Schema 8 beschreibt den mit Hilfe der Blitzlichtmetho-
den bisher ermittelten Elektronentransport bei derPhoto-
synthese. Es erklirt den Emerson-Effekt (Abschnitt 1,7)
und eine Vielzahl von bisher unverstandenen Phédnome-
nen; es steht in Einklang mit neueren Ergebnissen, die
mit anderen Methoden ermittelt wurden [1-4]. Es 148t
aber auch neue Probleme sichtbar werden (Abschnitt

X1I,3). Durch weitere Messungen wird man das Schema
ergdnzen und verfeinern miissen. Von besonderem In-
teresse sind Einzelheiten iiber den Mechanismus der
Wasserspaltung im1 Reaktionscyclus II, {iber den Mecha-
nismus der Phosphorylierung und tiber die Struktur des
beschriebenen Elektronentransportsystems.

Eingegangen am 21. April 1965 [A 466]

Neue Untersuchungen mit Hilfe des optischen Circulardichroismus

VON PROF. DR. L. VELLUZ UND DR. M. LEGRAND [*]
CENTRE DE RECHERCHES ROUSSEL-UCLAF, PARIS (FRANKREICH)

Ein erstmals 1961 beschriebenes Gerdt, mit dem sich der Circulardichroismus bis herab zu
220 my. messen lief, ist verbessert worden und gestattet jetzt Messungen bis herab zu 185 my..
Untersuchungen an Dienen, konjugierten Ketonen und Verbindungen mit aromatischem
Ring werden an Hand einiger Beispiele beschrieben Besonders eingehend wurden Proteine
analysiert mit folgenden Ergebnissen: 1. Polypeptide mit Helixstruktur zeigen im fernen
Ultraviolett einen komplexen Circulardichroismus mit drei Komponenten bei 192, 204 und
225 my, die fiir eine helixartige Anordnung der Peptidgruppen charakteristisch sind. —
2. Menschliches Serumalbumin zeigt einen dhnlichen Circulardichroismus wie die helix-
artig gebauten Polypeptide, woraus sich schliefen lift, daf es zu 60 %, Helixstruktur hat. —
3. Messungen des Circulardichroismus zeigen, daf} die Protein-Denaturierung mit Harnstoff
reversibel ist. — 4. 2-Chlordthanol erhoht den Helixgehalt von menschlichem Serumalbumin
und von Clupein, hat aber auf die Struktur von Poly-L-glutaminsdure nur einen geringen
EinfluB. —~ 5. Die Offnung von Disulfidbriicken im menschlichen Serumalbumin erleichtert
den Angriff von Denaturierungsmiiteln (z. B. Harnstoff). — 6. Oberflichenaktive Stoffe
unterstiitzen die Aufrechterhaltung der Struktur des menschlichen Serumalbumins nach

der Offnung von Disulfidbriicken.

Einleitung

Seit das erste Geriit zur Messung des optischen Circu-
lardichroismus im ultravioletten und sichtbaren Spektral-
bereich in unserem Laboratorium [1] entwickelt wurde,
hat die Methode vielfache Anwendung zur Analyse op-
tisch aktiver Strukturen gefunden. Die Zahl der Arbeiten,
die seit unserer ersten Veroffentlichung [2] erschienen
sind, zeigt, wie niitzlich diese Methode zur Aufkldrung
rdumlicher Strukturen ist und wie leicht sie sich an-
wenden 1481,

Aus frither genannten Griinden [2] sind bisher vor allem
mono-, bi- oder polycyclische Strukturen, d.h. Terpene
und Steroide, untersucht worden, die eine Carbonyl-
gruppe als Chromophor enthalten. Hier konnte in zahl-
reichen Fillen aus dem Circulardichroismus die abso-
lute Konfiguration abgeleitet werden [3], und kiirzlich
gelang es auch, Konformationen aufzuklidren, vor

[*] In Zusammenarbeit mit R. Viennet und M. Mansart.

[1] M. Grosjean u. M. Legrand, C. R. hebd. Séances Acad. Sci.
251, 2150 (1960).

[2] L. Velluz u. M. Legrand, Angew. Chem. 73, 603 (1961).

[3] R. Bucourt u. M. Legrand, C. R. hebd. Séances Acad. Sci.
258, 3491 (1564).
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allem durch Untersuchungen bei niedrigen Tempera-
turen [4]. Einzelheiten dariiber finden sich in einer kiirz-
lich erschienenen Monographie [5].

Dagegen blieben andere Funktionen als die Carbonyl-
gruppe bisher auBerhalb des Anwendungsbereiches der
Methode, weil sie entweder zu kriftig oder bei zu kurzer
Wellenlinge absorbieren. Einfache Molekiile lieBen sich
mit Hilfe indirekter Verfahren untersuchen; beispiels-
weise kann man einer funktionellen Gruppe einen Chro-
mophor anfiigen, dessen durch die asymmetrische Um-
gebung induzierter Dichroismus meBbar ist. So wurde
etwa die OH-Gruppe durch die Gruppierung —ONO
ersetzt oder die Aminogruppe durch —-N=CH-CsH4OH
[5]. Dadurch ist der Anwendungsbereich der Methode
betrdachtlich erweitert worden. Bei komplizierteren
Molekiilen, wie Polypeptiden und Proteinen, 148t sich
eine Beziehung zwischen Konformation und optischer

{4] G. Snatzke, D. Becher u. J. R. Bull, Tetrahedron 20, 2443
(1964).
{51 L.Velluz, M. Legrand u. M. Grosjean: Optical Circular

Dichroism. Verlag Chemie, Weinheim/Bergstr. u. Academic Press,
New York-London 1965.
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Aktivitit dagegen nur aus einer dirckten Messung des
Circulardichroismus ableiten.

Der vorliegende Beitrag beschiftigt sich mit diesen
Fragen und berichtet iiber Untersuchungen an Verbin-
dungen, die im mittleren UV-Bereich stark absorbieren,
und an einigen Polypeptiden und Proteinen.

1. Apparative Entwicklungen

Fiir die meisten bisher publizierten Untersuchungen tiber den
Circulardichroismus wurden Gerite verwendet, die dem von
Grosjean und Legrand 1959 in unserem Laboratorium [1] ge-
banten Apparat glichen. Hinsichtlich der MeBgenauigkeit
und -schnelligkeit ist dieser Geritetyp auBlerordentlich vor-
teilhaft. Er hat jedoch seine Grenzen.

Vor allem fithrt die beschrinkte Intensitit des Lichtstrahls
im nutzbaren Wellenlingenbereich nur zu einem méiBigen
Verhiltnis von Signal zu Gerdusch, wodurch genaue Mes-
sungen unmdéglich werden, wenn das Anisotropieverhiltnis
Ag/e fur eine Verbindung kleiner als 51074 ist. Fur die
Messung des Dichroismus erlaubter Uberginge bei symme-
trischen Chromophoren, deren optische Aktivitit durch die
Umgebung induziert ist, hat das Gerit also nur begrenzten
Wert. Der Absorptionskoeffizient ist in diesem Fall mehr als
hundertmal gréBer als derjenige eines verbotenen Ubergangs,
etwa des n - m*-Ubergangs der Carbonylgruppe. Die L&-
sungen miissen daher sehr verdiinnt sein, damit eine aus-
reichende Lichtmenge die Photozelle erreicht. Da die Ae-
Werte fiir diese Ubergiinge meist nur in der GréBenordnung
einiger weniger Einheiten liegen, ist das dichroitische Signal
am Ausgang der Photozelle sehr schwach und im Untergrund
nur schwierig zu entdecken.

Auflerdem begrenzt die Quarz-Optik die nutzbare Wellen-
linge. Die kiirzeste Wellenlinge, bei der man noch messen
kann, betrigt 2100 A. Unterhalb dieses Punktes nimmt die
Durchlissigkeit der optischen Teile des Gerites steil ab.

e '

A476.1

Abb. 1. Schema des neuen Dichrographen.
S: Lichtquelle.

L;—L4: Linsen.

f;—f3:  Spalte.

M -My: Spiegel.

Py, P>: Prismen.

Cr: Polarisationsmodulator (Ammoniumdihydrogenphosphat).

Cv: Kiivette.

PM: Verstarker.

HT: Spannungsquelle fiir die Dynode.

MT: Servomotor fur die Dynodenspannung.

MF: Servomotor fir die Verinderung des Spaltes fs.

SM: Servomechanismus fiir den Spalt f3 oder (¢) fir die
Dynodenspannung.

Ay, As: Verstidrker.
Det: Detektor.

E: Registrierung.

Yo Gleichspannung.

VAe: Wechselspannung.

VD Gleichgerichtete Spannung.
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Um den Anwendungsbereich des Dichrographen zu erwei-
tern, muflte also die Optik verdndert werden. Versuche von
Grosjean und Tari [6] haben zu einem Geridt gefiihrt, das in
Abbildung [ skizziert ist. Es enthilt einen additiv arbeitenden
doppelten Monochromator, der das Licht gleichzeitig bricht
und polarisiert. Ein von der Lichtquelle S (Deuterium-Lampe)
kommender Lichtstrahl wird auf den Eingangsspalt f; fokus-
siert und am Prisma P; zum erstenmal gebrochen. Dieses
Prisma besteht aus kristallinem Quarz und ist so geschnitten,
daB seine optische Achse auf der mit einem Aluminiumspie-
gel iiberzogenen Flache senkrecht steht, so daBl eine Doppel-
brechung ausgeschlossen ist. Ein nicht-polarisierter mono-
chromatischer Lichtstrahl erreicht also durch den Spalt f;
das zweite Prisma P3, dessen optische Achse zu der des ersten
Prismas senkrecht steht. Der Lichtstrahl wird am zweiten
Prisma ein zweites Mal gebrochen und gleichzeitig polari-
siert. Da die beiden senkrecht zueinander polarisierten Licht-
strahlen, die dieses Prisma verlassen, einen Winkel miteinan-
der bilden, kann man mit Hilfe des Spiegels My und des
Spaltes f3 einen Strahl aussondern.

Die spektrale Reinheit des monochromatischen Lichtstrahls
ist groBer als im fritheren Gerit. Das ist besonders fiir Mes-
sungen im Bereich kurzer Wellenlingen von Wichtigkeit,
weil sich dort ,,parasitdres‘ Licht besonders storend bemerk-
bar macht. AuBlerdem sind im neuen Gerit die Funktionen
des Monochromators und des Polarisators zusammengefalit,
und das ermdoglicht die Verwendung zusitzlicher optischer
Teile ohne Lichtverlust. SchlieBlich sind die Prismen aus
Einkristallen von synthetischem Quarz geschnitten worden,
und dieses Material ist unterhalb von 2100 A stirker licht-
durchldssig. Diese Verbesserungen haben dazu gefithrt, daf
die Lichtmenge oberhalb 2000 A im neuen Gerit groBer ist,
und daB die MeBgrenze erst bei 1850 A liegt.

Im tbrigen unterscheidet sich das neue Gerit nur wenig vom
alten: Infolge einer kleinen Anderung im Potentiometer be-
notigt man jetzt nur noch zwei Verstirker. AuBerdem kann
das neue Gerit entweder mit variabler Spaltbreite arbeiten
(wie bisher) oder bei festgelegter Spaltbreite mit variabler
Dynoden-Spannung.

Die genannten Anderungen haben die Empfindlichkeit des
Gerites von 1,5 1074 auf 1075 Einheiten der optischen Dichte
pro mm Schreibstreifen erhoht. Die nutzbare Wellenlinge
reicht jetzt bis herab zu 185 mu. Unterhalb 200 my 148t sich
optische Aktivitit noch erkennen, wenn Agf/e = 2<10™5 be-
tragt. Im nahen Ultraviolett betrigt dieser Grenzwert etwa
1075, da hier die Leistung der Strahlungsquellen sehr viel
hoher ist.

Mit dem neuen Gerit kann man stark absorbierende Chro-
mophore, wie Diene, Triene, konjugierte Ketone (x — m*-
Ubergang), aromatische Ringe usw., untersuchen. Sein
wichtigster Vorteil ist aber die Maoglichkeit, Circulardi-
chroismus noch unterhalb 220 my zu messen, wodurch
die so wichtigen Stoffklassen der Polypeptide, Proteine
und Nucleinsduren diesem Analysenverfahren zuginglich
werden.

Im Bereich kurzer Wellenlingen verwendet man Quarzkii-
vetten, deren Dicke oberhalb 210 my 1/10 mm und unterhalb
dieser Wellenlinge 1/1p0 mm betriagt. So geringe Schicht-
dicken reduzieren den durch das Lésungsmittel verursachten
Absorptionseffekt, der besonders bei kurzen Wellenlingen
oft eine grofle Rolle spielt. Es empfiehlt sich aber, darauf zu
achten, daBl die isotrope UV-Absorption einer zu untersu-
chenden Losung 1,5 Einheiten der optischen Dichte (Basis10)
nicht iiberschreitet.

Um die Reproduzierbarkeit zu priifen, haben wir sechs Mes-
sungen mit einer Losung von Poly-L-glutaminsidure vorge-
nommen und eine relative Standardabweichung ovon + 5%
zwischen 185 und 210 my gefunden. Bei groBeren Wellen-
lingen betrug die Abweichung = 2,5 %;.

[6] M. Grosjean u. M.Tari, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 258,
2034 (1964).
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II. Circulardichroismus von Chromophoren, die im
nahen Ultraviolett stark absorbieren

a) Dien-Steroide

Abbildung 2 zeigt das Dichrogramm und die Kurve der
isotropen Absorption zweier Dien-Steroide, des Ergo-
sterins und des Lumisterins. Man erkennt die Ahnlich-
keit zwischen den Kurven fiir die UV-Absorption und
den Circulardichroismus, was der Theorie von Moffiit

Abb. 2. Circulardichroismus und UV-Absorption von Ergosterin (7)
und Lumisterin (2) in Athanol.
{——) Circulardichroismus des Ergosterins.

(—s—s—) UV-Absorption des Ergosterins.
(— — —) Circulardichroismus des Lumisterins.
G.... ) UV-Absorption des Lumisterins.

und Moscowitz [7] entspricht, da der Ubergang beziig-
lich des elektrischen Dipols hier erlaubt ist. Der anti-
podenhafte Verlauf der beiden Kurven fiir den Dichrois-
mus ist damit zu erkldren, daB} in den untersuchten Ver-
bindungen eine Umkehrung der Konformation an den
C-Atomen 9 und 10 auch zu einer Umkehrung der Kon-
formation fiihrt.

Die hohe Amplitude des Dichroismus ist durch den
Winkel bedingt, den die Bindungen zwischen den C-
Atomen 5, 6, 7 und 8 miteinander bilden. Nach Mosco-
witz et al. [8]ist dieser Winkel im Ergosterin (1) negativ,
im Luminsterin (2) dagegen positiv [8a].

Coln CoHyy

(-} (+)
(1) (2)

b) Konjugierte Ketone

Konjugierte Ketone sind im Gebiet der n — w*-Absorp-
tion sehr eingehend untersucht worden [5,9]. Dagegen
hat die hohe Absorption dieser Verbindungen im Bereich
um 240 my. bisher die Messung der optischen Aktivitat

[71 W. Moffitt u. A. Moscowitz, J. chem. Physics 30, 648 (1959).

[8] A. Moscowitz, E. Charney, U. Weiss u. H. Ziffer, J. Amer.
chem. Soc. 83, 4661 (1961).

[8a] Die Vorzeichen der Diederwinkel entsprechen der Regel von
R. Bucourt, Bull. Soc. chim. France 1964, 2080.

[9]1 G. Snatzke, Tetrahedron 21, 413, 421, 439 (1965).
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Abb. 3. Circulardichroismus einiger A4-3-Ketosteroide, in Athanol.
A Testosteron (3) (mit dem alten Dichrograph gemessen).
(——) Testosteron (mit dem neuen Dichrograph gemessen).
(..... } 19-nor-Testosteron {4).
{— — —) 10x-Testosteron-acetat (5).

des T->r*-Ubergangs verhindert. Abbildung 3 zeigt den
Circulardichroismus der drei A4%-3-Ketosteroide
Testosteron (3), 19-nor-Testosteron (4) und 10o-
Testosteron-acetat (5) [9a] in beiden Spektralbereichen.
Es war bereits bekannt, dafl die drei Verbindungen in
der Gegend um 330 my. einen sehr dhnlichen Circular-
dichroismus haben. Bei kiirzeren Wellenldngen ist die
Situation vollkommen anders. Man findet hier zwei
Banden, deren relative Amplituden mit der Struktur der
Verbindungen variieren. So fiihrt etwa das Fehlen der
Methylgruppe an C-10 im 19-nor-Testosteron (4) zu
einer deutlichen Verminderung der Bande bei 220 my,

OH OH

(3) (4)

OAc

(3)

wihrend die Bande 235 mpu. unverandert bleibt. Dagegen
fehlt im Dichrogramm des 10x-Testosterons (5) die
Bande bei 235 my. Besonders bemerkenswert ist die Um-
kehrung des Vorzeichens der Bande bei 220 my. bei der
Epimerisierung an C-10, die auf die optische Aktivitét
im nahen Ultraviolett keinen EinfluB hat. Dieses Phi-
nomen gestattet also den Nachweis einer Epimerie an
C-10, es macht aber eine von uns frither aufgestellte
Hypothese ungiiltig, nach der die Banden bei 240 und
330 my stets entgegengesetztes Vorzeichen haben sollten.

[9a] Wir danken Dr. R. Wenger, Ziirich, fiir eine Probe von 100~
Testosteron.

Angew. Chem. | 77. Jahrg. 1965 | Nr. 19



¢) Aromatische Ringe

Abbildung 4 zeigt den Circulardichroismus des Ostra-
diols (6) und des 9-Iso6stradiols (7). Man erkennt, daB
die Absorption des phenolischen Bestandteils dieser
Verbindungen empfindlich auf die Asymmetrie der Um-

" ! PR ud-— ]
20V N 250 Mmy] 300
f r
\
\ !
-3t v -0.5(

v

Abb. 4. Circulardichroismus von (--—-- ) Ostradiol (6) und (- - -) 9-Iso-
ostradiol /7) in Athanol.

gebung reagiert. Insbesondere dndert sich mit einer In-
version an C-9 das Vorzeichen der beiden Banden bei
lingeren Wellenléingen, wihrend die Bande bei 200 mpu
unbeeinflufit bleibt.

OH OH

HO HO
(6) (7)

Fiir diese Art von Chromophoren entsprechen die Ma-
xima des Dichroismus nicht den Maxima der isotropen
Absorption. Das gilt besonders fiir die Dichroismus-
bande bei 230 my, denn bei dieser Wellenldnge hat die
isotrope Absorption ein deutliches Minimum.

d) Allgemeine Bemerkungen

Bei den wenigen hier gegebenen Beispielen fiir konjugierte
Chromophore variiert der Anisotropiefaktor zwischen
1,5-1073 (Ergosterin) und ca. 5>10~5 (Phenolbande bei
280 my). Im ungiinstigsten Fall hat die Amplitude auf dem
Schreibstreifen eine Héhe von 9 mm, wihrend die Maxima
des Untergrundes eine Hohe von 3 mm nicht {iberschreiten.
Wird der Untergrund durch Mittelung ausgeglichen, so
erhilt man fiir die MeBkurve eine Genauigkeit von etwa 15%.

Das von Grosjean und Tari [6] entwickelte neue Gerit ge-
stattet also die Messung der optischen Aktivitit von Chro-
mophoren, fiir die Ae/e ungefihr 2 105 ist. Fiir schwach
absorbierende Chromophore reicht der gegenwirtig im
Handel [9b] befindliche erste Dichrograph vollkommen aus,

[9b] Hersteller: Jouan, Paris 6¢, 113 Bd. St. Germain.
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und das neue Gerdt bietet hier kaum einen Vorteil. Im Ge-
biet zwischen 220 my und dem sichtbaren Spektralbereich
sind auch mit dem alten Gerdt halbquantitative Bestimmun-
gen bis zu (Ae/e)-Werten von 5+ 1074 moglich. Es kommt
dabei nur darauf an, die Verdiinnung der Lésung so zu wih-
len, daB die isotrope optische Dichte unterhalb 1,5 bleibt.
Auf dem Schreibstreifen des Dichrographen erhilt man dann
Amplituden, die wenige Millimeter hoch sind. Wiederholt
man die Messungen jedoch geniigend oft, so kann man eine
Genauigkeit von etwa 30 2 erreichen, da der Gerduschpegel
des Geriites sehr niedrig liegt. Fiir qualitative Diskussionen
reicht diese Genauigkeit oftmals aus. Als Beispiel sind in
Abbildung 3 die fiir Testosteron mit dem ersten Dichrogra-
phen gemessenen Punkte eingetragen.

Dagegen liegen die interessanten Absorptionen von Peptiden
und Proteinen unterhalb 220 my, so daf3 die optischen Aktivi-
titen dieser Verbindungen nur mit dem neuen Geriit gemes-
sen werden konnen.

IIL. Circulardichroismus einiger Proteine
und verwandter Substanzen

Die Helixstruktur von Polypeptiden und Proteinen, wie
sie zuerst von Pauling, Corey und Branson [10] voige-
schlagen und spiter durch die Rontgenanalyse einiger
Substanzen bestétigt wurde, filhrte dazu, daB man sich
tiir die Rotationsdispersion dieser Verbindungen interes-
sierte. Die rdumliche Anordnung der Peptidbindungen
in der Helix fiihrt zu Wechselwirkungen zwischen den
Amidgruppen, zur Aufspaltung einiger Ubergiinge und
zu einem fiir diese Konformation typischen Dichroismus.
Holzwarth und Doty [11] haben kiirzlich gezeigt, daB
zwischen experimentellen Befunden und den theore-
tischen Voraussagen von Moffitt [12] und Woody [13]
eine gute Ubereinstimmung besteht. Wir haben den
Circulardichroismus der Poly-L-glutaminsidure unter-
sucht, da diese Verbindung als Modell fiir Proteine
gelten kann.

a) Dichroismus von Poly-L-glutaminsdure [13a]

Bei einem pH-Wert in der Néhe von 4 hat Poly-L-glut-
aminsdure zu 1009, Helixstruktur. Abbildung 5 zeigt
ihr Dichrogramm. Man erkennt drei Banden, eine posi-
tive bei 191 my. und zwei negative bei 209 und 222 mp.
Die Bande bei 191 my. entspricht dem n—n*-Ubergang
der Amidgruppe. Der NV-Ubergang des gleichen Chro-
mophors ist durch Koppelung mit Peptidbindungen, die
in der Helixstruktur benachbart sind, aufgespalten und
filhrt zu den Banden bei 209 und 222 myp. Die Kurve
lie sich durch Anwendung einer Methode der kleinsten
Quadrate in drei Gauss-Kurven zerlegen. Die dabei er-
haltenen Werte sind in Tabelle 1 zusammengestellt. Sie

[10] L. Pauling, R. B. Corey u. H. R. Branson, Proc. nat. Acad.
Sci. USA 37,205 (1951).

[11] G. Holzwarth u. P. Doty, J. Amer. chem. Soc. 87, 218
(1965).

[12] W. Moffitt, J. chem. Physics 25,467 (1956); Proc. nat. Acad.
Sci. USA 42, 736 (1956).

[13] R. W. Woody, Dissertation, University of California, 1962.

[13a] Zur Analyse wurde ein Priparat des Mann Research
Laboratory verwendet, dessen Molekulargewicht 50000 be-
trug.
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stimmen mit den von Holzwarth und Doty [11] fiir den
Methylester der Poly-L-glutaminsédure angegebenen
Daten befriedigend iiberein. Bei pH-Werten oberhalb 6
ist die Poly-L-glutaminsdure statistisch geknduelt. Thr
Circulardichroismus zeigt dann zwei Banden (Abb. 5),

Nl

Abb. 5. Circulardichroismus von Poly-L-glutaminsdure in wéBriger Lo-
sung (——) bei pH = 4,3 (Helix) und (....) bei pH = 11 (statistisches
Knéiuel).

von denen die schwichere bei 218 mpu dem n—=*-Uber-
gang des Amidchromophors entspricht. Die zweite
Bande bei 198 my. ist wesentlich stdrker und kann wahr-
scheinlich dem NV;-Ubergang zugeschrieben werden,

Tabelle 1. Zerlegung des Dichrogramms der Poly-L-glutaminsdure in
drei Gauss-Kurven.

A
max | HImul by VR 104 [egs-E )
[mpi | [al

1. Gauss-K. 192 8.9 27,1 ’ 5t

2. Gauss-K. 204 12,7 9,7 29

3. Gauss-K. 224 10 8,1 15

[a] Halbwertsbreite (= Breite der Bande bei Aamax/e),
{b] n = Zahl der Monomeren im Molekiil.
[c] R = Drehvermogen.

obwohl ihr Maximum bei ¢iner groBBeren Wellenldnge
(198 my) liegt als das Maximum der isotropen Absorp-
tion (191 my.).

AImu] — 250
s T

ALT6 6

Abb. 6. Circulardichroismus von x-Glycyl-L-lysyl-L-glutaminsdure bei
(---ypH - 3,1, ( ypH - 59 und (....)pH - 10,75 in wiBriger
Losung.
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Abb. 7. Circulardichroismus von L-N’-Methylisoglutamin (8} in wdB-
riger Losung bei (- - -) pH = 3.4, ( YpH= 6,5und (....) pH = 10,4,

Die Abbildungen 6 und 7 zeigen, daB man fiir das Tri-
peptid a-Glycyl-N-lysyl-L-glutaminsidure sowie fiir das
L-N’-Methylisoglutamin (&) [13b] #hnl che Dichrois-
muskurven findet. Der Dichroismus der zuletzt genann-
ten Verbindung hat jedoch das entgegengesetzte Vor-
zeichen, obwohl die Substanz zur gleichen optischen

0
HO,C-CH;-CH,-CH-C,
NH, NHCHz

(8)

Reihe gehort. Wahrscheinlich ist dafiir die Tatsache
verantwortlich, dafB sich in a-Stellung zur Amidgruppe
eine Aminogruppe befindet und nicht eine zweite Amid-
gruppe. Variationen des pH-Wertes haben auf den Di-
chroismus der beiden Substanzen nur einen geringen
EinfluB, und die Anderungen haben keine Ahnlichkeit
mit denen, die man bei der Poly-L-glutaminsdure beob-
achtet. Das zeigt, daB3 der Dichroismus der Poly-L-glut-
aminsdure fiir dic Helixstruktur der Kette charakteri-
stisch ist und nicht durch eine unterschiedliche Solvata-
tion der Monomercinheiten [14] hervorgerufen wird.

b) Helixstruktur in nativem menschlichem
Serumalbumin

Die Abbildungen 8a—c zeigen den Circulardichroismus
von menschlichem Serumalbumin in waBriger Losung,
nach der Denaturierung mit Harnstoff (Konzentration:
9 M) und nach der Ultrafiltration einer denaturierten
Losung, durch die die Harnstoffkonzentration im Riick-
stand auf ca. 4 M herabgesetzt wurde. Da Harnstoff
unterhalb 200 mp. absorbiert, enden die in Abbildungen
8b und ¢ wiedergegebenen Kurven bei dieser Wellen-
lange.

Die schwache dichroitische Absorption in der Nihe von
250 mp. wird durch Tyrosin-, Tryptophan-, Histidin-
und vor allem durch Cystin-Reste verursacht. Wir haben
[13b] Diese Verbindung (Fp == 200 °C) haben G. Amiard und
R. Heymes in unserem Laboratorium aus dem Anhydrid des
N-Trityl-L-glutaminsdure-w-methylesters synthetisiert durch Bil-

dung des Methylamids mit Methylamin, alkalische Hydrolyse der
Methoxycarbonyl-Gruppe und saure Hydrolyse der Tritylgruppe.

[14] L. I. Katzinu. E. Gulyas,J. Amer. chem. Soc. 86, 1655 (1964).
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kiirzlich gezeigt [15], daB diese Aminosduren bei der ge-
nannten Wellenldnge einen schwachen Dichroismus
zeigen, der auf die chromophoren Phenol-, Indol- und
Imidazol-Reste bzw. auf die Disulfid-Briicke zuriick-
geht. Man findet jedoch keine quantitative Uberein-
stimmung, vermutlich weil im Protein die optische Akti-
vitdt jedes dieser Chromophore durch die Umgebung
modifiziert wird.

Almul
200 250 230
T

Mn]p.] 290

{AWTB E

Abb. 8. Circulardichroismus von menschlichem Serumalbumin (a) im
nativen Zustand, (b) in 9 M Harnstofflésung nach einstiindigem Er-
hitzen auf 78 °C und (¢) in einer Losung, deren Harnstoffgehalt zunédchst
9 M betrug und anschlieBend durch Ultrafiltration auf 3,9 M verringert
wurde.

Im Gebiet zwischen 185 und 250 my. gleicht die Kurve
fiir natives menschliches Serumalbumin derjenigen fiir
die helixartig gebaute Poly-L-glutaminsdure (Abb. 8a
und 5). In beiden Fillen fithrt auch der Ubergang von
der Helixstruktur zum statistischen Knduel zu &hn-
lichen Anderungen des Dichrogramms.

Aus diesen Beobachtungen sowie aus der Tatsache, dafl
die Kurve ihre urspriingliche Gestalt zuriickgewinnt,
wenn man die Harnstoffkonzentration herabsetzt, 14f3t
sich schlieBen, daBl menschliches Serumalbumin im
pativen Zustand mindestens teilweise Helixstruktur hat.
Um den prozentualen Gehalt an Helixstruktur zu er-
mitteln, verglichen wir die Kurve in Abbildung 8 a mit
einer Kurve, die aus den Daten fiir vollkommen denatu-
riertes Serumalbumin und vollkommen helixartige Poly-
L-glutaminsdure (Abb. 8b und 5) berechnet worden war.
Durch die Wahl der Koeffizienten m und n, die nach
einer Methode der kleinsten Quadrate iiber mehrere
Wellenldngen bestimmt wurden, lieBen sich die normali-
sierten Kurven der Komponenten f(3) (helixartige Poly-
L-glutaminsdure) und @()\) (denaturiertes menschliches
Serumalbumin) so zusammensetzen,

mf )+ ne ()

daB diein Abbildung 8a wiedergegebene Kurve moglichst
genau erreicht wurde {15a]. Die Standardabweichung

[15]1 M. Legrandu. R. Viennet, Bull. Soc. chim. France, 1965, 679.
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muf} von der gleichen Gréflenordnang sein wie der ex-
perimentelle Fehler, wenn die Koeffizienten richtig ge-
wihlt wurden. Fiir natives menschliches Serumalbumin
filhrte diese Methode zu einer Standardabweichung o
von +2 9, die in der GréBenordnung des experimentellen
Fehlers liegt. Die Hypothese, daB3 natives menschliches
Serumalbumin zum Teil Helixstruktur hat und zum Teil
ein statistisches Knduel ist, wird dadurch gerechtfertigt,
und man berechnet einen Helixgehalt von etwa 609/,

Wir sind der Ansicht, da3 dieses Ergebnis sowie die aus
der Rotationsdispersion von Rinderserumalbumin um
200 my. abgeleiteten Resultate [16] den bisher direk-
testen Beweis dafiir liefern, dall einige Proteine auch in
1L.6sung Helixstruktur haben kénnen [16a].

¢) Denaturierung von Serumalbumin

1. EinfluB3 der Ionenstidrke

Der EinfluB der lonenstirke wurde bei drei pH-Werten
(1,5, ca. 6 und 12) fiir drei NaCl-Konzentrationen (0,05 M,
0,2 M und 0,4 M) untersucht. Signifikante Anderungen lie-
Ben sich nicht beobachten, und daher wurde bei spiteren
Messungen auf eine Konstanz der Tonenstirke nicht mehr
geachtet.

2. EinfluB8 des pH-Wertes

Bei pH-Werten zwischen 4 und 10 bleibt der Dichrois-
mus menschlichen Serumalbumins praktisch konstant.
Die Denaturierung auferhalb dieses Bereichs ist jedoch
nicht zu vernachlissigen. Abbildung 9 zeigt die Anderung
des Helixgehaltes in Abhédngigkeit vom pH-Wert. Die
Kurve hat einige Ahnlichkeit mit derjenigen, die Jirgen-
sonsund Sirotsky [18] fiir die Abhdngigkeit von [%]p vom
pH-Wert fanden und die gleichfalls in Abbiidung 9
wiedergegeben worden ist. Die Kurve fiir den Helix-

F-55°
o '/. .\o
60% 0/ -~ <N \
7N - \
L-60° AN vy
56% / \
L-g5° \
o \
40% ‘4 4
\
--70° \
30% - \
L]
L 1L | I 1 1 H
7 4 b 8 10 12
84769 pH—
Abb. 9. Helixgehalt [ %;] von menschlichem Serumalbumin in wéBriger
Losung, aus dem Circulardichroismus bestimmt (Kurve -— und linke

Ordinatenteilung) sowie [x]p einer wiBrigen Lésung von menschlichem
Serumalbumin nach Jirgensons und Sirotzky (Kurve - - - und rechte
Ordinatenteilung).

[152] Wir haben das gleiche Verfahren bereits bei der Unter-
suchung von Diketonen angewendet [2].

[16] E. R. Blout, I. Schmier u. N. S. Simmons, J. Amer. chem.
Soc. 84, 3193 (1962).

[16a] Dic Helixstruktur im festen Zustand ist durch Réntgen-
analyse eindeutig nachgewiesen worden [17].

[17] P. Urnesu. P. Doty, Advances Protein Chem. /6, 483 (1961).

[18] B. Jirgensons u. S. Sirotzky, J. Amer. chem. Soc. 76, 1367
(1954).
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gehalt dndert ihre Neigung bei pH = 3 etwas stérker als
die Kurve fiir das Drehungsvermégen, doch sind diese
Unterschiede fast innerhalb des experimentelien Fehlers.

3, Einflufl der Temperatur

Die optische Aktivitdt menschlichen Serumalbumins ist
bis hinauf zum Koagulationspunkt nicht sehr tempera-
turabhingig [19]. Oberhalb des Koagulationspunktes
148t sich der Dichroismus nur messen, wenn man die
Aggregate durch Zusatz weniger Tropfen konzentrierten
Ammoniaks wieder in Ldsung bringt. Abbildang 10

1

Abb. 10. Wirmedenaturierung von menschlichem Serumalbumin.
(- —) Circulardichroismus von menschlichem Serumalbumin in waB-
rigem Ammoniak.

[ U ) Circulardichroismus von menschlichem Serumalbumin in wdf-
rigem Ammoniak nach einstindigem Brhitzen auf 110 °C,
(-— — —) Circulardichroismus von menschlichem Serumalbumin in 9 M

Harnstofflésung nach einstiindigem Erhitzen auf 75 °C.

zeigt den unter diesen Bedingungen beobachteten Di-
chreismus und enthilt aufferdem die Dichrogramme des
nativen Proteins in ammoniakalischer Losung und ven
menschlichem Serumalbumin, das in 9 M Harnstoft-
lésung denaturiert und anschlieBend auf 75 °C erhitzt
wurde. Aus der Abbildung ist zu schlicBen, dal Am-
moniak die optische Aktivitit nativen menschlichen
Serumalbumins nicht beeinfluBt und daB die Denatu-
rierung durch Erhitzen allein einen geringeren Einflufl
hat als die Denaturierung mit Harnstoff bei anschlie-
Bendem mildem Erwidrmen.

4, Denaturierung durch Harnstoff

Gibt man zu einer wiBrigen Losung von menschlichem
Serumalbumin bei pH = 6,9 steigende Mengen Harn-
stoff, so dndert sich der Circulardichroismus des Prote-
ins betrdchtlich (Abb. 11). Besonders das Maximum bei
222 my. nimmt stark ab. Obwoh! sich Anderungen des
Maximums bei 192 my. infolge der Absorption des
Harnstoffs nicht erkennen lassen, zeigen die Kurven in
Abvildung 11 und die Analogie zur Denaturierung von
Poly-L-glutaminsdure (Abb, 5), daBl Harnstoff die Helix-~
struktur im Serumalbumin zerstért, womit die Befunde
von Callaghan und Martin [20] eine Bestédtigung finden.

{191 M. A. Golub u. E. E. Pickett, J. Polymer Sci. 13, 427 (1954).
{20] P. Callaghan u. N, H, Martin, Biochem. J. 83, 144 (1962).
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Abb. 11, Circulardichroismus von menschlichem Serumalbumin nach der
Denaturierung durch Harnstofflosungen verschiedener Konzentration.

Aus dem Dichroismus zwischen 220 und 210 mp. Jassen
sich folgende Helixgehalte berechnen:

Harnstoffkonzentration [Mol/1]
Helixgehalt [ %]

2
55

4
55

6
53

7
41

8
22

9
7

Die Denaturierung beginnt danach erst bei Harnstoff-
konzentrationen oberhalb 6 M und ist auch bei 9 M
noch nicht volistindig. Das Maximum bei 222 mp
(n—n*-Ubergang der Helixform) verschwindet erst bei
schwachem Erhitzen.

Die Denaturierung scheint ein reversibler Vorgang zu
sein, mindesteas soweit sich das aus dem Verhalten des
Dichroismus ablesen 1dBt. Entfernt man nidmlich den
Harnstoff durch Ultrafiltration der denaturierten Lo-
sung teilweise (9 M — 4 M), so erbdlt man praktisch
wieder das anfiangliche Dichrogramm. Erhitzt man aber
die Losung des Proteins in 9 M Harnstoff auf 75 °C, so
ist die Denaturierung nicht mehr reversibel und das Di-
chrogramm bleibt das der denaturierten Form, auch
wenn man die Harnstoffkonzentration vermindert.
Offenbar fiihrt die gemeinsame Einwirkung von Wirme
und Harnstoff zur Umordnung einiger Disulfidbriicken
[211.

5. EinfluB von Losungsmitteln

Einige Losungsmittel begiinstigen die Bildung der Helix-
struktur in Polypeptiden und Proteinen, Wir arbeiteten
mit 2-Chlorithanol, da es im fernen Ultraviolett gut
lichtdurchlissig ist. Abbildung 12 zeigt an Hand des
Circulardichroismus, da das Protein Clupein-sulfat in
wilriger Losung vollkommen als statistisches Knéuel
vorliegt, in 2-Chlordthanol dagegen Helixstruktur hat.
Dieser Effekt sollte bei einem Polypeptid, das schon in
wiBriger Losung vollkommen als Helix vorliegt, nicht
auftreten. Bringt man Poly-L-glutaminsiure in ein Ge-
misch aus gleichen Volumenteilen Wasser und 2-Chlor-
dthanol [21a], so beobachtet man dennoch einen schein-
baren Anstieg des Helixgehaltes um etwa 6 9;, was aber
vermutlich darauf zuriickzufiihren ist, dafl das Losungs-
mittel den Dichroismus der Helix beeinfluft.

Menschliches Serumalbumin hat in 2-Chlordthanol
einen deutlichen hoheren Helixgehalt als in widBriger

t21] V. D. Hospelhorn u. E. V. Jensen, J. Amer. chem. Soc. 76,
2830 (1954).

[2fa] Man verwendet dieses Lésungsmittelgemisch, um die Sub-
stanz 18slich zu machen.
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Abb. 12. Circulardichroismus von Clupeinsulfat in wiflriger Losung bei
pH == 6,15 (-~ -) und in 2-Chlordthanol (. .... ).

L3sung. Wendet man das im Abschnitt 11Ib beschriebe-
ne Verfahren der kleinsten Quadrate an und beriicksich-
tigt den Einflu} des Lsungsmittels auf den Dichroismus
der Helix, so findet man fiir menschliches Serumalbumin
in 2-Chlorithanol einen Helixgehalt von 759%,. Dieser
Wert ist grofer als in wiBriger Losung (60 %), aber im-
mer noch weit von 100 entfernt. Nach Callaghan und
Martin [20] ist die Unfahigkeit menschlichen Serum-
albumins, einen Helixgehalt von 1009, zu erreichen,
auf Eigenheiten der Struktur wie beispiclsweise die
Disulfidbriicken zuriickzufithren.

6. Reduktion von Disulfid-Bindungen

In Proteinen wie dem menschlichen Serumalbumin, in
denen Disulfidbriicken mehr oder weniger entfernte
Punkte der Proteinkette miteinander verkniipfen, mul3
die Offnung solcher Briicken zu Anderungen der Kon-
formation fiihren. Dieses Phinomen ist jedoch schwierig
zu untersuchen, da das Protein zunidchst denaturiert
werden muB, bevor die Disulfidbriicken mit chemischen
Mitteln gedffnet werden konnen. Die Denaturierung
148t sich entweder mit einer oberfiichenaktiven Substanz,
z. B. Dodecylsulfat, oder mit Harnstoff erreichen [22,23].

Abb. 13. Reduktion von Disulfidbriicken in menschlichem Serum-
albumin durch 2-Mercaptoidthanol in Gegenwart von Dodecylsulfat.
(———-) Menschliches Serumalbumin in wiBriger Ldsung mit
2-Mercaptodthanol.

(— — —) Menschliches Serumalbumin in wilriger Losung mit
Dodecylsulfat.

..., ) Menschliches Serumalbumin in wéaBriger Losung mit Dodecyl-
sulfat und 2-Mercaptoithanol.

[221 G. Markus u. F. Karush, J. Amer. chem. Soc. 79, 134 (1957).
23] H.Wiirzu. F. Haurowitz, J. Amer. chem. Soc. 83, 280 (1961).
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Wir denaturierten menschliches Serumalbumin mit
Dodecylsulfat und reduzierten die Disulfidbriicken
nach der Methode von Wiirz und Haurowitz [23] mit 2-
Mercaptoithanol. Abbildung 13 zeigt die Anderung des
Dichroismus. Folgende Schliisse lassen sich ziehen:

2) Mercaptodthanol allein reduziert die Disulfidbriicken
im menschlichen Serumalbumin nicht.

) Dodecylsulfat setzt den Helixgehalt des Proteins auf
409 herab (Methode der kleinsten Quadrate), wenn es
in einer Konzentration von 0,2 M vorliegt.

v) Dodecylsulfat und 2-Mercaptodthanol bringen den
Dichroismus zwischen 250 und 300 my. fast vollstindig
zum Verschwinden. Das bestitigt die Zuordnung des
groften Teils der optischen Aktivitdt in diesem Bereich
zu den Disulfidbriicken.

3) Der Dichroismus zwischen 200 und 250 my. #ndert
sich bei der Einwirkung von 2-Mercaptodthanol nicht.
Daraus folgt, dafl die Zunahme des molaren Drehver-
mogens [M]p bei der Reduktion von Disulfidbriicken
auf die Offnung dieser Bindungen zuriickzufiihren ist [23]
und nicht auf eine Zunahme des Helixgehaltes im An-
schluB an diese Bindungsspaltung [22]. Eine quantita-
tive Deutung ist dagegen nicht einfach. Die Zunahme
des [M]p-Wertes um 27 ° kann nicht der Abnahme des
negativen Dichroismus bei 270 my. (der Beitrag der Di-
chroismus-Anderung zur Zunahme des [M]p-Wertes
betrdgt nur 2 bis 3 °) zugeschriecben werden. Es muB
vielmehr angenommen werden, daB es unterhalb 200 mu
eine starke fir die Disulfidbriicken charakteristische

250 Mm.u.]"”—>

[4&761%

Abb. 14, Circulardichroismus von (——) L-Cystin und (. ...) L-Cystein
in 0,1 N HClL.

negative Bande gibt, die in diesen Versuchen infolge der
Absorption des Dodecylsulfates und des 2-Mercapto-
dthanols nicht gemessen werden konnte. Tatsdchlich
zeigt das Dichrogramm des Cystins eine solche Bande,
die im Dichrogramm des Cysteins (Abb, 14) fehlt. Eine
ungefihre Rechnung, die auf dieser Hypothese basiert,
ergibt die richtige GréBenordnung (+20 bis +25 °).

Verwendet man als Denaturierungsmittel nicht Dode-
cylsulfat, sondern Harnstoff, so sehen die Dichrogramme
vollkommen anders aus (Abb, 15). Ein Vergleich mit
Abbildung 11 zeigt, daB Harnstoff in Gegenwart von 2-
Mercaptoidthanol wesentlich wirksamer ist, denn der
Helixgehalt sinkt in Gegenwart von 2-Mercaptoéthanol
schon bei einer Harnstoffkonzentration von 5 M auf den
Wert ab, der in Abwesenheit von 2-Mercaptoithanol
erst bei einer HarnstoffTkonzentration von 7 M erreicht
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Abb. 5. Circulardichroimus von menschlichem Serumalbumin in
wiélriger Losung nach Reduktion der Disulfidbriicken mit 2-Mercapto-
dthanol in Gegenwart von Harnstoff vorschiedener Konzentration,

wird. Dariiberhinaus ist die Kurve bei einer Harnstoff-
konzeutration von 9 M und gleichzeitiger Anwesenheit
des Reduktionsmittels verschieden von der Kurve, die
man mit 9 M Harnstoff allein erhilt. Sie scheint aber mit
der Kurve fiir statistisch geknduelte Poly-L-glutamin-
sdure dhnlich zu sein.

Diese Unterschiede sind moglicherweise durch eine er-
hohte Flexibilitit des Proteins zu erkldren, wenn die
Disulfidbriicken getffnet worden sind. Andererseits
beobachtet man dhnliche Unterschiede mit Dodecyl-
sulfat als Denaturierungsmittel nicht; hier haben die
Kurven vielmehr vor und nach der Reduktion den
gleichen Verlauf.

Wir schlieBBen aus diesen Beobachtungen, da$ die Disul-
fidbriicken die Proteinstrukturen (Helix und statistisches
Kniuel) stabilisieren [23a], mdglicherweise indem sie
eine Konformation aufrechterhalten, in der empfindliche
Gruppen gegen das umgebende Medium abgeschirmt
sind [24]. Es scheint, dall Dodecylsulfat den Zusammen-
bruch der Strukturen verhindern kann, wenn die Disul-
fidbriicken gedfinet worden sind.

SchluB3

Diese wenigen Beispiele aus dem Gebiet der Polypeptide
und Proteine zeigen, welche Folgerungen aus Messungen
des Dichroismus im fernen Ultraviolett gezogen werden
konnen. Infolge der Absorption der normalerweise ver-
wendeten Losungsmittel sind Untersuchungen in diesem
Spektralbereich nicht ganz einfach, doch werden diese
Schwierigkeiten ausgeglichen durch die Moglichkeit,
die optische Aktivitit derjenigen Uberginge direkt zu
beobachten, die das Rotationsvermdgen im nahen Ultra-
violett und im sichtbaren Spektralbereich bestimmen.

Eingegangen am 23. Februar 1965 {A 476]

[23a] Im nativen Protein sind die nicht helixartig gebauten Be-
reiche nicht periodisch angeordnet, ihre Positionen lassen sich
aber durch die Angabe von drei Koordinaten beschreiben (siche
Roéntgendiagramme von Proteinen). Dagegen ist die Proteinkette
nach der Denaturierung flexibel.

[24] G. Markusin H. Peeters: Proceedings 11th Colloquium on
Protides of the Biological Fluids, Burges (Belgien) 1963. Elsevier,
Amsterdam 1964.
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Phosphinalkylene und Reagentien mit Mehrfachbindungen

VON PROF. DR. H. J. BESTMANN

INSTITUT FUR ORGANISCHE CHEMIE DER UNIVERSITAT ERLANGEN-NURNBERG

Als Beispiele fiir priparativ brauchbare Synthesen mit Phosphinalkylenen und Substanzen,
die eine CN- oder CC-Doppelbindung enthalten, seien die Darstellung von Olefinen,Allenen,
Pyran- und Cyclopropanderivaten genannt. Olefine, Ketone, mono- und polycyclische Ver-
bindungen sind durch Autoxydation von Phosphinalkylenen erhdltlich, wihrend man z. B.
a.p-Dioxoverbindungen — auch cyclische — gut durch Persdureoxydation darstellen kann.
Phosphinalkylene konnen ebenfalls zur Synthese von Azinen und Schiffschen Basen dienen.
— Von den vielen Méglichkeiten der Wittig- Reaktion wird nur die Darstellung T-markierter

Aldehyde und Olefine besprochen.
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