gesamt-Stickstoff-Gehalt = 14,60 9,

Molekulargewicht = 42020
Atom-Summenformel = C,g6,H35012N655210576
Baustein-Summenformel:

GlygAlay,Valy; Leugglleu,,Pro, ;Phe(Cy SH)(Cy S-) sMetq

Try Arg;His,LysgsAspeGluya(Glu-NH ) g,8er, Thry Tyr(H,0),
Zahl der Aminosaurereste = 370
Zahl der Peptidbindungen = 366
Zahl der Peptidketten = 4
Durchschnittliches Restgewicht = 113,7 - 113,9

Tabelle 2
Analyse von Lactoglobulin

Tuppy®) haben kiirzlich die Reihenfolge aller 30 Amino-
sduren der Phenylalanyl-Kette des Insulins aufgeklirt
(vgl. Tabelle 3).

Phe. Val. Asp. Glu. His. Leu. CySO;H Gly. Ser. His....
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
...Leu. Val. Glu. Ala. Leu. Tyr. Leu. Val.CySO4H Gly....
11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
...Glu. Arg. Gly. Phe. Phe. Tyr. Thr, Pro. Lys. Ala.

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

I

2

A

|
I

N
e
D)

Pepsin Nach Sanger u, Tuppy,
Chymotrypsin i~ Biochemical J. 49, 481—490
I [1951].
Trypsin =
Tabelle 3, Insulin

Reihenfolge der Aminosduren in der Phenyldlanylkette

Diese erstaunlichen Fortschritte waren der Anwendung
neuer Methoden zur Analyse von Proteinen und ihren
Hydrolysenprodukten zu verdanken. Es sind dies vor
allem die mikrobiologische Bestimmung von Aminosiuren,
die Methode der Isotopenverdfinnung und die Verteilungs-
chromatographie an S4ulen oder ihre modernste Variante,
die Papierchromatographie? 8).

%) Biochemic. J. 49, 463, 481 [1951].
) R. Consden, A, H. Gordon w. A, J. P, Martin, Biochemic. . 38

224 [1944]. ) ’
8) F. Cramer: Papierchromatographie, Weinheim, 1952,
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Ein anderes Arbeitsgebiet, die Morphologie der Pro-
teine, welche sich mit Form und GroBe der Molekein und
ihrer Aggregate, ferner mit Beziehungen zwischen Gestalt
und chemischen, physikalischen sowie biologischen Vor-
géngen am Protein befaBt, hat ebenfalls bemerkenswerte
Ergebnisse gezeitigt. Brill®) hat das Faserprotein Seiden-
fibroin rontgenographisch aufgekldrt. Bernal und Crow-
foot1®) erhielten 1934 beim Pepsin die ersten Rontgeno-
gramme von Protein-Einkristallen mit vollkommener Ord-
nung. Weitere Arbeiten besonders von K. H. Meyerll: 12),
H. Markt), W. T. Astbury'® ) und O. Kratky'®) bildeten
die Grundlage einer neuen Nomenklatur der Proteine,
welche man nach der Form ihrer Molekeln in 16sliche globu-
lire und fibrilldre haufig unlésliche Proteine einteilt1%% 15b),

Das letzte Jahrzehnt erbrachte mit Hilfe des Elektronen-
mikroskopes den Nachweis feinster quergestreifter Mikro-
fibrillen in Faserproteinen wie Fibrin und Kollageni®: 17, 18),

Im Verlaufe der erfolgreichen und raschen Entwicklung
der Proteinforschung muBiten einige Hypothesen der
EiweiBchemie revidiert werden. So ist die Hypothese, wo-
nach die Molekulargewichte der Proteine ganzzahlige Viel-
fache von 17000 sind, nicht mehr uneingeschridnkt anzu-
wenden. Es wurden Proteine charakterisiert, deren Mol-
gewicht z. B. 10000, 13000, 26000 und 46000 betragt.

Nach Bergmann und Niemann'?) soll die Zahl der Amino-
sdure-Reste einer Sorte in einem gegebenen Protein durch
2r3™ ausdriickbar sein. Ferner soll die Gesamtzahl der
Aminosiure-Reste in dieser Proteinmolekel n - 288 betra-
gen. Wir wissen heute, daB diese Regel auf unrichtigen
Analysen von nicht einheitlichen Proteinen beruhte, und
daB bis jetzt keine derartige RegelmaBigkeit in der Reihen-
folge der Aminosiuren experimentell gefunden worden ist).

Ahnliches gilt ftir einige Vorstellungen, welche man sich
iiber die sterische Anordnung der Peptidketten in den
Proteinen gemacht hat, z.B. die Cycloltheorie von Wrinch?°)
sowie die ersten Modelle fiir a-Keratin von Astbury4).

Es soll der gegenwirtige Stand unserer Kenntnisse von
der Gestalt der Kettenmolekeln in den Proteinen an
einigen ausgewidhlten Beispielen aufgezeigt werden. In er-
ster Linie wurden Experimentalarbeiten zugrunde gelegt,
welche sich auf die Elektronenmikroskopie, Réntgenogra-
phie und Ultrarotspektroskopie stiitzen.

Wie erfolgreich sich elektronenoptische und rontgeno-
graphische Methoden ergédnzen, zeigt das Beispiel des kri-
stallisierten Tabaknekrosevirus (betr. Tabakmosaik-
virus vgl.2l» 22)): Die Virusteilchen besitzen einen Durch-
messer von 240 A und bauen ein kubisch dicht gepacktes
Gitter auf. Das Partikelgewicht_der Gitterbausteine be-
trigt etwa 100000022%) (vgl. Bild 1, S. 301).

Dieselben Daten wurden auch réntgenographisch erhal-
ten.

Kristallisiertes Edestin bildet nach elektronenmikro-
skopischer Priifung ein flichenzentriertes kubisches Gitter

%) Lieblgs Ann, Chem. 434, 204 [1923].

10y Nature {London] 133, 794 [1934].

i) D. Aufbau d. hochpolym. organ. Naturstoffe, Leipzig, 1930,

12y Experientia 7, 361 [1951].

) W, T. Astbury u. A. Street, Philos. Trans. Roy. Soc. [London]
A 230, 75 [1931].

4y W. T. Asthury u. H. ]J. Woods, ebenda 232, 333 [1933].

15) Mh. Chemie 77, 224 [1946].

15a) . Fankuchen, Ann. Rev, Biochem. 14, 207 [1945].

5Py p. Crowfoot, Ann, Rev. Biochem. 1948, 115.

16y C. Wolpers, Das Leder 1, 3 [1950].

7y H. Ruska u. C. Wolpers, Klin. Wschr. 19, 659 [1940].

18) F. O. Schmitt: Chemistry a. Physiology of Growth, Princeton
Univers, Press 1949, S. 49,

19) 7. biol. Chemistry 118, 301 [1937].

20) Nature [London] 137, 411 [1936].

3y J. D. Bernal u. I. Fankuchen, J. Gen. Physiol. 25, 111, 147 [1941].

) G. Schramm, diese Ztschr, §7, 109 [1944]; 62, 27 [1950]; Z. Na-
turforsch. 2b, 112 [1947).

#a)R. Markham, K. M. Smith u. R. W. G. Wyckoff, Nature {Lon-
don} 161, 760 [1948].
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mit a, = 114 A 22P), wihrend feuchte Kristalle laut ront-
genographischer Strukturanalyse a, = 140 A ergeben.

B-Lactoglobulin ist das erste Protein mit niedrigem
Molekulargewicht (36000), das im Elektronenmikroskop
erfolgreich untersucht worden ist. Auf der (100)-Flache
von Lactoglobulin-Kristallen wurden mit Hilfe des Ma-
trizenumdruckverfahrens®?) feine Streifen parallel zur b-
Achse mit einem Abstand von 105 A in50 A hohen Stufen
gefunden?t). Nahezu dieselben Werte wurden an getrock-
neten Lactoglobulin-Kristallen réntgenographisch??) fest-
gestellt.

2. Einige Definitionen und Methoden der
Proteinmorphologie

Unter globuldren Proteinen versteht man kristalline,
in wiBrigen Losungen l3sliche Proteine, deren Gestalt einer
Kugel, einem Rotationsellipsoid, einem Zylinder oder einer
Scheibe dhnlich ist. Man kennt sehr stark asymmetrische
,»globuldre Proteine. Die Ermittlung der Gestalt dieser
Proteine gelingt durch folgende Methoden2$: 27):

a) Bestimmung der Reibungsfaktoren aus der Messung der Se-
dim¥ntations- oder Diffusionskonstante bei Proteinen bekann-
ten Molgewichtes.

b) Viscosititsmessungen an Protein-Losungen.

¢) Messung der Dispersion der Dielektrizititskonstante.

d) Stromungsdoppelbrechung, bes. bei stark asymmetrischen Mo-
lekeln.

e) Rontgenographische Messungen an Protein-Einkristallen.

i) Rontgenkleinwinkelstreuung an Protein-Liosungen.

g) Lichtzerstreuung.

h) Osmotische Messungen.

i) Direkte Abbildung von Proteinmolekeln im Elektronenmikro-
skop.

Die globuldren Proteine bestehen wie alle Proteine aus
Polypeptid-Ketten2®). Da eine gestreckte Kette z. B. in
den etwa 50 A groBen Himoglobinmolekeln nur bei An-
nahme von Faltungen untergebracht werden kann, dis-
kutiert man symmetrische Faltungsformen der Ketten
oder Spiralstrukturen usw.

Man unterscheidet zwischen der langen und der kurzen
Faltung (,,long fold* und ,,short fold*“). Die lange Faltung
miBt den Abstand zwischen den wenigen Wendepunkten
der Peptidketten im Innern der Molekel. Die Kurzfaltung
bezieht sich auf die innerhalb der Kette vorliegenden
Faltungen, Spiralformen usw. Die Kurzfaltung in der
Kette vielet Proteine betrigt etwa 5 A (vgl. Bild 9).

Fibrilldre Proteine sind faserfrmige, meist unigsliche
Proteine wie Seidenfibroin, Kollagen, Keratin und Myosin.
Man nimmt an, daB die Polypeptid-Ketten in den Faser-
eiweiBkdorpern zu parallelen Biindeln gepackt in der Faser-
richtung liegen!?). Astbury teilt die Faserproteine in zwei
Untergruppen ein?® 3%): Die erste Gruppe umfafit die
Proteine Keratin, Myosin, Epidermin und Fibrinogen
(KMEF-Gruppe). Diese Proteine zeichnen sich durch eine
hohe Elastizitdt aus, welche auf einen spezifischen Ent-
faltungsmechanismus der Kurzfaltung zuriickgefiihrt wird.
Die zweite Gruppe der fibrilliren Proteine wird durch
Kollagen reprasentiert.

Das Faserréntgenogramm von Proteinen der KMEF-
Gruppe ist durch einen Meridianreflex entsprechend 5,1 A
und zwei starke Aquatorreflexe entsprechend 9,8 und 27 A

22by ¢, E. Hall, J. biol. Chemistry 185, 45 [1950].

23)" R.W.G.Wyckoff: Electron Microscopy, Technique and Applica-
tions New York, London 1950, Kap. 10.

24y ], M. Dawson, Nature [London] 168, 241 [1951].

26) D, P, Riley, Nature [London] 168, 241 [1951].

26y J, T. Edsall, Fortschr. Chem. Forsch. 1, 119 {1949].

27y G. V. Schulz, Z. Elektrochenl. angew. physik, Chem. 44, 13 [1950].

) E, Fischer: Unters. liber Aminosauren, Polypeptide u. Pro-
teine, Berlin 1906.

29y W, 7. Astbury, Trans. Faraday Soc. 34, 377 [1938].

30y W, T. Astbury u. 8. Dickinson, Proc. Roy. Soc. {London] B 129,
307 [1940].
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ausgezeichnet. Man nennt dieses Rodntgenogramm a-
Keratin. Die durchschnittliche Héhe eines Aminosiure-
Restes in einer maximal zickzackformig ausgestreckten
Peptid-Kette betrigt 3,5-3,7 A zur Deutung von 5,1 A
wird von Astbury eine starke Faltung der Ketten im «-
Keratin angenommen, derart, dall drei Aminosdure-Reste
eine Hohe von 5,1 A einnehmen. Somit betrigt die durch-
schnittliche Hoéhe eines Aminosdure-Restes entlang der
Faserrichtung (b-Achse) 1,7 A

a-Struktur besitzen auch einige synthetische Polypep-
tide, wie Polyglutaminsiureester3'), Poly-pL-g-phenyl-
alanin sowie Mischpolymere aus pir-8-Phenylalanin und
L-Leucin3? 33),

Beim Dehnen von Proteinen der KMEF-Gruppe findet
man im Roéntgenogramm an Stelle des 5,1 A-Reflex eine
Sichel bei 3,35-3,4 A. Dies entspricht etwa der Hohe eines
einzelnen Aminosdure-Gliedes der gestreckten Peptid-
Kette in der p-Modifikation. Auf diesen Befunden beruht
die Annahme einer molekularen Entfaltung beim Dehnen
der fibrilliren Proteine der KMEF-Gruppe. Auf dem
Aquator des Rontgenogramms tritt ein neuer starker Reflex
von 4,65 A auf, wihrend der 9,8 A-Reflex wenig verdndert
wird. Diese Aquatorreflexe werden auf zwischenmolekulare
Periodizitaten zurtickgefiihrt. 9,8 A ist der Abstand zwi-
schen den Peptid-Ketten der «- wie der B-Proteine in Rich-
tung der Seitenketten34).

4,65 A entspricht dem Abstand zwischen iiber Wasser-
stoff-Briicken verbundenen Peptid-Ketten. Wasserstofi-
Briicken quer zu den Peptid-Ketten sind neben der Strek-
kung der Hauptkette charakteristisch fiir die p-Proteine
(vgl. Bild 2).

—Hauptketten \’

[}
}4—4,55/4 —l

Bild 2

Anordnung der Peptidketten in einem g-Protein
(nach Nowotny und Zahn3°))

B-Diagramme liefern auch synthetische Polypeptide, wie
Polyglycin®¢), Poly-pL-isoleucin®: 37).

31y E. J. Ambrose, W. E. Hanby, Nature [London] 163, 483 [1949].
32) C. H. Bamford, W. E. Hanby u. F. Happey, Nature [London]
164, 138 [1949].
33y C, J. Brown, D.
163, 834 [1949].
3¢y Alle Aminosauren auBer Glycin enthalten spezifische Reste, wel-
che sich am Aufbau der Peptidketten nicht beteiligen und von
der Kette seitlich herausragen (Seitenketten), Das mittlere
Molekulargewicht der Reste betragt 110—120. Das Restgewicht
—CO—-CH-NH-— inder Kette (auch Backbone genannt) betragt 56.

Danaclh ist etwa die Halfte einer Proteinmolekel in den Seiten-
gruppen lokalisiert.

35y H, Nowotny u. H. Zahn, Z. physikal. Chem. (B) 51, 265 [1942].

38) W. T. Astbury, Nature [London] 163, 772 [1949].

37y W. T. Astbury, Ch. E. Daligliesh, §. E. Darmon u. G. B. B. M.
Sutherland, Nature [London] 162, 596 [1948].

Coleman u. A. C. Farthing, Nature [London]
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«- und B-Proteine lassen sich auBerdem mit Hilfe spezifi-
scher Absorptionsbanden im Ultrarotspektrum nach-
weisen. Die Wellenzahl der NH-Valenzschwingung be-
tragt 3300 cm—2, die der CO-Valenzschwingung 1640 cm—.
In den B-Proteinen liegen die Wasserstoff-Briicken quer
zur gestreckten Kette (vgl. Bild 2). In den o-Proteinen
dagegen liegen die Wasserstoff-Briicken in Richtung der
Kette und bilden intrachenare Briicken, wodurch die Kurz-
faltung stabilisiert wird. Daher findet man hier die NH-
und die CO-Gruppen etwa parallel zur Faserrichtung. Man
1aBt polarisiertes Ultrarotlicht auf Proteine und syntheti-
sche Polypeptide und Polyamide einfallen und miBt den
Dichroismus der genannten Frequenzensl, 38-43), Wenn
der E-Vektor der NH-Translationsschwingung bei zur Fa-
serachse senkrechtem Einfall der Ultrarotstrahlung grofier
ist, liegt ein B-Protein vor. Umgekehrt bedeutet paralleler
Dichroismus den Nachweis eines «-Proteins (vgl. Bild 3).

deren Reflexe im Réntgenogramm zeigen als die des «-
oder p-Keratins. Elid, Nowotny und Zahn*) sowie Hug-
gins®) diskutieren daher eine Desorientierung der Ketten
im amorphen Bereich. Die kristallinen Anteile werden
zwar desorientiert und meist von «- in 3-Keratin verwan-
delt, eine dritte Form entsteht jedoch nicht*?).

3. Denaturierung

Die charakteristischen Reflexe des @-Keratins treten
auch bei denaturierten Proteinen auf. Die Verwandlung
nativer lgslicher Proteine in ein beim’isoelektrischen Punkt
unldsliches Produkt durch Wirme, Oberflichenwirkung,
Bestrahlung, Druck, organische Losungsmittel und Reagen-
zien, welche koagulierte Proteine aufzulosen vermdgen,
wird Denaturierung genannt#). Da sich zahireiche Eigen-
schaften, welche von der Molekelgestalt abhéngen, bei
der Denaturierung #ndern (Viscositidt, Geschwindigkeit

der Sedimentation und Diffusion,

2800 3000 3200 3400 2800 3000 3200 3400cm-t  Kristallisationsfahigkeit), besteht
70k L \ offensichtlich ein direkter Zusam-
s L Y menhang zwischen Denaturierung
a8} o ~|Aeratin /\\ L | Myosin und Molekelgestalt. Nach ,Mirsky

- VRN B und Pauling®*) werden bei der De-

a6r / \ i naturierung die im globuldren Pro-

0 4: / \ i /&\ - / : \ tein gefalteten Ketten aufgerollt

@ L /J\/w L 2 AN . \\ und freigelegt, die sich bei einer

Sozr |A - // spiteren Koagulation zu parallelen

ST L J L Biindeln vereinigen. Im Rontgeno-

v 9 gramm findet man wie erwéhnt eine

Ev \ 8-Protein-Strukturs® %), Nach der

X 21| B-eratin \/’ i Wasserstoffbriicken-Theorie#) wer-

© 10k ] ] Tropomyosin den bei der Denaturierung Wasser-

L / L stoff-Briicken im nativen Protein

08} / L aufgespalten. Es gibt reversible De-

= - naturierungsgleichgewichte, weiche

061 - von der Protein-Konzentration un-

N - abhingig sind und somit beweisen,

a94r i Pt daB als Mechanismus fiir die Dena-

012: eter”’] \ i turierung bei diesen Beispielen

L - J L N (Tryp§1n, Hiamoglobin) wefier D1§-

0 soziationen noch Aggregationen in
2800 3000 3200 3400 2800 3000 3200 3400 Frage kommen®).

Bild 3. Ultrarotspektren von Proteinen bei polarisierter Bestrahlung. Die ausgezogenen

bzw. gestrichelten Kurven zeigen Spektren mit dem E-Vektor senkrecht bzw. parallel zur

Kettenachse. Bei Tropomyosin wurden die Kurven B mit einem diinneren Priparat aufge-

nommen. Das gleiche gilt}fiir die Bande des g-Keratins bei hoherer Wellenzahl, (Nach E. J.
Ambrose, A, Elliott und R. B, Temple, Nature [London] 163, 859 [1949])

Neben den beiden Modifikationen «- und g-Protein wird
noch eine dritte Modifikation, das superkontrahierte
Keratin diskutiert. Gedehnte Haare verkiirzen sich nach
bestimmter -Vorbehandlung in Dampf iiber die urspriing-
liche Liange hinaus: Ungedehnte Fasern kontrahieren um
30-509, unter der Einwirkung von Chemikalien oder
Hitze. Nach Astbury13 14) ist die Fadenverkiirzung mole-
kular zu deuten, woftir verschiedene Modelle mit regel-
miBig iiberfalteten Peptid-Ketten entwickelt wurden. Auch
Pauling®*) schldgt eine stark verkiirzte Schraubenkette
mit 0,99 A als Hohe eines Aminosiure-Restes fiir super-
kontrahiertes Haar und Muskel vor. Es ist jedoch begbach-
tet worden, daB superkontrahierte Keratine je nach der
Vorbehandlung und dem Kontraktionsmittel keine an-

38) E. J. Ambrose, A. Elliott u., R. B. Temple, Nature [London]
163, 859 [1949].

8y E. J. Ambrose u. C. Robinson, ebenda 166, 194 [1950].

10) ‘1157. i]l.g?l)inbrose u. A, Elliott, Proc. Roy. Soc. [London] A 205,

41y Dieselben, ebenda 2046, 206 {1951].

42) A, Elliott u. E. J. Ambrose, Nature [London] 165, 921 [1950].

43) S. E. Darmon, G. B. B. M. Sutherland, Nature [London] 164,
440 {1949].

44) Vortrag, 120, Meeting Amer. Chem. Soc. New York 4. 9. 1951,
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4. Polypeptidketten-Theorie
der Faserproteine

Ausgehend von den fundamenta-
len Untersuchungen £mil Fischers?8),
wird die Polypeptid-Kette als die chemische Einheit der
Proteine angesehen. Fiir die fibrilliren Proteine nimmt die
Polypeptidketten-Theorie folgendes Bauprinzip an: Extrem
diinne, vorgeformte, fasrige Einheiten oder durch Entfal-
tung und Aufrollen globuldrer Molekeln gebildete Ketten,
aggregieren seitlich und l4angs (Bild 4). Naturfasern stellt
man sich gewissermaBen als endlose Peptidketten vor®? 3),

Die- Ketten durchziehen kontinuierlich geordnete kri-
stalline Bereiche und ungeordnete, sog. amorphe Bezirke
und bauen ein anastomotisches System auf, Die Ketten
liegen parallel zur Faserachse und reprisentieren im klein-
sten molekularen Bereich das mechanisch-elastische Ver-
halten der ganzen Faser. Wenn eine Faser dehnbar ist,
15) Kolloid-Z. 93, 50 [1940].
4€) Ann, Rev. Biochem. 11, 27 [1942]; Chem. Rev. 32, 195 [1943].
47y E. Eldd u. H. Zahn, Melliand Textilber. 28, 2 [1947].
48y M. L. Anson, Adv. Protein Chem. 2, 361 [1945].
4) Proc. National Acad. Sci. (USA) 22, 439 [1936].

80y W. T. Astbury, S. Dickinson u. K. Bailey, Biochemic. J. 29,
2351 {1935].

51y 1, Fankuchen, Adv. Protein Chem. 2, 387 [1945].

52) F. O. Schmitt: The Harvey Lectures 40, 249 [1944/45].

53) K. Bailey, Biochemic. J. 43, 271 [1948].
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so wird dies auf eine regelmédBige oder unregelméfige Fal-
tung der Kette zuriickgefiihrt. Ist die Faser verkiirzt, so
beruht dies auf einer gleich grofen Verkiirzung der einzel-
nen Ketten. Findet man elektronenmikroskopisch oder
rontgenographisch Langperioden in Faserrichtung, so wird
dies mit einer periodischen Aminosiure-Zusammensetzung
der Ketten gedeutet.” Man identifiziert also die Langperiode
mit dem Produkt aus Zahl und Hdéhe der einzelnen Amino-
sdure-Reste. ’

:«——Makmp eriode = Molekellénge ——
;A///Y(rope/’/bde = eine hohere Ordnung I
T der Makroperiode |

Bild 4

Bildung eines Faserproteins durch Entfaltung von globularen

Proteinmolekeln. Die Punkte bedeuten Aminosaure-Reste. Eine

Kette ist in der globularen Molekel zu einem rechteckigen Rost
gefaltet. (Nach Coleman und Howitf’*))

5. Langperioden-Ré}ntgenographie“)

Durch besondere Konstruktion der Rontgenkammern
(feine Ausblendung, groBe. Abstdnde zwischen Apparat
und Film, Vakuum) kann man Reflexe erfassen, welche
bei sehr kleinen Winkeln abgebeugt werden und nach der
Braggschen Gleichung Perioden in der GroBenordnung
mehrerer hundert Angstrom bedeuten. Derartige Lang-
periodenreflexe eignen sich nach Bear®®) zur Klassifi-
zierung der Faserproteine, da viele Vertreter charakteristi-
sche Langperiodenreflexe liefern, wihrend das iibliche
Kleinperiodenrontgenogramm vielfach keine Unterschei-
dung zuldBt (vgl. Tabelle 4).

Faserprotein ] in Faserrichtung seitlich
ungedehntes Haar ...... | 198 85
gedehntes Haar ........ — | 66
Federkeratin ........... 9% | 34
Actin (...l 350 — 420 115
Paramyosin ............ 720 200 — 300
Kollagen .............. 640 —

1
Tabelle 4

Langperioden in Faserproteinen in A (nach F. O. Schmitt'8))

Die Kleinperiodenreflexe stammen von den Kleinen
Pseudozellen in abgegrenzten Teilen des ganzen Proteins®¢).
Wenn Protein-Fibrillen aus groBen globularen Monomeren
oder molekularen Partikelchen zusammengesetzt sind,
dann muB dies an den Langperioden im Réntgenogramm
nachweisbar sein®?),

6. Korpuskulartheorie der Faserproteine

Globuldre Insulin-Molekeln bilden ohne Denaturierung
oder Entfaltung reversibel eine faserformige Modifika-
tion®8). Hierbei werden die Insulin-Molekeln an entgegen-
gesetzten Polen miteinander verbunden.

Die Molekeln oder Partikelchen des Actins sind in dest.
Wasser frei dissoziiert; bei Zunahme der lonenstdrke ver-
gréBern sich Doppelbrechung und Viscositit, wobei aus
dem globuldren Actin feinste Fadchen gebildet werden.
84y D, Coleman u. F. O. Howitt, Proc. Roy. Soc. [{London] A 190,

145 [1947).

) J. McArthur, Proc. Leeds Phil, Soc. IV, Part V, 379 [1946].

) R. S. Bear, J. Amer. Chem. Soc. 66, 2043 [1944].
57y 'R, S, Bear u. H. J. Rugo, Ann. New York Acad. Sci. 53, 627

1951].
58) [D F.]Waugh, J. Amer. Chem. Soc. 66, 663[1944]; 68, 247 [1946].
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Federkeratin besteht aus grofien globulidren Partikeln
in einer netzartigen Anordnung5?). Die Korpuskulartheorie
stiitzt sich auf diese Beispiele und nimmt an, daB Faser-
proteine auch durch Aggregation von Grundmolekeln oder
Partikelchen entstehen kénnen. Wenn z. B. Hidmoglobin-
Molekeln in Richtung der x-Achse Ende an Ende aggre-
gieren, wiirden sich Fasern bilden, welche ein «-Protein-
Rontgenogramm (Bild 5) liefern wirden. ,,Globuldre
Teilchen und Mikrofibrillen sind danach verschiedene
Aggregationsstufen paralleler Ketten bei gleicher Kon-
stellation im Inneren (Kurzfaltung)5®). Somit wiirden sich
fibrillire von globuldren Proteinen mehr quantitativ als
qualitativ unterscheiden®?). Die Korpuskulartheorie kann
auf viele Fille der Fibrillenbildung in vivo angewendet
werden. Zwischen den ,,monomeren“ Bausteinen ent-
stehen Nebenvalenzbriicken oder Hauptvalenz-
briicken. Man kann eine gewisse Parallele zur Polykon-
densation der synthetischen Chemie feststellen8?). Die fi-
brillaren Proteine kénnen als makromolekulare Stoffe zwei-
ter Ordnung aufgefafit werden, da ja die ,,Monomeren‘
bereits makromolekular sind.

Makroperiode quer
zur Faserrichtung
2.8,904
e

|

Zwischenmolekulare

Makroperiode

in Faserrichtung

2. B. 200 & im Langperioden-

e

' rontgenogramm und
Elektronenmikrogramm

r._.—_—’ ['—I ,___—‘

—

Fibriflenrichtung ——

Relp @
zB 54

im Normal-

ronfgeno-

R A, gramm

r_——__, L
=

|

AL

L

’_____J
LC

]
|
—

Bild 5

Schema einer Protofibrille im Langsschnitt im Sinne der Korpus-
kulartheorie (kolumnare Aggregation von Blockmolekeln®'))

7. Himoglobin und Myoglobin

Bei Hamoglobin und Myoglobin gelang es Perutz5: 62-64)
sowie Kendrewss—87) im Braggschen Institut®®) die Struktur
vom Kristall bis zur einzelnen Kettenmolekel aufzuzeigen.

Pferdehdmoglobin wurde mit Kaliumeisen(111)-cyanid in
Methimoglobin iiberfithrt, dieses mit Ammonsulfat aus-
gesalzen und Einkristalle gewonnen, Die Kristalle ent-
hielten 51,4 Vol.%, Wasser. Die Strukturanalyse ergab far

%) M. F. Perutz, Proc. Roy. Soc. [London] A 195, 473 [1949].

80y W. T. Astbury, R. Reed u. L. C. Spark, Biochemic. J. 43, 282
[1948].

81y H. Zahn, Das Leder 1, 225 [1950].

62) Nature [London] 149, 491 [1942];
[1943]; 161, 204 [1948}.

83) Trans. Faraday Soc, [London] 42 B, 187 [1946].

81y Research 2, 52 [1949].

63y J. C. Kendrew u, M. F. Perutz, Proc. Roy. Soc. [London] A 194,
375 [1948].

86y Ebenda 201, 62 [1950].

87) Vortrag 120. Meeting Amer. Chem. Soc. New York 4, 9, 1951.

88) L. Bragg, Nature [Loondon] 164, 7 [1949].

150, 324 [1942]; 151, T14
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die Einheitszelle der monoklinen Modifikation die Daten
der Tabelle 5.

1] [I
aum- Volumen
grul;)pe “ " a J b ¢ i 8 [ Einheitszelle
! | | 3
C, |teucnt | 1004 | 63,2 | 544 | 111 | 349000 &'
trocken| 102X | 51,4 | 47,0 ‘ 130 ‘ 189000 A
Tabelle 5

Kristallographische Daten von Pferdemethimoglobin nach Perutz

In der Einheitszelle sind zwei Molekeln mit einem Mol-
gewicht von je 68000 (etwa 540 Aminosdure-Reste) ferner
das Kristallwasser unterzubringen. Uber Amino-End-
gruppen vgl.®), Um die interne Struktur der einzelnen
Molekeln abzuleiten, - wurde die Vektor-Analyse nach Pat-
terson-Harker?®) herangezogen (vgl.#8)). Zur Erleichterung
der Zuordnung der ungewghnlich vielen Einzeldaten (trotz
Verwendung von Rechenmaschinen und Lochkartenma-
schinen rechneten die Autoren allein am Hamoglobin vier
Jahre) wurde der EinfluB von Quellung und Entquellung
sowie die Verdridngung von Kristallwasser durch Lésungen
mit schweren lonen auf die Feinstruktur untersucht.

Es wurde gefunden, daB die Molekeln des Hamoglobins
in erster Ndherung die Form eines Zylinders mit einem
Durchmesser von 57 A und einer Hohe von 34 A besitzen.
Diese Zylinder lagern sich zu Schichten zusammen (vgl.
Bild 6).

Bild 6

Packung der Hamoglobin-Molekeln in der Kristallstruktur., Eine

Einheitszelle ist im Vordergrund rechts eingezeichnet.
(Nach Perufz, Research 2, 52 [1949])

Zwischen den Schichten des Proteins ist das Kristall-
wasser laminar eingebaut. Auch zwischen die Hamoglobin-
Molekeln in den Protein-Schichten dringt Wasser ein, wobei
jedoch die Molekeln selbst nicht quellen.

Die Vektoranalyse zeigte, daB ein Zylinder aus 4 etwa
kreisformigen Schichten besteht, die in einem Abstand von
etwas weniger als 9 A iibereinander liegen Wie mir
Dr. Max Perutz, Cambridge, nach freundlicher Durch-
sicht des Manuskriptes am 10. 2. 1952 mitteilte, hat sich in
letzter Zeit herausgestellt, daf die Anzahl der Schichten
in der Hadmoglobin-Molekel nicht 4, sondern 5 betrigt
(vgl. Bragg, Perutz, Crystallographica Acta, Januar 1952).
MabBgebend ist die Fourierprojektion aus der zitierten
Arbeit (Bild 7). Auch die Form der einzelnen Hiamoglo-
binmolekel hat sich durch verfeinerte Messungen und
durch Anwendung einer hdchst eleganten Rechenmethode
von Bragg etwas verdndert, so daB jetzt ein Ellipsoid
mit den Achsen b=c=47 A und a=60 A als beste Annihe-
rung gilt. Diese Achsen verlaufen etwa parallel zu den
gleichgenannten kristallographischen Achsen im mono-
klinen Kristall (Tab. 5). Bild 6 der vorliegenden Arbeit gibt
nach wie vor die Anordnung der Himoglobin-Molekeln
im Kristall richtig wieder. Es ist wesentlich zu beto-
nen, daB die Form der einzelnen Molekeln nur eine An-

%) R. R. Porter u. F. Sanger, Biochemic, J. 42, 287 [1948].
70y D. Harker, J. chem, Physics ¢, 389 [1936]; A. L. Patterson,
Z. Kristallogr. Mineral. Petrogr. 90, 517, 543 [1935].
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niherung darstellt und stark schematisiert wurde. Die
vier Him-Gruppen liegen mit ihrer flachen Seite anndhernd
senkrecht zur Basisebene des Zylinders und sollen iiber die
Eisen-Atome an die Imidazol-Gruppen der Histidin-Reste
der Peptidketten gebunden sein. Auch die flachen Seiten
der aromatischen Ringe von Tryptophan und Phenylalanin
sind senkrecht zur Peptidketten-Richtung orientiert.

0 70 204

9000
00000
OO0

—
104 a)
(a:77] Bild 7

a) Bild einer einzeinen Hamoglobinmolekel gesehen in Richtung der
Ketten. b) Bild von zwei teilweise aufeinander gelagerten Molekeln in
der Elementarzelle, wobei die schraffierten Kreise tibereinandergela-
gerte Ketten bedeuten. ¢) Fourier-Synthese, wobei die Schichtlinien
im Abstand von I el/A? gezeichnet sind. Es handelt sich hier um eine
mogliche und wahrscheinliche Fourier-Projektion; die absolute Hohe
der Maxima betragt jedoch nur '/; des Wertes, der fiir eine einfache
aus geraden Ketten bestehende Molekel zu erwarten ist. (Nach
Bragg und Mitarbeitern, Crystallographica Acta, Januar 1952).

Diese von Perutz berechnete Schichtstruktur der
Molekeln stimmt mit fritheren Annahmen iiberein, wonach
Proteine laminare Strukturen bevorzugt bilden™).

Die nichste Frage betrifft die Anordnung der Peptid-
ketten innerhalb der einzelnen Scheiben eines Ellipsoids.
Als Ergebnis einer vollstindigen, dreidimensionalen Vek-
toranalyse wurde ein zentral gelegenes stabformiges Ge-
bilde entdeckt, welches parallel zur Basisebene der Zylin-
der in Richtung der X-Achse verliuft (Bild 8). Der zen-

Idealisierte§ Bild der stabartigen Strukturen auf Grund der Vektor-
analyse. Die Unterteilung des Achsenkreuzes unten rechts bedeutet

Angstrom-Einheiten. (Nach M. F. Perutz®))

)y W. T. Astbury, Nature [London] 137, 803 [1936].
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Bild 1. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Tabaknekroseviruskristalls (Abbildung 90000 : 1).

Das Originalphoto wurde uns freundl. von Prof. Dr. Wyckoff zur Verfiigung gestellt. (s. a. 23 223)

trale Stab ist von einem Satz dhnlicher Stdbe im Abstand
von 10,5 A umgeben.

In Richtung der Stdbe wurden Dichtemaxima in einer
Periode von 5 A gefunden. Jede Einzelschicht des Zy-
linders soll aus einer Polypeptidkette bestehen, welche
schlangenférmig zusammengefaltet ist. Der Abstand zwi-
schen den einzelnen gefalteten Kettenteilen betragt 10,5 A.
Die Periode lings der Kette ist 5 A. Aus der Dichte des

Bild 9. Strukturvorschlag fiir Himoglobin nach M. F. Perutz%?).

a) Ein basaler Schnitt durch den Zylinder mit einer gefalteten Peptid-

kette. b) Senkrechter Schnitt zur Veranschaulichung der Packung
der Ketten
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Kristalls und diesen beiden Perioden sowie der Kenntnis
des durchschnittlichen Gewichtes eines Aminosdure-Restes
wird abgeleitet, daB auf eine Linge von 5 A drei Amino-
sdure-Reste in die Kette eingebaut sind. Wasserstoff-
Briicken sind nur lings der Ketten maglich®®).

Kendrew®) zeigte, daB Pferde-Metmyoglobin mo-
noklin kristallisiert und daB die Einheitszelle zwei Molekeln
vom Molgewicht 17000 (etwa 140 Aminosdure-Reste) ent-
hdlt. Die einzelne Molekel besteht laut Vektoranalyse aus
vier stabformigen Gebilden. Die Analogie der Myoglobin-
Molekel zu einer einzelnen Schicht des Hamoglobin-Zylin-
ders erstreckt sich auch auf den seitlichen Abstand der
Stibe (9,5A) und die Periode lings der Peptidketten par-
allel zur b-Achse in der (201)-Richtung (5 A). Der Ab-
stand zwischen den Kettenrosten betrdgt 14,5 A. Das
flache, aus vier Kettenteilen bestehende Gebilde ist 34 A
breit, jeder der coplanaren Kettenteile ist etwa 54 A lang,
Die Ham-Gruppen stehen senkrecht auf der Schichtebene
und auf den Polypeptidketten. Bei der sehr verschiedenen
Aminosiuren-Zusammensetzung der beiden Proteine diirfte
ihre dhnliche biologische Funktion in erster Linie struk-
turell bedingt sein.
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Neuerdings wurde von Kendrew®?) eine neue monokline
Modifikation gefunden, welche vier Molekeln in der Ein-
heitszelle enthalt.

Die beiden Perioden lings und quer zur Peptidkette in
den Molekeln des Hamoglobins und Myoglobins (5 und
10-11 A) stimmen auffallend gut mit den beiden wichtig-
sten Kleinperiodenreflexen des «-Keratins bzw. der a-
Proteine iiberein (vgl. S. 297). Somit ist die Konsteilation
der Peptidketten in diesen kristallisierten und definierten
Proteinen mit derjenigen in den unlgslichen, komplexen
fibrilliren Proteinen verwandt.

8. Keratinfasern®)

Unter den tierischen Faserkeratinen wurde die Woll-
faser eingehend elektronenmikroskopisch untersucht. Die
Wolle ist ein Aggregat aus Zellen und besteht zu iiber
909, aus den etwa 100 p langen und 6 u breiten Spindel-
oder Cortexzellen. Im Elektronenmikroskop findet man,
daB die einzelnen Zellen aus 1000 —3000 A. breiten Fibrillen
bestehen, die ihrerseits aus 100-400 A breiten Mikro-
fibrillen aufgebaut sind® 72).

Nach Mercer™) sind die Mikrofibrillen mit einer Periode
von 100-110 A quergestreift und sollen in der Haarwurzel
aus loslichen Partikelchen durch lineare Aggregation ent-
stehen, wobei die Bindung durch Dehydrierung endstdn-
diger Sulfhydryl-Gruppen iiber Cystin-Briicken stabilisiert
wird.

Die rontgenographischen Daten des «-Keratins, also
der ungedehnten Keratinfasern, wurden bereits ange-
fithrt’). Man unterscheidet Kurz- und Langperioden-
reflexe auf dem Réntgenogramm. Die Langperiode
in Richtung der Faserachse betragt 200 A% %), Von
dieser Periode sind zahlreiche hohere Ordnungen be-
kannt, so daB das Langperiodenrntgenogramm des
o-Keratins zu den schonsten Diagrammen dieser Art
gerechnet wird.

Auch auf dem Aquator von Réntgenaufnahmen
tierischer Haare findet man eine Reihe von Klein-
periodenreflexen, deren grofter einem Netzebenenab-
stand von 85-88 A entspricht’®). Die Seitenketten-
periode von 9,8 A 15st sich in der Langperiodenkammer
in zwei Hauptreflexe von 10,5 und 9,2 A auf’?). Die
wahre Einheitszelle des Keratins scheint 200 A lang
und 85 A breit zu seins®).

Beim Dehnen von RoBhaaren auf 609, wobei das
B-Keratin-Diagramm auftritt, wurden neue Langperi-
oden auf dem Aquator entdeckt?), wihrend die Meri-
dianreflexe beim Dehnen verschwinden.

Die Langperiodenreflexe im Rontgenogramm von
Menschenhaar scheinen von den Kurzperioden un-
abhdngig zu sein, wie Versuche an nitriertem Haar
gezeigt haben”). Es wird daher angenommen, daB
der Seitenkettenreflex mit dem Abstand der Ketten
in der Molekel, die Langperiode dagegen mit der An-
ordnung der ganzen Molekeln zusammenhingtst 8v),

Die wichtigste Kurzperiode im Rontgenogramm unge-
dehnter tierischer Haare (5,1 A) ist eine Funktion der Kon-
stellation der Peptidketten in Richtung der Fibrillen. Eines
der ersten Modelle von Astbury erklirt die Periode durch
eine ebene Faltung von drei Aminosiure-Resten zu hexa-

72) lSetalgg)Mikrofibrillen findet man hiufig den Begriff Protofibril-
nize),

") Nature [London] 159, 535 [1947].

) H. Zahn, Kolloidchem. Taschenb. 2. Aufl. 1943, S, 150.

%) O. Kratkyv u. A. Sekora, ]J. Makromol, Ch. 1, 113 [1943].

%) O. Kratky, Priv. Mitteilung 17. 1. 1945, )

) J. McArthur, Nature [London] 152, 38 [1943].

") 0. Kratky, Z. Naturforsch. 6b, 173 [1951].

") H. Zahn u. K. Kohler, Z. Naturforsch. 5b, 137 [1950].

80) O. Kratky, H. Zahn u. O. Sekora, in Vorbereitung.
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gonalen Pseudo-diketo-piperazin-Ringen!4). Beim Deh-
nen der Faser verldngert sich diese im gleichen MaB, wie
die Molekel entfaltet wird. Die maximale Verldngerung
der Faltenkette betrdgt 1009, bis namlich drei Amino-
sdure-Reste eine Hohe von 10,2 A (= 2x5,1 A) einnehmen
und zickzackférmig gestreckt sind (B-Keratin). Gegen die
Identitat der Faserbruttodehnung und der Molekelver-
lingerung wurden verschiedene Einwdnde geltend ge-
macht4% 81), Das 1941 publizierte Modell von Astbury
bringt wiederum drei Reste in der Periode von 5,1 A unter
(man spricht von der «jj;-Faltung®?), wobei aber die ste-
reochemischen Unzuldnglichkeiten des ersten Modells ver-
mieden werden. Charakteristisch sind Wasserstoff-
Briicken zwischen den Kettens2?) (vgl. Bild 10).

- Huggins®®) hat eine eingehende stereochemische Analyse
der Faltungsmoglichkeiten bei Peptidketten vorgenommen
und hilt die Modelle von Astbury nicht fir richtig. Unter
seinen neuen Modellen befindet sich eine oy-Faltung mit
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Bild 10. Projektionen der Polypeptidkette des Astbury-Modelles (1941),

L. Bragg, J. C. Kendrew und M. F. Peruiz®?)

einer zweizihligen Schraubenachse und zwei Aminosiure-
Resten je Windung. p-Keratin entstcht bereits nach einer
Dehnung von 30%,. Die Wasserstoff-Briicken liegen in
den Ketten (intrachenar) und stabilisieren die Faltung,
indem sie einen Siebenring bilden. ‘Ohne Kenntnis dieser
Arbeiten stellte der Referent ein sehr Zhaliches Modell auf,
bei dem jedoch die Seitenkettenreste R in Transstellung

zu den umgeklappten Peptidbindungen angeordnet sinds4)
(Bild 11).
1) H. Zahn, Dissert. Karlstuhe 1940,

812)H. Zahn, Melliand Textilber. 22, 3 1941]; ;
24, 157 11043] , 305 [1941]; 23, 157 [1942];

82) C. H. Bamford, W. E, Hanby u. F. Happey, Nature [London
L 164, 751 [1949]. ppey, [ !
820YW. T. Astbury u. F. 0. Bell, Nature [London] 147, 696 [1941].

) Proc. Roy. Soc. [London] A 203, 321 [1950].
81) H. Zahn, Z. Naturforsch. 2b, 104 [1947]. I
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Bild 11.
(Zahn sowie Ambrose und Hanby)
nach L. Bragg, J.

Bei der Dehnung des o-Ke-
ratins zum B-Keratin werden
keine Drehungen der gerdu-
migen Seitenkettenreste R er-
laubt. Der Mechanismus der
" Umwandlung besteht ledig-
lich in einem Umklappen
der | Peptidbindungen und
einer . Translationsbewegung

der CO-CHR-NH-Teile.
( Das Modell von Ambrose und
Hanby3t) ist mit der beschrie-
benen Faltung identisch. Diese
Autoren3% 38) stiutzén sich auf
ultrarotspektroskopische Mes-
sungen, welche fiir parallele
Wasserstoff-Briicken in Bezug
auf die Kettenrichtungsprechen
(s. S. 298, vgl. auch ®)). Dieses
Modell wurde angegriffen4: 88);

©
(
}

L i
A5

sichtsreichste Modell far
a-Keratin stammt von Pau-
ling, Corey und Bransonss» 8%),
Diese nehmen eine Spiralkette
an®%9), Die Periode betrdgt
5,55 A. Der 5,1 A Meridian-
reflex entspricht einem Winkel
maximaler Streuung der Spiral-
kette(Bild11A). Auf eine Spiral-
windung entfallen 3,7 Reste.
Somit betrdgt die Translations-
Projektionen der 2.b-Kette perigde eines Aminosdure-
Restes5,55/3,7oder 1,5A. Jeder
Rest ist mit dem dritten ent-
lang der Kette durch intrachenare Wasserstoff-Briicken
verbunden. Die Amid-Gruppe ist planar.

C. Kendrew und
M, F, Perutz®)

A417.11a

Bild 11A
Schematische Darstellung der Schraubenkette mit 3,7

Links:

Aminosiure-Resten zur Veranschaulichung des Ursprungs des Me-

ridianreflex 5,15 A des a-Keratin-Rontgenogramms. Rechts: Schema
der a-Keratin-Struktur (Nach Pauling u. Corey®®)).

85) Bull. Chem. Soc. Japan 21, 1 [1948].

86) W, T. Astbury, Nature [London] 164, 439 [1949].
87) Proc. Roy. Soc. [London} A 205, 30 [1951.

88) J, Amer. Chem. Soc. 72, 5349 [1950].

) Proc. Natl, Acad. Sci. [USA] 37, 235,241, 261 [1951].
90} (Uber die Vorstellung, wonach Polypeptidketten im EiweiB in
Form won parallelen Spiralen vorliegen, vgh 1% 6 1), .
°1) C, F. Krafft: Spiral Molecular Structures the Basis of Life,

1927, Washington.
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: C Entgegnungen vgl.40 42, 87) =
('C Das neueste und aus-

Perutz fand kiirzlich auf dem Meridian von Rontgen-
aufnahmen von Pferdehaar, Stachelschweinkiel, Poly-y-
benzyl-r-glutaminsdure einen sehr deutlichen Reflex von
1,5A%). In jingster Zeit hat Astbury bei simtlichen
a-Fasern der KMEF-Gruppe sowie bei allen «-Polypep-
tiden die meridionalen Reflexe bei 1,5 A nachgewiesen.
Nach Perufz sind damit alle fritheren Modelle fiir o-Keratin
hinfdllig. Nur das Paulingsche Modell 148t einen Reflex
von 1,5 A erwartenass 8, 93),

Im Braggschen Institut wurde laut privater Mit-
teilung von Herrn Dr. M. Perufz soeben die dreidimen-
sionale Fourier-Transform dieser Paulingschen Spiral-
kette berechnet.: Zwischen den berechneten Intensitdten
der Schichtlinien auf Riontgenaufnahmen synthetischer
Polypeptide 'und den Messungen, welche Bamford und
Mitarbeiter an derartigen Peptiden unternahmen, wurde
eine frappante Ubereinstimmung festgestellt. Somit kann
an der Richtigkeit der Paulingschen Kette kein Zweifel
mehr bestehen®2),

9. Fibrin

Die Fibrinogen-Molekel ist stabchenférmig und 850 A
lang®*) bei einem Molgewicht von 540000. Andere Mes-

_sungen fithren zu Werten von 700 Ax 35%). Im Elektronen-

mikroskop wurden 600 A lange Fibrinogen-Molekeln ‘mit
einer Perlschnurstruktur gefunden, wobei die Partikeichen
30x40 A groB sind®s).

Nach Zugabe von Thrombin entstehen aus den Fibri-
nogen-Molekeln im Verlaufe komplexer enzymatischer
Reaktionen Aggregate. Zundchst nimmt die Linge mit
der Zeit zu, wobei ein 2500 A Zwischenprodukt (subunit)
vom Molgewicht 4000000 entsteht. Erst spidter gerinnt
das ganze System®). Die Gerinnungszeit 146t sich
durch Zusatz von Stdrke oder Polyvinylalkohol verkiirzen
und durch Glycerin, Hexa- oder Pentamethylenglykol ver-
lingern®?), Lo&st man Fibrin in sechsmolarer Harnstoff-
Losung auf, so findet man Molgewichte in der GréBenord-
nung des urspriinglichen Fibrinogens®t),

Man nimmt an, daB die Fibrinogen-Molekeln Ende an
Ende und Seite an Seite aggregieren, sobald Thrombin zu-
gefiigt wird und die genannten Oxy-Verbindungen die Aus-
bildung von Nebenvalenzbindungen nicht verzdgern.

Bei Liquorfibrin wurde 1940 die erste Querstruktur
einer Proteinfaser elektronenmikroskopisch von Ruska und
Wolpers'?) entdeckt. Die Fibrillen scheinen aus 200 -350 A
langen Teilchen zu bestehen. Die helleren Bereiche ver-
langern sich beim Spannen der Mikrofibrillen. Zwischen
der Breite der Streifen und der Molekelldinge wurden Be-
ziehungen vermutet®s),

Hall*s) fand in normalem Fibrin feine, quergestreifte
Fibrillen mit einer Translationsperiode von 230 A (Rinder-
serum) bzw. 215 A (menschliches Serum). Ferner wurden
30~50 A groBe Partikelchen entdeckt, welche als die
molekularen Einheiten der Mikrofibrille des Fibrins an-
gesprochen wurden. Uber die Deutung der Querstreifung
vgl. 99).

92) Nature [London] 167, 1053 [1951]; 168, 653 [1951]. .

9%) R. B. Corey, Vortrag 120, Meeting Amer, Chem. Soc. New York
4. 9. 1951.

93ayW, Cochran u. F. H. C. Crick, Nature [London)] 169, 234 [1952];
C. H. Bamford, L. Brown, A. Elliot, W. E. Hanby u. J. F. Trotter,
ebenda 169, 357 [1952].

94) R. F. Steiner u, K. Laki, J. Amer. Chem, Soc. 73, 882 [1951],
R. F. Steiner, Science {New York] 114, 460 [1951].

5y C. E. Hall, J. biol. Chemistry 179, 857 [1949], 185, 45 [1950].

%) A, L. Copley, diese Ztschr. 63, 75 [1951].

97y J. D, Ferry u. S, Shulman, J. Amer. Chem. Soc. 71, 3198 [1949].

98) T, Wolpers, Grenzgebiete d. Med. 2, 527 [1949].

) F, O. Schmitt, Fed. Proc. 8, 530 [1949].
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Bis jetzt wurden keine Langperiodenrintgenreflexe bei
Fibrin gefunden. Die gewdhnlichen Rontgenreflexe des
Fibrinogens und Fibrins sind typisch fiir a-Proteinet00 101),

Da Fibrinogen und Fibrin in der Aminosdure-Zusam-
mensetzung bis auf einige zusitzliche Amino-Gruppen im
Fibrin — bei der Fibrin-Bildung wird ein Peptid abgespal-
ten1??) — sehr dhnlich sind und intramolekulare Verédn-
derungen bei der Blutgerinnung nach den angefiithrten
Rontgenuntersuchungen nicht wahrscheinlich sind, diirfte
Fibrin durch eine geordnete Aggregation der Fibrinogen-
Molekeln entstehen.

10. Tropomyosin'?)

Auch Tropomyesin ist ein «-Protein und wurde von
Bailey aus Muskeln mit Salzlgsungen in einer Ausbeute
von 0,59, extrahiert'®?). Das aus verdiinnter Salzlgsung
kristallisierte Tropomyosin enthilt 909, Wasser, hat
ein Molgewicht von 90000 und ist in der Ultrazentrifuge
homogen. Das Reibungsverhiltnis 0,6 proz. Losungen be-
tragt 3,1. Tropomyosin ist demnach sehr unsymmetrisch.
Nach seiner Aminosiure-Zusammensetzung (Tab. 6) kommt

Aminosauren in Gewichts-9, Tropomyosin Myosin
Cystin/2 ............... 0,76 1,4
Methionin ............. 2,8 3,4
Tyrosin ........covvun. 3,1 3,4
Tryptophan ............ — 0,8
Glykokoll ........... oy 0,4 1,9
Alanin .......... . ... 8,8 6,5
Valin ......... . 000 3,1 2,6
Leucine ............... 15,6 15,6
Phenylatanin ........... 4,6 4,3
Prolin ................ 1,3 1,9
Serin .......iiieinnanns 4,4 4,3
Threonin ........c.00.... 2,9 5,1
Histidin ............... 0,85 2,4
Arginin ... .. .. ... 7,8 7,4
Lysin ....... .. ....... 15,7 11,9
Glutaminsaure ,........ 32,9 22,1
Asparaginsaure ......... 9,1 8,9
Amidstickstoff ......... 0,89 o 1,2
Summe 113,7 104,0

Tabelle 6. Aminosaure-Zusammensetzung von Tropomyosin und
Myosin nach Bailey®?)

Bild 12
Tropomyosin-Kristalle aus Kaninchenmuskel (240:1) nach Bailey®®)
Das Originalphoto wurde uns freundl, von Prof, Bailey zur Ver-
fiigung gestellt

100y J. R, Kafz u, A. de Rooy, Naturwiss. 21, 559 [1933].

101) ﬁ.ﬁl?{léifsy], W, T. Astbury u. K, Rudall, Nature [London] 151,

102y J. T. Edsall, Vortrag 120. Meeting Amer. Chem. Soc. New
York 5. 9. 1951.

103y K. Bailey, J. Int. Soc. Leather Trade Chem. 32, 18 [1948].

1o4) [Kg BS]ailey, H. Guifreund u, A. G. Ogston, Biochemic. J. 43, 279
1948].
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diesem Protein Myosin-Charakter zu. Auch die Ldslich-
keitsverhdltnisse sprechen fiir ein Globulin. Tropomyosin
geht nach Entfernung von Mineralsalzen in 200-300 A
breite Mikrofibrillen tber. Nach Zusatz von Kalium-
chiorid zerfallen die Fibrillen in lgsliches Tropomyosin.
Beide Modifikationen, kristallines (Bild 12) sowie fibril-
ldres (Bild 13) Tropomyosin liefern «-Keratin-Rontgeno-
gramme®?). Bei der reversiblen Umwandlung Kristall-
Fibrille wird demnach wie beim Fibrinogen-Fibrin die
interne Anordnung der Peptidketten nicht geédndert.

Bild 13
Tropomyosin-Fibrillen aus waBriger Losung niedergeschlagen nach
Astbury, Reed u, Spark®®). Das Original der Aufnahme wurde freundl.
von Prof. Astbury zur Verfiigung gestellt. VergroB. 17000 fach

Tropomyosin ist das erste Mitglied der KMEF-Gruppe,
welches sowohl in Faser- als auch in kristalliner Form
erhalten wurde. Tropomyosin ist wahrscheinlich eine
Vorstufe des Myosins, Dafiir spricht auch die Tatsache,
daB Myosin in Harnstoff-Losung in Bruchstiicke von
dhnlichem Molgewicht wie Tropomyosin zerfillt.

11. Actin

Actin wurde erstmalig von Szent-Gydrgyi und seinen Mit-
arbeiternl0s. 106, 107) aus Muskeln durch Extraktion mit
Edsalischer Salzlgsung isoliert und besitzt ein Molgewicht
von 70000. Das aus getrocknetem Muskel isolierte Actin
ist niedrigviscos und geht nach Zugabe von 0,1 n Kalium-
chlorid-Lésung unter Zunahme der Viscositdt in kurzer
Zeit in fibrilldres Actin iiber'®), Das fibrilldre Actin (F-
Actin) zeigt im Elektronenmikroskop feinste Fadchen. In
diesem scheinen 300 A lange und 100 A breite ellipsoide
Teilchen vorzukommen, die aus 20 G-Actinmolekeln auf-
bebaut sind. '

Die Molekeln des niedrigviscosen Actins sind korpuskular
und aggregieren linear Ende an Ende zum fibrilliren F-
Actin0).

F-Actin wurde von Astbury'%: 110) rgntgenographisch
untersucht und gefunden, da im Gegensatz zu Myosin
kein a-Diagramm vorliegt, sondern dafl die Meridianreflexe
sowie die beiden diffusen Aquatorreflexe am besten durch
eine Art Federkeratinstruktur gedeutet werden k&nnen.

Da die Umwandlung G-F-Actin reversibel unter sehr
milden Bedingungen verliduft, wird allgemein die Korpus-
kulartheorie angewendetil?),

105y Banga u. A. Szent-Gydrgyi, Stud. Inst. Med. Chem. Univ,
Szeged 1, 5 [1941/42].

108y F. B. Straub, Stud. Inst. Med. Chem. Univ, Szeged 2, 3 [1942];
3, 23 [1943].

107y Szent-Gydrgyi: Chemistry of muscular contraction Academic
Press (1947). -

198) G. Rosza, A. Szenl-Gyérgyi u. R. W. G. Wyckoff,
Biophys. Acta 3, 561 [1949].

109y W. T. Astbury, S. V. Perry, R. Reed u. L. S. Spark, Biochim,
Biophys. Acta 1, 379 [1947].

10y W T, Astbury, Nature [London] 160, 388 [1947].

M1y M, A, Jakus u. C. E. Hall, J. biol. Chemistry 167, 705 [1947].

Biochim.
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12. Insulint'? 113)

Die Insulin-Molekel ist das chemisch am besten unter-
suchte Protein. Das Molgewicht betrdgt 12000. Eine Mo-
lekel enthélt nach Chibnall und Sanger**4) 106 Aminosaure-
Reste, welche in vier Ketten unterzubringen sind, die ihrer-
seits durch sechs Cystin-Briicken zusammengehalten wer-
den. Nach Oxydation der Cystin-Briicken mit Perameisen-
sdure erhdlt man zwei-Kettenteile mit einer Phenyl-alanyl-
Amino-Endgruppe und zwei Ketten mit einer Glycin-End-
gruppe. Die restlose Bestimmung der Reihenfolge der 30
Aminosduren der Phenylalanylkette durch Sanger und
Tuppy®) wurde eingangs besonders hervorgehoben.

Kristallisiertes Insulin hat mit 30 Vol%, den niedrigsten
Fliissigkeitsgehalt unter den globuldren Proteinen, Tro-
pomyosin mit 90 Vol9, den hdchsten. Die Fliissigkeit
dringt nicht in die Molekel ein'1%),

In neutraler Lgsung aggregieren vier Molekeln vom Mol-
gewicht 12000 zu einem Partikel mit dem Molgewicht
48000. Auch wurden Assoziate aus 6 —9 Teilchen beobach-
tet'16). In alkalischer oder saurer Losung desaggregieren
die Partikelchen wieder. Das kristallisierte Insulin besteht
laut rontgenographischer Analyse aus Partikelchen des
Molgewichtes 36000 (vgl. hierzul!?)). Nativem Insulin
wird o«-Proteinstruktur auf Grund ultrarotspektroskopi-
scher Untersuchungen zugeschrieben3?).

Bemerkenswerterweise entsteht aus ldslichem Insulin
nach lingerem Erhitzen in verdiinnten Sduren (py 2,0—
2,5) fibritldres Insulin. Die Mikrofibrillen sind 150 A
breit und 20000 A lang. Durch Einwirkung alkalischer Lo-
sungen kann biologisch aktives Insulin zuriickgewonnen
werdens8),

13. Seidenfibroin

Die Naturseide wird von der Seidenraupe, z. B. Bom-
byx mori als interzellulase Substanz ausgesponnen und be-
steht aus einem Doppelfaden (Fibroin), welcher durch
den sog. Seidenleim (Sericin) verkiebt und umhiillt ist,
Behandelt man unlgsliches Fibroin mit einer Ldsung von
Kupfer(11)-dthylendiamin, so erhilt man nach dem Neu-
tralisieren und Dialysieren ein wasserlgsliches Protein, sog.
Fibroinogen, ein globuldres Protein mit dem Molgewicht
30-33000, welches dem natiirlichen in der Raupendriise
vorhandenen Fibroinogen entsprechen soll und als rena-
turiertes Fibroin aufgefaBt wird''"*). Protein-Fillungsmittel
bilden aus dem globuldren Fibroinogen wieder unlosliches
fibrilldres Fibroin. Aber auch bereits beim Strecken der
urspriinglich wasserlgslichen Filme von renaturiertem
Fibroin werden wasserunlgsliche Proteine erhalten®?). Die-
ses Unloslichwerden wird als Denaturierung bei Ldsung
der Makrofaltung des globuldren Proteins aufgefaBt und
die Peptidketten-Theorie der Faserproteine angewendet
(vgl. Bild 4). Andere Autoren halten eine Aggregation des
Fibroinogens ohne Entfaltung fiir wahrscheinlicher.

Im Elektronenmikroskop wurden 4080 A feine Mikro-
fibrillen, 250500 A breite Fibrillen und grobere Fibrillen-
pakete gefunden!!®; 11%). Eine Querstreifung von 240 A
wurde andeutungsweise beobachtet, jedoch nicht gesichert.

Das Kleinperiodenrontgenogramm der Seide ist von all-
gemeiner Bedeutung fir die Proteinforschung, da der Me-
ridianreflex von 3,5 A mit der berechneten Linge eines
Aminosiure-Restes gut {ibereinstimmt. Auch ist der Ab-
stand benachbarter Ketten in Richtung der a-Achse

12y F. Sanger, Biochemic. J. 45, 563 [1949].

18) F.Sanger,Vortrag120.Meeting Amer.Chem.Soc.NewYork4.9.1951.
114) A. C. Chibnall, Proc. Roy. Soc. [London] B 131, 136 [1942].
us) p, Crowfoot u. D. P. Riley, Nature [London] 144, 1011 [1939].
18) O, Kratky, J. Polymer. Sci. 3, 195 [1948].

117y B, W. Low, Cold Harbor Symposia on quant. Biol. 14, 77 [1950].
wray B, Drucker u. S. E. Smith, Nature [London] 165, 196 [1950].
n8y" {. Zahn, Kolloid-Z. 112, 91 [1949].

119) R. Hegetschweiler, Makromol. Chem, 4, 156 [1949].
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(4,82 A) mit dem berechneten Abstand identisch, wenn
die Ketten in einem flachen Rost durch Wasserstoff-Briik-
ken zusammengehalten werden (vgl. Bild 2). Die Seide ist
demnach ein typisches 3-Proteiniz?),

Der getrocknete Driiseninhalt des Seidenwurmes Bombyx
mori liefert ein anderes Rontgenogramm als Seidenfibroin.
Die neue Modifikation wird von Kratky2t) Fibroin 1 ge-
nannt und geht beim Dehnen gequollener Priparate in das
normale Fibroin Il iiber. Fibroin 1 scheint rontgenogra-
phisch dem Actin zu gleichen.

Somit kann auch Seidenfibroin in mehreren rontgeno-
graphischen Modifikationen vorkommen,

Auf die Anwendung von polarisiertem Ultraviolettlicht
nach der Methode von Scheibe'??) auf feinbauliche Frage-
stellungen beim Fibroin durch Arbeiten der Kratkyschen
Schule sei-besonders hingewiesen123; 124),

14. Kollagen (vgl.125))

Die Kollagenfasern der Haut und des Bindegewebes be-
stehen aus einachsig stark doppelbrechenden, etwa 5000 A
breiten, im Lichtmikroskop erkennbaren Fibrillen!%?). F.
0. Schmitt und Mitarbeiteri2s, 129) sowie unabhingig von
diesen Wolpers'® 130) fanden elektronenmikroskopisch, daB
diese Fibrillen aus noch feineren, etwa 800 A breiten Fibril-
len aufgebaut-werden. In der Richtung der Fibrillen wurde
die deutlichste Querstreifung aller bisher untersuchten Fa-
serproteine gefunden. Die Periode, also die Hohe eines
hellen und ¢ines dunklen Teiles (H- bzw. D-Teil) betrdgt
im Mittel 640 A, vgl. Bild 14.

1/1000mm

i

diH e

Bild 14. Proteinfibrilleri (30000:1) nach H. RuskainB.v. Borriestst)

1) Zwei quergestreifte, nicht kontrahierte Mus'kelfibrillen
2) Eine kontrahierte quergestreifte Muskelfibrille
3) Querstreifung des Trichozystenschaftes 4) Fibrin
5) Glatte Muskulatur der Muschel Venus mercenaria
6) Ungedehnte Kollagenfibrille 7) Gedehnte Kollagenfibrille
120y R Brill, Z. physik. Chrem. B 53, 61 [1943].  !*1) O. Kratky,
E. Schauenstein u. A, Sekora, Nature [London] 165, 319 [1950].
122y G. Scheibe, Z. Elektrochem. angew. physik. Chem, 49, 372 (1943).
123) E, Schauenstein, J.O. Fixlu. O. Kratky, Mh. Chemie 80, 143[1949].
124) F. Biirgermeister u. E. Schauenstein, Mh, Chemie 89, 145 [1949].
125y J H. Bowes, Research 4, 155 [1951].
127) A, Kiintzel, Kolloid-Z. 96, 273 [1941].
128) J, Gross u. F. O. Schmitt, J. exp. Med. Biol. 88, 555 [1948].
129y F, O, Schmitt, C. E. Hall, M. A, Jakus, J. Cellular Comp. Phys.
20, 11 [1942]. 130) C, Wolpers, Klin. Wschr. 22, 624 [1943];
Virchows Arch. 312 292 [1944].

* 131y B, v, Borries: D. Ubermikroskopie, Einfithr., Untersuch. ihrer

Grenzen u. Abri ihrer Ergebnisse. Aulendorf, 1949,
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Der D-Teil besteht aus schmalen delta-Scheiben, die
sich durch Formfestigkeit, Affinitdit zu Schwermetallen,
geringeren Wassergehalt, groBere Dichte und Dicke vom
H-Teil unterscheiden. Nach Siurequellung werden die
delta-Scheiben zu einem einheitlichen D-Teil zusammen-
geschoben. Die Periode verkiirzt sich auf 709, und die
Fibrillen verbreitern sich sehr stark!3?). Diese Einteilung
in H- und D-Teil muBte spéter revidiert werden, als
man elektronenmikroskopisch fand, daB auf eine Lang-
periode von etwa 640 A fiinf- sieben Einzelbanden
(,,bands‘‘). entfallen, welche Phosphorwolframsdure und
andere Gerbstoffe bevorzugt aufnehmen und im Elek-
tronenmikroskop dunkel erscheinen. Zwischen den ,,bands*
erkennt man helle ,jinterbands“ (vgl. F. O. Schmitt
u. J. GroB, J. Amer. Leather Chem. Assoc. 43, 658 [1948]).
Die Banden werden von Bear und Mitarbeitern (vgl.137)) als
Bereiche geringerer Ordnung und erhghter Zugénglichkeit
fiir Chemikalien, die ,,interbands* als die geordneten Teile
der Fibrille (Ursprung des normalen RO&ntgenogramms)
aufgefalit.

Behandelt man Kollagen mit Citratpuffer'®) und trock-
net den sauren Auszug ein, so findet man im Elektronen-
mikroskop 50 A diinne F#den ohne Querstreifung. Nach
Zugabe von Salzen erscheinen Perioden von 200 bzw.
640 A. Vereinzelt wurden 20003000 A Jange Banden an-
getroffen, die aus 89 Streifen bestehen. Fiigt man zu dem
sauren Extrakt von Kollagen 109, eines bestimmten Muco-
proteins zu, so erhdlt man nur diese Superperiodenquer-
streifung. Bei Zugabe von nur 19, Mucoprotein in Bezug
auf Kollagen fallen Fibrillen an, welche teilweise die nor-
male Querstreifung, teilweise die Superperioden aufweisen.

Bei einem Verhéltnis zwischen Mucoprotein und Kollagen -

von 1:10000 findet man nur noch strukturlose feinste Fi-
den. Offensichtlich enthdlt Kollagen auBer dem Protein-
Anteil noch andere Komponenten, welche fiir das Zustande-
kommen der Querstreifung wesentlich sind34), (Uber die
Rolle des Chondroitinsulfates vgl.1342)). '

Man vermutet, daB die Zellen zunichst ein Prokolla-
gen!34P) aufbauen, welches sich unter dem EinfluB der in-
terzellularen Umgebung in Kollagen umwandelt. Zwischen
embryonalem Sehnenkollagen (Prdkollagen) und reifem
Kollagen wurden rontgenographische und ultraviolett-
spektroskopische Unterschiede gefunden?!?®),

Zur gleichen Zeit als die erstaunlich gut ausgeprigte und
nach den damaligen Theorien, insbesondere der Fransen-
mizelltheorie unerwartete Querstreifung gefunden wurde,
entdeckten Bear3%) sowie Kratky und Sekora™) im Ront-
genogramm verschiedener Kollagenfasern eine Lang-
periodeninterferenz in Faserrichtung bei 642 A und
mehrere hihere Ordnungen dieses Reflexes (vgl. Bild 15).

Kaesberg und Mitarbeiter finden an Rindersehnenkoliagen
einen sehr intensiven Langperiodenreflex von 675 A1362),
Nach Bear schwankt die Langperiode je nach der physikali-
schen und chemischen Vorbehandlung der Proben zwischen

132) C, Wolpers, Klin. Wschr, 28, 317 [1950]. .
188y J. H. Highberger, J. Grof u. F. O. Schmitt, J. Amer. Chem. Soc.
72, 3321 [1950]; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 37, 286 (1951).
184y F. 0. Schmitt, Vortrag 120. Meeting Amer, Chem. Soc. New
-York 6, 9, 1951,
184a) §, M. Partridge, Biochemic. J. 43, 387 [1948].
138b) S. E. Bresler, P. A, Finogenov u. S. Y. Frenkel, Chem. Abstr,
1950, 9493,
135) 0. Kratky, M. Ratzenhofer u. E. Schauenstein, Protoplasma 39,
684 [1950].
138) R, S. Bear, ]. Amer. Chem, Soc. 66, 1297 [1944]; vgl. ebenda
64, 727 [1942]. .
1“3)7131. [Il(gisslierg, H. N. Ritland u, W. W. Beeman, Physic. Rev. 74,
137y 0, E. A, ‘Bolduan u. R. S. Bear, J. Polymer Sci, 5, 159 ['1950];
vgl. auch R. S. Bear u. O. E. A, Bolduan, ]J. A%pl. Physics 22,
191 [1951]. R. S. Bear, O, E. A. Bolduan u. P, Salo, ]
Amer. Leather Chemist Ass. 46, 107, 124 [1951].
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680 und 550 A. Die Kurzperioden des Rontgenogramms blei-
ben hierbei auffallend konstant und stammen offensichtlich
nur von Teilen der die Langperiode aufbauenden Materie,
ndmlich den ,interbands*. Quer zur Fibrillenrichtung
wurden keine Langperioden festgestellt!?”). Daher wird
angenommen, daB die Kollagenfibrille aus langgestreckten,
12-17 A breiten Peptidketten in paralleler Packung
besteht.

==
3
—

P ——
———

Bild 15

Langperiodenréntgenogramm von Kidnguruhschwanzsehne nach zwei
Monate langer Quellung in Wasser. Unter Spannung getrocknet.
Kammer mit Lochblende. Nach Bears?)

Zur Deutung der Langperioden des Kollagens liegen fol-
gende Vorschldge vor1ss),

1) Durchlaufende gestreckte Ketten durchziehen die H- und D-
Teile. Die Unterschiede in der Durchstrahlbarkeit fiir Elek-
tronen beruhen auf einer Anreicherung schwerer Aminosiuren
im D-Teilt?®).

2) Es liegen Ketten vor, welche in linglichen Schlaufen stark ge-
faltet sind und deren Packungsdichte im D-Teil erhoht ist140),

3) Die Fibrillen bestehen nicht aus Kettenmolekeln, sondern aus
periodisch in Serie verkniipften Blockmolekeln.

Bear hat auf der Grundlage neuester Befunde ein
neues Modell aufgestellt#?), Auf eine Translations-
periode von 640—670 A erstreckt sich eine 12-17 A
breite Polypeptidkette aus 670 —735 Aminosduren (Molge-
wicht 62-70000). Die sperrigen z. B. basischen und
sauren Aminosduren verhindern eine kristalline Anord-
nung in den Banden. In den ,interbands‘ besteht die
Kette in der Hauptsache aus leichten Aminosiuren,
so daB sich hier ein dichteres, kristallines Gefiige bil-
den kann. Die durchlaufenden Ketten sind nicht ge-
streckt, sondern spiralférmig gewunden und gehen bei
volligem Aufdrehen der Spiralkette in eine 2400-2600 A
lange Anordnung tber. Auf diese Weise kann man die
elektronenmikroskopische Superperiode bestimmter Kol-
lagenprdparate deuten, Die Quellung der Fibrille und Zu-
nahme der Periode wird auf eine Aufweitung der Spiral-
kettein den Banden zuriickgeftihrt. Die Verkiirzung der
Fibrille bei Saurequellung beruht auf elektrischen Krif-
ten.

198) F. O. Schmitt, Adv. Protein Chemistry 1, 25 [1944].
139) H, Ruska u. H. Zahn, Uber den periodischen Bau des Koltagens
u. and. Faserproteine, unversffentl. Manuskript 11, 6, 1948,

140y M, L. Huggins, Vortr. 120. Meeting Amer. Chem. Soc. New
York 4. 9. 1951,

Wy H, Zahn, Kolloid-Z. 111, 96 {1948].
142) R. S. Bear, 120. Tag. Amer. Chem, Soc. New York 5. 9. 1951,
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Unter den Kurzperioden des Koliagenréntgenogramms
wurde frither dem Meridianreflex bei 2,88 A besondere Auf-
merksamkeit gewidmet4, 111) (vgl. Bild 16).

[A=is] -
Bild 16
Faserréntgenogramm von Kollagen nach Bear'37)

Auf dem Aquator findet man einen starken Reflex, dessen
zugehdriger Netzebenenabstand je nach dem Wassergehait
des Priparates zwischen 10,7 und 17,4 A schwankt1s),
Nach Astbury ist jeder dritte Rest Prolin oder Oxyprolin,
und 2,88 A wird als die Hohe eines Aminosiure-Restes
entlang der Peptidkette aufgefaBt, so daB eine schwache
Faltung der Kette resultieren muB. Auf derselben Grund-
annahme der molekularen Deutung des 2,88 A Reflexes
beruhen die Modelle von Huggins®), Zahn'4t) und Ambrose
und Elliott4?).

Villig anders geht Bear vor, Schon Herzog und jancke!*s)
haben aus den Schichtlinien des Kollagenréntgenogram-
mes eine Translationsperiode von 20 A berechnet. Es
wurden nun weitere Schichtlinien gefunden und diese Aus-
wertung bestatigt. Auf 20 A werden sieben mal drei Amino-
siure-Reste untergebracht. Da jeder dritte Rest aus Gly-
cin besteht, muB die siebte Ordnung von 20 A mit 2,88 als
starker Reflex auf dem Rontgenogramm erscheinen. Die
Translationsperiode eines einzelnen Aminosiure-Restes be-
tragt demnach nicht wie frither angenommen 2,88 sondern
0,95 A. Somit ist Kollagen noch stirker verkiirzt als o-
Keratin. Die Kollagenkette bildet eine Spirale, welche
maximal auf die vierfache Linge gestreckt werden kann.
Wie bereits erwédhnt 148t sich so die Dehnung der Kollagen-
fibrille und das Auftreten der Superperiode von 2400 A
deuten. Uber die Abmessungen des oben ebenfalls erwahn-
ten Prokollagens machen Bresler und Mitarbeiterlsb)
folgende Angaben: Linge und Breite der Molekel 380 und
17 A. Molgewicht 70000, Zahl der Aminosiure-Reste 600.
Linge des vollausgedehnten Prokollagens 2400 A. Auf den
Handbuchaufsatz von R. S. Bear iiber Kollagen, der
im néchsten Band von ,,Advances of Protein Chemistry*
erscheinen wird, sei besonders hingewiesen.

43y . G. L. Clark u. J. A. Schaad, Radiology 27, 339 [1936].
144) O, Gerngrofi u. J. R. Kaiz, Kolloid-Z. 39, 181 [1926].

48y W. T. Astbury, J. Int. Soc. Leather Trade Chem. 24, 69 [1940];
Nature [London] 145, 421 [1940].

110y [11% O. Herzog u. W. Jancke, Ber. dtsch. chem. Ges. 53, 2162
20].
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15. SchluBfolgerungen

Die Nomenklatur der Proteine erscheint nach dem
beschriebenen experimentellen Material korrektionsbe-
diirftig. Wenn man z. B. in globulidre und fibrillidre
Proteine einteilt, wird man einigen Proteinen nicht ge-
recht, welche wie Insulin oder Actin je nach den Reaktions-
bedingungen in einer globuldren oder fibrilliren Form vor-
tiegen.

Die Einteilung der fibrilliren Proteine in die KMEF-
Klasse und die Kollagen-Gruppe auf Grund des elastischen
Verhaltens und der reversiblen a~B-Umwandlung ist eben-
falls tiberhoit14?). Kollagen kann bis auf die drei- bis vier-
fache Linge gedehnt werden und diirfte in diesem Zustand
eine B-Struktur besitzen. Das native Kollagen ist offenbar
noch stdrker gefaltet als die «-Proteine. Da die sog. glo-
buldren kristallinen Proteine in ihrer Gestalt meist von der
Kugelform erheblich abweichen, ist ein neuer Ausdruck
erwiinscht.

Der Ausdruck fibrilldres Fibroin ist berechtigt.. Hatte
an frither den Unterschied zwischen einem globuliren
und einem fibrilldren Protein in der Gestalt der einzelnen
Peptidketten. gesehen (gefaltet bzw. gestreckt), so weiB
man heute, daB in einigen fibrilliren Proteinen (Fibrin,
a-Keratin) die einzelnen Ketten ebenso stark gefaltet sind
wie in einem globuldren Protein. Andererseits scheinen
die globuldren Proteine in kieinsten Bereichen eine #hn-
liche Kettenstruktur zu besitzen wie fibrilldre Proteine.
Der Unterschied wird daher auf die Art, in welcher die
sehr dhnlichen Molekeln aggregieren, zuriickgefithrt. In
den globuldren Proteinen bilden die gefalteten Ketten ein-
zelne Schichten einer Molekel. Diese Schichten oder ein-
fache Schichtaggregate (,,Molekeln‘‘) bilden die Bausteine
eines dreidimensionalen Gitters (Molekelgitter). In den
fibrilldren Proteinen F-Actin oder F-Insulin sind derartige
Molekeln linear aggregiert und bauen eine Mikrofibrille auf.
Vielfach findet auch eine mehr oder weniger geregelte seit-
liche Aggregation statt. Hier sind die einzelnen Bausteine,
im Gegensatz zum Molekelgitter, nicht mehr individuell.
Der Aufbau aus Molekeln ist durch den Nachweis von
Langperiodenreflexen im Rontgenogramm oder Dichte-
unterschieden im elektronenmikroskopischen Bild (Quer-
streifung) zu erkennen.

Vielfach ist die Bindung zwischen den Einheiten,
z. B. in Faserrichtung, sehr stark und wird wohl durch
Hauptvalenzen (Cystin-Briicken bei Keratin), oder durch
den Einbau einer zweiten Komponenten (Kohlehydrate)
besorgt. '

Ob man sich die Bildung eines Faserproteins im Sinne
der Peptidkettentheorie oder der Korpuskulartheorie vor-
stellt, diirfte keinen allzu groBen Unterschied ausmachen.
Bei der Peptidketten-Theorie sind die Einheiten Ketten-
molekeln. Seitliche Perioden fehlen (Kollagen). Die aus-
gepragte Langperiodenstruktur beweist jedoch eine sehr
regelmiBige Aggregation der Ketten, die keine Fransen-
mizellen bilden. Beriicksichtigt man ferner, daf die Kolla-
genkette die Form einer Spirale besitzt, wobei ein Amino-
saure-Rest nur 1 A lang ist, so findet man, daB die Amino-
sduren-Konzentration entlang der Spiralkette des Kolla-
gens dieselbe ist wie die eines Biindels aus 3—4 gestreck-
ten Peptidketten. Daher unterscheidet sich eine solche
Spiralkette nicht mehr wesentlich von einer sog. korpus-
kularen Einheit. Unter einer solchen kann man sich z. B.
eine einzelne Schicht des Hamoglobin-Zylinders vorstellen.
Die Aggregation von 9 rechteckig deformierten Schichten_
zu einer gréBeren Einheit der Ldnge 200 A und der Breite
90 A wurde in Bild 5 veranschaulicht.
147y K. H. Meyer, Nature [London] 164, 33 [1949].
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Dieses Schema soll die Langperiodenreflexe des a-
Keratins deuten. Das Langperiodengitter ist eine Funk-
tion von Hohe und Breite der Untereinheiten und ihrer
Anordnung in der Mikrofibrille (Langperiodengitter als un-
vollkommenes Molekelgitter). Das Kleinperiodenront-
genogramm beruht auf der Beugung der Rontgenstrahlen
an den Ketten im Innern der Einheit. Diese Ketten liegen
parallel zur Fibrillenachse und verursachen entsprechend
ihrer spezifischen Kurzfaltung Reflexe auf dem Meridian
des Rontgenogramms. Die Abstdnde der Ketten werden
aus der Geometrie der Aquatorrontgenreflexe abgeleitet.

Bei der Denaturierung werden Wasserstoff-Briicken
gelost (vgl.e®)). Es handelt sich um intrachenare Briicken,
welche die Mikrofaltung in den Ketten stabilisieren. Es
bilden sich neue Wasserstoff-Briicken zwischen den Ketten
in der B-Form. Wahrend dieser Vorgidnge wird die Ge-
stalt der globuldren Protein-Molekel bzw. der sie auf-
bauenden Schichten deformiert. Der Ubergang von «- in
p-Protein verursacht eine Verldngerung der Schicht. Die
Aggregation der deformierten Protein-Schichten ist un-
regelmaBig oder teilweise geordnet moéglich und wird als
sekundare Stufe der Denaturierung angeseheni4s),

Zur Haftpunkttheorie'??) ist zu bemerken, daB man
bisher keine direkten Beweise fiir das Vorliegen isolierter
und gestreckter Ketten in der Zelle gefunden hat. Es ist
wahrscheinlicher, daB die strukturierten Zellproteine aus

W8y H. Zahn, Vortrag Eiweitagung Deidesheim, Sept. 1950.
19y A Frey-Wyssling, Proc. 6. Int. Bot. Kongr. Amsterdam 2,
294 [1935]; vgl. Protoplasma 2§, 261 [1936].

feinsten Mikrofibrillen bestehen und daB die Haftung nicht
zwischen einzelnen Peptidketten, sondern zwischen fein-
sten Mikrofibrillen oder etwa 20 A breiten Spiralketten er-
folgt.

Im Sinne der Fransenmizelltheorie hdtte man elektronen-
mikroskopisch in den Faserproteinen unregelméBig ver-
teilte dichtere Stellen finden miissen. Tatsdchlich sind
aber die feinsten sichtbaren Einheiten bemerkenswert kon-
stant in ihrer Breite und hiufig quergestreift. Dies zeigt,
daf die Peptidketten nicht auf dichtere und lockere Be-
reiche unregelméBig verteilt sind und die kristallinen, dich-
ten Bereiche (Mizellen) durchziehen oder in ihnen enden.
Man nimmt heute eine regelméBige Parallellage von
Ketten oder Kettenrosten an, wobei die Enden der
Ketten in derselben Ebene liegen. Die Fransenmizell-
theorie kann jedoch weiter angewendet werden, wenn man
sich als Fransen an Stelle einzelner und gestreckter Ketten
Mikrofibrillen oder stark gefaltete Ketten vorstellt. Viele
elektronenmikroskopische Bilder' zeigen das Ausfransen
von Fibrillen in feinste Fidchen, welche breiter als 10 A
und daher breiter als isolierte gestreckte Ketten sind. Auch
zeigen diese ,,Fransen®, z. B. bei Kollagen, weiterhin die
Querstreifung.

Der Referent dankt auch an dieser Stelle fiir die Uber-
lassung von Sonderdrucken und Bildvorlagen.

Eingeg. am 15. Januar 1952 [A 417]

Ultraschallbildwandlung mittels thermisch bewirkten

Farbumschlags
Von Dr. HANS HEINRICH RUST, Hamburg
Aus dem Institut fiir Angewandte Physik der Universitit Hamburg

Es wird fiir Ultraschall-Durchleuchtungszwecke (zerstérungsfreie Werkstoffpriifung) eine neue Me-

thode der Ultraschali-Bildwandlung vorgeschlagen. Die Ultraschall-Absorptionswirme im Feldmedium

wird zur Bildwandlung ausgenutzt, indem Farbinderungen von Thermochromen hervorgerufen wer-

den. Besonders geeignet ist Silbertetrajodomerkurat. Es wird zur Herstellung eines Bildwandlers in

diinner Schicht auf Acetylcellulose-Folie gebracht, wodurch sich ein dem photographischen Film ana-
loges Ultraschall-,,Belichtungsmaterial* hoher Empfindlichkeit ergibt.

Mit Hilfe eines von Rust, Haul"und Studt') angegebenen
Verfahrens ist es mdoglich, auf Grund chemischer Wir-
kungen des Ultraschalls eine Bildwandlung herbeizufiihren.
Es werden hierbei Ultraschall-Intensitédtsunterschiede da-
durch in optische umgesetzt, daB Jod-Ausscheidung
und Anlagerung des Jods an Stdrkemolekeln die Blau-
farbung einer Jodkaliumstdrke-Losung hervorrufen, Bei
Beschallung flachiger Jodkaliumstidrke-Losung enthal-
tender Behélter als Bildwandler tritt aber sehr bald durch
Diffusion und durch Stromungseffekte eine Vermischung
der mehr oder minder stark eingefirbten Substanz und
damit eine Verwischung der Bildkonturen ein. Deshalb
haben Rust, Haul und Studt kleine, nebeneinander ange-
ordnete und voneinander unabhéngige Flussigkeitssdulen
zu einem Bildpunktraster zusammengestellt. Damit ist
eine Vermischung unterschiedlich gefirbter Volumenele-
mente nur noch innerhalb einer Fliissigkeitssdule des Kam-
mersystems moglich. Die unterschiedlichen Extinktionen
der einzelnen Fliissigkeitssdulen ergeben, sowohl im auf-

') Naturwiss. 36, 374 [1949]; diese Ztschr, 62, 186 [1950].
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fallenden wie im durchtretenden Licht, ein kontrastreiches
Bild der Ultraschall-Intensitatsverteilung, die am Bild-
wandler herrscht.

An Stelle der chemischen Wirkung des Ultraschalls kann
auch die thermische ausgenutzt werden, wenn man als
Indikatoren fiir die Bildwandlung Stoffe verwendet, deren
Farben Temperaturabhédngigkeit zeigen. Derartige Sub-
stanzen sind seit langem bekannt?) und werden Ther-
mochrome oder Thermocolore genannt. Es sind sowohl
reversible wie auch irreversible Thermochrome gefunden
worden; beide haben Vor- und Nachteile bei der Ultra-
schall-Bildwandlung. Die reversiblen sind mehrfach zu ver-
wenden, ergeben jedoch nicht haltbare Bilder; die irrever-
siblen sind dagegen nur einmal zu benutzen, dafiir aber ldn-
gere Zeit haltbar. Fiir Zwecke der Bildwandlung kdnnen
feste, pastenformige oder fliissige (geloste oder dispergierte)
Thermochrome verwendet werden, letztere z. B. unter Be-
nutzung des vorbeschriebenen Bildwandlers. Wie gezeigt
wird, ist jedoch hierfiir ein viel einfacherer Weg maglich.

2) E. Meusel, Ber, dtsch. chem. Ges. 3, 313 [1870].
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