[86] W. Erb. Disscrtation. Technische Hochschule Aachen 1974, Inzwischen
ist es gelungen, das Cycloaddukt von (2) an 1.2-Dimethyl-1-cyclohexen zum
1.6-Dimcthylbicyclo[4.2.0]octan-78-dion zu hydrolysicren.

[87] Siehe auch [84]. [82] und [&S].

[88] 1. G. Heine, Bayer AG. Uerdingen-Krefeld. persénliche Mittcilung.
[89] C. K. Ingold. S. Sako u. J. F. Thorpe, J. Chem. Soc. 121. 177 (1922).
[90] J. Knops, Diplomarbcit. Technische Hochschule Aachen 1972

[91] Im Gegensatz dazu bcobachteten Kuhn und Gollnik bei thermischen
und photochemischen Diensynthesen mit Thiophen Folgeprodukic der primiir
entstandencn [4 + 2]-Addukte. I1. J. Kuhn u. K. Golinik, Tetrahedron Lett.
1972, 1909: Chem. Ber. 106, 674 (1973).

[92] J. C. Hinshaw. Chem. Commun. 1971, 630.

[93] H. D. Scharf u. H. Seidler, Chem. Ber. 104, 2995 (1971).

[94] A. T: Blomquist u. R. A. Vierling, Tetrahedron Lett. 1961, 655: US-Pat.
3169147 (1965): Chem. Abstr. 62, 16081 (1965).

[95] Alternativsynthese siehe: E. V. Dehmlow, Chem. Ber. 100, 3892 (1967).
[96] H. J. F. Angus u. D. Bryce-Smith. Proc. Chem. Soc. 1959, 326.

[97] G. O. Schenck u. R. Steinmeiz. Tetrahedron Lett. 1960, Nr. 21, S. L
[98] E. Grovenstein. jr.. D. V. Rao u. J. W. Tuylor. J. Amcr. Chem. Soc.
83, 1705 (1961).

[99] Zusammenfassung siche D. Bryce-Smith. Purc Appl. Chem. 16.47(1968):
2. FUPAC Symposium on Organic Photochemistry, Enschede 1967.

[100] W. M. Hardham u. G. S. Hammond. ). Amcr. Chem. Soc. 89. 3200
(1967).

[101] D. Bryce-Smith, Pure Appl. Chem. 34. 193 (1973).

[102] N. C. Yang u. J. Libman. Tetrahedron Lett. 1973, 1409.

[103] K. E. Wilzbuch u. L. Kaplan. J. Amer. Chem. Soc. 93, 2073 (1971).
[104] N. C. Yany. J. Libman w. M. F. Saritzky. ). Amer. Chem. Soc. 94.
9226 (1972).

[105] N. C. Yang u. J. Libman. J. Amer. Chem. Soc. 94, 9228 (1972).

[106] J. J. McCullongh. C. Calvo u. C. W, Huanyg, Chem. Commun. 1968,
1176.

[107] R. M. Bowman u. J. J. McCullough. Chem. Commun. 1970, 948,
[108] D. R. Arnold, L. B. Gillis u. E. B. Whipple. Chem. Commun. 1969,
918.

[109] D. Bryce-Smith. Chem. Commun. 1969, 806.

[110] P. Lechtken u. G. Hesse. Liebigs Ann. Chem. 754, 1 (1971).

[111] H. D. Scharf u. R. Klar, Vetrahedron Lett. 1971, 517.

[112] H. D. Scharf u. R. Kiar, Chem. Ber. 105, 575 (1972).

[113] G. Hesse u. P. Lechtken. Angew. Chem, 83, 143 (1971): Angew. Chem.
internat. Edit. 10, 133 (1971).

[114] S. Yunkelevich u. B. Fuchs, Tetrahedron Lett. 1967, 4945,

[115] J. Areiz. Dissertation. Technische Hochschule Aachen 1973: Chem.
Ber.. im Druck.

[116] Die Besetzung des Naphthalin-Tripletts auf dem Wege des ..intersystem
crossing™ (isc) betriigt ®;..=0.39. J. G. Calvert u. J. N. Pitts: Photochemistry.
Wiley, New York 1966, S. 309.

[117] Fp=163°C (Zers.). IR (KBr): v(,o: 1890, 1800, 1740 cm ™ *; vy, : 2800 bis
2200cm ™ ivac_y: 3150 cm ™t '"H-NMR (15 mg (62)/0.5 ml [D,]-Aceton):
t=1.19 (1 H,s). 2.53 (1 H, s). MG (MS): 98. UV [Ather: nm (g)]: 213 (16404),
231 (8154). 308.5 (23.7), 371 (14.5); UV [H,0, 1.98-10"% m: nm (g)]: 257.5
(8283). 227 (28636): [(H,0,9.9-10"* M: nm (g)] : 382 (9.4).

[118] Die .Semiquadratsiiure” (62) wurde von R. W. Hoffmann, U. Bressel,
1. Gehlhaus u. H. Hiuser, Chem. Ber. 104, 873 (1971), auf anderem Wege
dargestellt.

[119] R. L. Cole, 1. W. Kirksey. H. G. Cutler, B. L. Donpink u. I. C. Peckham.
Science /79. 1324 (1973).

[120] 1. P. Springer. I. Clardy. R. 1. Cole, I. W. Kirksey, R. K. Hill, R. M.
Carhon u. I. L. Isidor, ). Amer. Chem. Soc. 96, 2267 (1974).

Die Quervernetzung iiber Isopeptidbindungen — ihr Vorkommen und

ihre Bedeutung beim Proteinaufbau

Von R. S. Asquith, M. S. Otterburn und W. J. Sinclair(’]

Als Isopeptidbindungen bezeichnet man Bindungen zwischen der e-Aminogruppe des Lysins
und der seitenstindigen Carboxygruppc der Glutaminsiiurc oder der Asparaginsiiure. Solche
kovalenten Querbriicken, die ohne Zweifel in einigen Nahrungsproteinen vorkommen und
deren biologische Wertigkeit herabsetzen, sind auBerdem am Fibrinogen-Fibrin-Ubergang betei-
ligt und tragen zur Stabilisierung der Struktur von Kecratinen bei. Isopeptidbindungen bilden
sich auch withrend einer Hitzebehandlung von globuliiren Proteinen und Faserproteincn, wobci
das AusmaB von der Intensitiit der Behandlung abhiingt. Die Bildungsweise und die Bedeutung

diescr Briicken sind noch nicht vollig geklirt.

1. Einleitung ‘

Proteine sind Biopolymere, deren Molekulargewicht aufgrund
willkiirlicher Festsetzung groBer als 5000 ist. Sie sind verant-
wortlich fiir viele wichtige Funktionen im Zellgefiige, wie K ata-
lyse, Regulierung des Stoffwechsels und Kontraktilitét. Ferner
spielen sie bei immunologischen Schutz- und Abwehrvorgiin-
gen der Lebewesen eine Rolle.

[*] Prof. Dr. R. S. Asquith, Dr. M. S. Otterburn und W. J. Sinclair
Dcpartment of Industrial Chemistry
The Qucecen’s University of Belfast
Belfast BT9 SAG (Nordirland)
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Protcinketten bestehen aus a-Aminosiuren, die durch Amid-
bindungen (Peptidbindungen) zwischen a-Amino- und a-Carb-
oxygruppen benachbarter Aminosiurereste miteinander ver-
kniipft sind. Viele der Proteineigenschaften hiingen jedoch
nicht nur von der Reihenfolge der Aminosiiurereste in der
Polypcptidkette ab (Primirstruktur), sondern auch von der
Kettenkonformation (Sekundirstruktur) und der riiumlichen
Anordnung der Ketten zueinander (Tertidrstruktur). Eine
Vielzahl von interchenaren Kriiften und Querbriicken ist fiir
die Aufrechterhaltung der Tertidrstruktur verantwortlich. Zu
ihnen zihlen: salzartige Bindungen, die aufgrund von Cou-
lomb-Kriiften zwischen entgegengesetzt geladencn sauren und
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basischen Seitenketten zustande kommen und zuerst von
Speakman und Hirst''! 1931 postuliert worden sind, sowie
Wasserstoffbriickenbindungen, von denen bekannt ist, dal3
sie nicht nur eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der
normalerweise als o-Helix ausgebildeten Sekundarstruktur
spielen, sondern auch als interchenare Bindungen in der Ter-
tidrstruktur vorkommen!2-3), Die Bedeutung von Wechselwir?
kungen zwischen hydrophoben Resten in globuléiren Proteinen
wurde friihzeitig erkannt!¥), Diese Erkenntnisse sind inzwi-
schen durch die Einbeziehung von Faserproteinen erweitert
worden!3- I,

Eine bedeutende, natiirlich vorkommende Quervernetzungs-
komponente ist die Aminosdure Cystin, die insbesondere
in den Keratinen auftritt und zwei Peptidketten iiber eine
Disulfidbriicke verbindet. Wegen ihrer leichten Oxidierbarkeit,
Reduzierbarkeit und Abbaubarkeit und der damit zusammen-
hingenden Verdnderungen des Wollkeratins ist die Reaktivitit
der Disulfidbriicke besonders intensiv untersucht worden!® ~#).
Diese Arbeiten hatten die Postulierung und die anschlieBende
Isolierung weiterer Querbriicken aus abgebauten Proteinen
zum Ergebnis, wie Lanthionin!® !9, Lysinoalanin!!!~ '3 und
Ornithinoalanin!' ., die alle in alkalibehandelten, in ihrer nati-
ven Form Lysin enthaltenden Proteinen auftreten. Der Bildung
dieser Briicken liegt eine B-Eliminierung eines Protons in -
Stellung zur Disulfidbindung zugrunde, wobei als reaktives
Zwischenprodukt Dehydroalanin auftritt (Abb. 1).

Ein sicherer Beweis flir dieses Reaktionsschema wurde kiirzlich
durch die Isolierung des Dehydroalanyl-Peptides y-Glutamyl-
dehydroalanyl-glycin aus alkalibehandeltem Glutathion er-
bracht!'3-'¢], Das so gebildete Dehydroalanin kann dann mit

artikel dargestellt. Vornehmlich die Aminosdure Lysin ist
an solchen Quervernetzungen beteiligt. Diese Aminosdure
wird enzymatisch oxidiert und desaminiert, wobei sich 2-Ami-
noadipinaldehydsdure

HOOC—CH(NH;)-~(CH);—CHO

bildet. Diese Verbindung ist ein Vorldufer der verhdltnismaBig
einfach gebauten Querbriicken in Kollagen und der kompli-
zierteren im Elastin, wie Demosin und Isodemosin.

@
G>02c\ _NHj

('IH
(CH),
| @
HgN_ CHz Nl
/CH—(CHz)k—Hzc ~ CHz—(CHz)m—Cy
©0,C o coP®
W xe
((FHZ)'i
CH
[N
Demosin HsN C02°
@
NH3;
[©] V4
H3N CH

“CH~(CHz)a—HzC._~_CHz~(CHax” “COf
©0.C @ ®
N“"CHy~(CHaly | NHs

CH CH

(l‘Hz)-a <O Sco
. @/C,\ o
Isodemosin HaN COs

Fiir das elastische Protein Resilin, das Weis-Fogh!'*) aus der
Cuticula von Insekten isolierte, wurde nachgewiesen, dal} es

o . . uerbriicken aus dimerem und trimerem Tyrosin enthalt!2%),
benachbarten Aminosidureresten reagieren, wodurch neue in- Q erem u m y
ter- unq 1ntl.'amolekulare kovalente Bn.1dungen entstehen. OH OH OH OH OH
Durch eine Vielzahl von Untersuchungen ist belegt, dal durch
Bildung derartiger neuer Bindungen Proteine starker stabili- O O O O O
siert werden. Uber diese Arbeiten hat Zahn!'"! einen umfassen- R R R R R
den Uberblick gegeben.
R = CHz-(le-COOH
[ | I i NH;
(|ZO (I:O on© (I:O (l:O
HC-CHz5-5-CHr-CH  — > H(lj—CHrS—SG + HC=C
= Hy |
I}IH I;IH l\IIH NH
. )
Cystin Dehydroalanin
1 1 I
?0 (,30 ('30
H(F—(CHz)rNHz H(I:—CHrSH H(IZ-(CHz)rNHz
1:]}1 I:IH I\|IH
Lysin Cystein Ornithin

l+ Dehydroalanin l+ Dehydroalanin

] ! |
O co cO co

| |
(;,O (F ] |
H(IJ—(CHz)A—N H-CH z—(liH H(|I—CHz—S—CHz—(IZH
I;IH ITIH I}IH 1\'11-1 ITIH
Lysinoalanin Lanthionin

Abb. 1. Bildung von Dehydroalanin bei der Alkalibchandlung von Cystin
im Proteinverband:; Umsetzung von Dchydroalanin zu Lysinoalanin, Lanthio-
nin und Ornithinoalanin.

Gallop et al.!'® haben die Beschaffenheit der in Kollagen und
Elastin vorkommenden Querbriicken in einem Ubersichts-
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l+ Dehydroalanin

{
cO

| \
Hﬁ:—(CHz)a—NH—CHZ—?H

I}IH

Ornithinoalanin

Die Bildung dicscr Oligomeren soll durch eine Peroxidase
initijert werden. Dieses Enzym katalysiert die oxidative Kupp-
lung der Tyrosinreste in 3-Stellung des aromatischen Ringes.
Dic so gebildeten dimeren und trimeren Tyrosine vernetzen
die Polypeptidkette.
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Raren et al.!?"! geben cinige Hinweise. daB Dityrosin im Tus-
sah-Scidenfibroin und Wollkeratin vorkommt. Die Autoren
lassen allerdings offen, ob dicse Verbindung an ciner Quer-
briicke betetligt ist.

Es ist offenkundig. daBl weiterc kovalente Querbriicken durch
die Reaktion zwischen der e-Aminogruppe des Lysins und
den seitenstiindigen Carboxygruppen der Glutaminsiiure und
Asparaginsiiurc gebildet werden konnten. Dic Abspaltung von
Wasser wiirde zu eincr m-e-Amidquerbriicke fithren (Abb. 2).
Man nennt heute einc derartige Briicke [sopeptidbindung.
um sic von der normalen Peptidbindung zu unterscheiden.

muf3. Dicse Autoren zeigten, dall der enzymatische Abbau
von Proteinen im gleichen MaBe abnimmt wie das AusmaB
der Hitzebehandlung zunimmt. Ferner wurde gefunden, daf
manche Gelatineproben durch Erhitzen unldslich” werden.
Auch dies wurde der Bildung von lsopeptidbindungen zuge-
schrieben!?®!, ebenso wie die Unloslichkeit von wasserfreier
Gelatine!2"),

3. Zugiinglichkeit von Lysin

Durch Fiitterungsversuche weifl man lingst, dafl Lysin eine
essentielle Aminosiiure ist. Daher ist ¢s durchaus iiblich, die

(|IOOH ?OOH CIOOH ?OOH
H?—(an)z-CUOH oder HC-(CH2)»~CONH; HCl—CHz—COOH oder H?—CHT—CONHZ
NH-» NH. NH; NH,
Glutaminsgure Glutamin Asparaginsédure Asparagin
coon N rlso(on )
. FHCACH) NI . HC=(CH ) NH:2 :
1o ﬁm(: ANl -NH; H:0 £y -NH,
Lysin Lysin
(IJOOH I}IHz COOH I:JHZ
HC—{CHy)g~CO~-NH—(CHa)s—CH H¢—CI{2-CO—NH—(CHz)4‘CH
NH; COOH COOH

v¢=(7-L-Glutamyl)-L -lysin

Abb. 2. Postulierte Bildungsreaktionen fitr Isopeptidbindungen.

Obgleich solche Querbriicken oft postuliert wurden, ist der
Beweis ihrer Existenz als wohldefinierte chemische Gruppie-
rungen doch erst kiirzlich gelungen. Damit wird es erforderlich,
eine Vielzahl von Proteinen erneut zu untersuchen, bei denen
ein mogliches Vorkommen dieser Querbriicken auller acht
gelassen wurde. Im folgenden werden einige der neueren
Befunde iiber die Isopeptidbindung zusammengefafit.

2. Geschichte der Isopeptidbindung

Die bereits seit 1931 bekannte Tatsache, daB zwischen seiten-
stindigen Carboxy- und Aminogruppen Salzbindungen auftre-
ten, legte den SchluB nahe, daB diese Gruppen einander genii-
gend nahe sind, um auch die Bildung einer kovalenten Bindung
7uzulassen. Als Frster duBerte Asthury!>2 1934 die Vermutung,
daB eine derartige Bindung im Keratinmolek il auftritt. Dieses
Postulat schien durch spiitcre Befunde infrage gestellt, denen
zufolge Lysin mit Abbauprodukten des Cystins reagiert. Trotz-
dem behaupteten Pauling und Niemann'?*' 1939 erneut, dafl
Isopeptidquerbriicken vorkommen konnen. Bei Untersuchun-
gen der Hitzeeinwirkung auf Proteine hiiuften sich indirekte
Beweise fiir die Bildung von Isopeptidquerbriicken. So unter-
warfen Mecham und Olcott'2* eine Reihe von Proteinen einer
Trockenhitzebehandlung und beobachteten, daB die Pro-
dukte verringerte Loslichkeit und ein vermindertes Was-
seraufnahmevermogen zeigten. AuBlerdem nahm die Zu-
ginglichkeit der basischen und sauren Gruppen fiir Farbstoffe
im Vergleich zum unbchandelten Material ab, obgleich sich
im Hydrolysat kcine Andcrung des Gehaltes an basischen
oder sauren Aminosiiuren feststellen licB. Mecham und Olcott
deutcten ihre Ergebnisse als Abnahme dieser polaren Gruppen
durch eine mogliche innere Ester- oder Amidbildung.

Zweifcllos stiitzte auch die Arbeit von Beuk et al.!?*! die Annah-
me. daf irgendeine Art von Isopeptidbriicken vorkommen
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N€-(3-L-Aspartyl)-L-lysin

freie Aminosiure eiweiBhaltigen Nahrungsmitteln zuzusetzen,
die von Natur aus einen Lysinmangel aufweisen, um so den
Nihrwert des Proteins zu erhohen.

Eine Hitzesterilisierung kann den Nahrwert eines Nahrungs-
mittels mindern, ohne daB notwendigerweise sein Lysingehalt
sink1. Da viele Nahrungsmittel neben Proteinen Kohlenhydra-
te enthalten, kann bei Anwesenheit von reduzierenden Zuckern
die e-Aminogruppe des Lysins eine Maillard-Reaktion einge-
hen, d.h. die Aldehydgruppe des reduzierenden Zuckers und
die e-Aminogruppe des Lysins konnen miteinander kondensie-
ren, wodurch diese Gruppe blockiert und das Lysin fiir die
Erndhrung wertlos gemacht wird. Daraus wurde die allgemeine
und richtige SchluBfolgerung gezogen, daB dieser Reaktionstyp
fir die Abnahme des Nihrwertes von hitzebehandelten Nah-
rungsmitteln, z. B. Trockenmilch, verantwortlich sei und auch
zum Teil der Farbdnderung zugrundeliegt, die man wihrend
einer Hitzebehandlung von Nahrungsmitteln beobachtet.
Curpenter'281und andere Forscher!2%-3% arbeiteten Methoden
aus, um in Nahrungsmitteln den Anteil an ge-Aminogruppen
des Lysins zu bestimmen, die frei und reaktionsfahig vorliegen
und damit den Nihrwert bestimmen. Diese Methoden beruhen
auf einer Reaktion der freien Aminogruppen des Lysins mit
cinem Reagens wie 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol (FDNB). Indem
man die Menge an N*-(2,4-Dinitrophenyljlysin im Hydrolysat
des Proteins bestimmt und vom gesamten Lysingehalt subtra-
hiert, erhidlt man den Betrag an ,,gebundenem*, d. h. fiir eine
Reaktion mit FDNB nicht verfiigbarem Lysin. Natiirlich kann
die e-Aminogruppe des Lysins auch durch Reaktionen blok-
kiert sein, aus deren Produkten es erst wihrend der Hydrolyse
des Proteins freigesetzt wird. Bei der Blockierung der e-Amino-
gruppe konnen aber auch siurestabile Produkte wie Lysino-
alanin entstehen. In dieser Weise gebundenes Lysin wird bei der
Hydrolyse des Proteins nicht wieder freigesetzt und kann des-
halb bei der Aminosiureanalyse des Hydrolysats nur schwierig
nachgewiesen werden.

Angew. Chem. | 86. Jahrg. 1974 [ Nr. 16



Obgleich jede Blockierung der e-Aminogruppen die biologi-
sche Wertigkeit des Proteins herabsetzen kann, ist es doch
manchmal wiinschenswert, zwischen sdurelabilen und sédu-
restabilen Querbriicken zu differenzieren. Asquith et ali3!
haben cine Methode ausgearbeitet, die eine direkte Erfassung
des in hydrolyseempfindliche Briicken eingebauten Lysins ge-
stattet. Bei dieser Methode wird zunichst das verfiigbare (freie)
Lysin chemisch blockiert und das Protein anschlieBend hydro-
lysiert. Das dabei erhaltene freie Lysin muB Bestandteil siiu-
relabiler Querbriicken gewesen sein. Die zuletzt genannten
Autoren haben allerdings keine Nahrungsmittel untersucht,
sondern den EinfluB von Trockenhitze auf das kohlenhydrat-
freie Protein Keratin, einen Bestandteil der Wolle. Bei Anwen-
dung dieser Methode auf hitzebehandeltes Keratin ergab sich,
daB das fiir die Reaktion mit 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol nicht
verfiigbare, aber durch Hydrolyse regenerierbare Lysin im
gleichen MaBe wie der Grad der Hitzebehandlung zu-
nimmt!*2]. Hieraus folgt eindeutig, daB im Keratin wihrend
der Hitzebehandlung siurelabile Bindungen gebildet werden.

Von den Keratinen ist bekannt!®), daB eine selektive Spaltung
der Disulfidbriicken durch Oxidation mit organischen Peroxy-
siluren (z. B. Perameisensiure) zu einem Material fiihrt, daB
durch ionische Ausfillung in drei Fraktionen zerlegt werden
kann. Diese Fraktionen werden als x-Keratose (16slich in
Alkali, unlGslich in Sidure), B-Keratose (unloslich in Sdure
und Alkali) und y-Keratose (l6slich in Sdure und Alkali bei
allen pH-Werten) bezeichnet. Die Spaltung der Disulfidbin-
dungen erhoht demzufolge die Loslichkeit von Keratin in
geeigneten wilBrigen Systemen.

Eine Zunahme der Loslichkeit durch Verminderung des inter-
chenaren Vernetzungsgrades ist ein in der Polymerchemie
hédufiges Phinomen. Auch wenn man annimmt, daB diese
Fraktionen bei unbehandelter Wolle bestimmten histologi-
schen Bereichen der Fasern entsprechen, kann eine Abnahme
der Léslichkeit doch als MaB fiir eine verstirkte Vernetzung(33!
durch peroxysdurestabile Querbriicken dienen. So fiihrt eine
Hitzevorbehandlung der Wolle zu einer Zunahme der unlos-
lichen Fraktion (modifizierte B-Keratose) und einer entspre-
chenden Abnahme der 16slichen Fraktion. Je langer und inten-
siver die Hitzebehandlung ist, desto groBer wird der nicht
mehr in L6ésung zu bringende Anteil des Proteins. Das weist
deutlich auf die fortschreitende Zunahme einer wie auch immer
gearteten Vernetzung durch die Hitzebehandlung hin.

Eine Untersuchung der Fraktionen von mehreren Wollen zeig-
te, daB der Gehalt an gebundenem Lysin in der unloslichen
B-Keratose am groBten ist, was auch fiir unbehandelte Wolle
gilt. Ferner steigt der Gehalt an gebundenem Lysin mit der
Stirke der Hitzeeinwirkung (Abb. 3). Sein Anteil in der besser
l6slichen a-K eratose-Fraktion bleibt zwar gleich — unabhingig
von den Bedingungen der Hitzeeinwirkung!??! — doch nimmt
die Menge dieser Fraktion mit zunehmender Hitzebehandlung
deutlich ab. Das ldBt vermuten, daB diese Fraktion unldslich
in Ammoniak wird, wenn die Quervernetzung durch Lysin
ein gewisses MaB iibersteigt. Die am besten 16sliche Fraktion
(y-Keratose) enthilt einen vernachlissigbar kleinen Anteil an
gebundenem Lysin, der durch die Hitzebehandlung nicht ver-
dndert wird, obwohl sich die Menge der Fraktion selbst andert.
Diese Ergebnisse zeigen nicht nur eindeutig, daB im Keratin
durch die Reaktion des Lysins mit einigen anderen Aminosiu-
ren eine siurelabile Bindung gebildet wird, sondern auch,
daBdas Produktdieser Reaktion eine interchenare Querbriicke
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ist. Beim hitzebehandelten Keratin wird dieses Resultat noch
dadurch erhirtet, daB3 eine direkte Korrelation zwischen der
Menge an unloslicher B-Keratose-Fraktion und der Konzen-
tration an gebundenem Lysin besteht (Abb. 4). Auch die B-Ke-
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Abb. 3. Anteil des gebundenen Lysins in Keratin (b) sowic in x- (a) und
B-Keratose (c)in Abhiingigkeit von der Erhitzungstemperatur. Dic Erhitzungs-
zeit betrug 48 h.

ratose-Fraktion aus nativer Wolle enthilt einen betrichtlich
groBeren Anteil an gebundenem Lysin als jede ihrer anderen
Fraktionen. Aufgrund dieser Ergebnisse nahmen Asquith und
Otterburn'*?an, dafB die sdurelabilen Querbriicken Isopeptid-
bindungen sein konnten. Weiterhin wiesen Bjarnason und Car-
penter'3%-3%1 bei reinen Nahrungsproteinen nach, daB nach
einer Hitzebehandlung der Gehalt an frei zuginglichem Lysin
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Abb. 4. Anteil der unloslichen B-Keratosc-Fraktion in Abhiingigkeit von
der Konzentration an gebundenem Lysin. Die Zahlen [ C] geben die Tempera-
turen bei der Hitzebehandlung an. Der unterste Punkt cntspricht ciner Kon-
troliprobe.

abnahm, und vertraten die Meinung, daB das Auftreten von
Isopeptidbindungen hierfiir verantwortlich sei. Trotz dieser
zahlreichen Postulate war es schwierig, schliissige Beweise
fiir die Existenz derartiger Isopeptidbindungen zu erhalten.
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4, Isopeptidbindungen im Fibrin

Auf diesem Forschungsgebiet gelang der erste Durchbruch
zur Identifizierung der Isopeptidbindung. Frithere Bearbeiter
der Fibrinogen-Fibrin-Umwandlung hatten vermutet, daB die
freien Endgruppen des Glycins mit Glutaminsidure unter Bil-
dung von y-Glutamyl-glycin-Bindungen reagieren, was die
Unldslichkeit des Fibrinogens bewirken sollte!*¢. Diese Reak-
tion sollte durch eine Transglutaminase katalysiert werden.
1966 postulierte jedoch Lorand'®*’! — ebenso wie Fuller und
Dolittle!®) - die Bildung eines N°®-(y-Glutamyl)-lysin-1sopep-
tids, um die Unloslichkeit des Fibrins zu erklidren.

Der groBte Unterschied zwischen diesen Arbeiten und denjeni-
gen iiber hitzebehandelte Proteine besteht in der vorgeschlage-
nen Bildungsweise der Isopeptidbindung. Bei hitzebehandelten
Proteinen vermutete man nidmlich, daB die Bindung durch
eine Kondensationsreaktion zwischen der freien Carboxygrup-
pe der Glutaminsidure und der e-Aminogruppe des Lysins
unter Abspaltung von Wasser zustande kéme. Fiir den Fibrino-
gen-Fibrin-Ubergang ist aber eine derartige Dehydratisierung
in vivo weniger wahrscheinlich. Darum wurde eine Umamidie-
rung zwischen Glutamin und der e-Aminogruppe des Lysins
angenommen, eine Reaktion, die vorzugsweise unter den Be-
dingungen der enzymatischen Katalyse ablaufen sollte.

Erst 1968 gelang es drei Arbeitsgruppen, genauere Beweise
fiir die Existenz von N°-(y-Glutamyl)-lysin-Querbriicken im
polymerisierten Fibrin zu erbringen'*?~ 4!, Demnach bilden
sich die Querbriicken beim Fibrinogen-Fibrin-Ubergang
durch eine komplizierte Folge von Reaktionen. Zunichst be-
wirkt Thrombin eine Abspaltung der Fibrinpeptide A und
B vom Fibrinogen, wodurch sich ein Fibrin-Gel bildet, das
dann durch neuentstandene Isopeptid-Querbriicken verstarkt
wird. In vivo wird diese Reaktion durch das Enzym Transglut-
aminase katalysiert. Die gleichen Autoren untersuchten auch,
ob moglicherweise N®-(B-Aspartyl)-lysin-Isopeptid-Querbriik-
ken vorhanden sind. Dieses Isopeptid scheint jedoch im Fibrin
nicht vorzukommen.

S. Isapeptidbindungen in nativer Wolle

Die Hauptschwierigkeiten bei der Identifizierung und Isolie-
rung einer Polymereinheit wie der Isopeptidbriicke des Kera-
tins besteht darin, daB sie nicht durch saure Hydrolyse abge-
trennt werden kann. Auch eine enzymatische Hydrolyse des
Keratins ist schwierig, da der hohe Cystingehalt die Matrix
unloslich macht und eine einfache Durchdringung durch das
Enzym verhindert. Ein Nachweis von Isopeptiden war deshalb
erst moglich, als ein geeignetes System fiir die enzymatische
Totalhydrolyse des K eratins gefunden worden war. 1969 wurde
eine solche Methode von der WIRA (Wool Industries Research
Association) entwickelt!*2), Diese Methode besteht darin, daB
im ersten Schritt die Cystingruppen mit Tributylphosphan
reduziert und die so gebildeten Thiolgruppen mit Acrylnitril
blockiert werden, um eine Reoxidation zu verhindern. Das
Faserprotein wird dadurch so weit aufgelockert, daB es enzy-
matisch angegriffen werden kann. Durch Behandlung mit Pep-
sin, Pronase, Aminopeptidase M und Prolidase!**! erreicht
man eine vollstandige Spaltung in die Aminosduren. Eine
Kombination dieser Enzyme katalysiert die Hydrolyse aller
normalen, in der Polymerkette befindlichen Peptidbindungen.
Die primdren Amidgruppen von Asparagin und Glutamin
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sowie die Isopeptidbindungen im N"(y-Glutamyl)-lysin und
N*-(B-Aspartyl)-lysin werden hingegen nicht angegriffen. Vor
der Veroffentlichung dieser Arbeiten war es Asquith und Otter-
burn in einer gemeinsamen Untersuchung mit der WIRA-
Gruppe gelungen, N*-(y-Glutamyl)-lysin im Keratin nativer
Wolle nachzuweisen und es zu isolieren!*#,

J7AVN

bl

%y t—

Abb. 5. Chromatogramme von a) enzymatisch hydrolysiertem Wollkeratin,
b) unter Zusatz von synthetischem N*-(y-Glutamyl)-lysin und c) unter Zusatz
von synthetischem N°-(B-Aspartyl)-lysin.

Wihrend bei Arbeiten iiber andere Proteine die 1sopeptidein-
heit nur durch Vergleich des enzymatisch erhaltenen Hydroly-
sates mit synthetischem N*-(y-Glutamyl)-lysin nachgewiesen
werden konnte, war dies das erste Mal, daB das Isopeptid
N°&-(y-Glutamyl)-lysin eindeutig identifiziert wurde. Die Ami-
nosidureanalyse des enzymatisch erhaltenen Hydrolysats von
nativer Wolle ergab zwei Maxima im Bereich zwischen Leucin
und Tyrosin, von denen eines aufgrund seines Erscheinungs-
zeitpunktes N*-(y-Glutamyl)-lysin entsprechen mufBte (Abb. 5).

Durch préaparative Ionenaustauschchromatographie wurde ei-
ne breite Fraktion gesammelt, die Leucin, Tyrosin und die
beiden unbekannten Verbindungen enthielt. Nach Entsalzung
und Anreicherung wurde diese Fraktion papierchromatogra-
phisch aufgetrennt, wobei synthetisches N*-(y-Glutamyl)-lysin
als Vergleichssubstanz diente. Die dem Isopeptid entsprechen-
de Bande wurde herausgeschnitten und mit destilliertem Was-
ser eluiert. Das Eluat wurde in zwei Portionen aufgeteilt und
eine davon sauer hydrolysiert. Im Hydrolysat fanden sich
nicht nur Glutaminsidure und Lysin, sondern auch Asparagin-
sdure.

Die andere Portion wurde mit 5-Dimethylamino-1-naphtha-
linsulfonylchlorid (DNS) behandelt. Die anschlieBende saure
Hydrolyse lieferte a-DNS-Asp, a-DNS-Glu und a-DNS-Lys.
Das Vorkommen von a-DNS-Lys zeigt, da} die e-Aminogrup-
pe im Ausgangsmaterial in blockierter Form vorgelegen haben
muB. Das Vorkommen von a-DNS-Asp und «-DNS-Glu deu-
tet dagegen darauf hin, daB ihre Aminogruppen nicht an
der Bildung von Peptidbindungen beteiligt waren. Auf diese
Weise ist die Anwesenheit der beiden Isopeptidbindungen
schliissig nachgewiesen worden!43).

Bei diesen Untersuchungen wie auch in der Arbeit von Milligan
et al.1*®! ergab sich, daB der Gehalt an N°-(y-Glutamyl)-lysin
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in nativer Wolle sehr gering ist. Harding und Rodgers'*’]
fanden dagegen betrichtlich groBere Isopeptidgehalte in den
Keratinstacheln von Sidugetieren. Loewy et al.'*8! berichten
von N®-(y-Glutamyl)-lysin in Kulturen von Hiihnerbrustmus-
kel und L-Zellmembran. Die Untersuchung des oxidierten
Wollkeratins durch Asquith et al.!*%) ergab, daB die unlésliche
Fraktion (B-Keratose), von der man annimmt, daB sie aus
der intercuticuliren Membran stammt!®3!, den héchsten Ge-
halt an Isopeptidbindungen aufweist. Das Helixmaterial (a-
Keratose) enthilt weniger und die amorphe y-Keratose gar
keine Isopeptidbindungen.

Diese Befunde geben AnlaB zur Diskussion iiber die Bedeutung
der Isopeptidbindung fiir die physikalischen Eigenschaften
von Strukturproteinen. Wahrend beim Fibrinogen-Fibrin-
Ubergang und den Muskelproteinen die Funktion der Isopep-
tidbindung darin liegen diirfte, das Fibrin bzw. Muskelprotein
unloslich zu machen, ist ihre Bedeutung fir Faserproteine
weniger eindeutig, denn es ist sicher, daB nach der Keratinisie-
rung die Keratine bereits durch die Disulfidbindungen physi-
kalisch stabilisiert sind. Die Isopeptidbindungen sind daher
vielleicht nur zufillig als Ergebnis von Stoffwechselprozessen
vorhanden, die der Faserbildung vorangehen. Otterburn!>®!
hat aber darauf hingewiesen, daB die Bildung von Disulfid-
briicken, d. h. also die Keratinisierung, auf einer relativ spiten
Stufe der Faserbildung erfolgt. Er schlug deshalb vor, daB
die Isopeptidbriicken - trotz ihrer geringen Zahl - das Protein
vor der Keratinisierung durch die Uberfiihrung in eine weniger
bewegliche und weniger 16sliche Form stabilisieren. Vielleicht
erleichtern sie die Ausrichtung des Materials wahrend des
Austritts in den Follikel, wobei die Mercaptogruppen in eine
Position gebracht wiirden, die fiir die Oxidation zu Disulfidbin-
dungen giinstig ist.

Zahn'®") verweist in seinem sehr guten Ubersichtsaufsatz iiber
die Bedeutung von Querbriicken im Proteinaufbau auf den
etwas unterschiedlichen Standpunkt von Harding und Rod-
gers'*7). Aus ihren Studien iiber den Isopeptidgehalt von Sdu-
getierfasern (u.a. auch foetale Lammwolle) geht hervor, daB
Fasern, die einen hohen Markgehalt besitzen, auch einen ho-
hen Isopeptidgehalt aufzuweisen pflegen. Die Autoren vermu-
ten deshalb, daB fiir die Stabilisierung der Cortex die Disulfid-
bindungen von groBter Bedeutung seien, wiahrend fur die Stabi-
lisierung der Markproteine die Isopeptidbindungen wichtiger
seien. Derartige Annahmen konnen allerdings nur als Versuch
einer Interpretation des derzeitigen Wissensstandes gelten.

6. Isopeptidbildung in hitzebehandelter Wolle

Asquith und Otterburn konnten zeigen, daB durch eine Trok-
kenhitzebehandlung der Isopeptidgehalt in Wolle betrichtlich
ansteigt (Tabelle 1)!*°). Wihrend in nativer Wolle nur geringe
Mengen an N°-(B-Aspartyl)-lysin auftreten, verdoppelt sich
der Gehalt nach einer Hitzebehandlung (48 h, 120°C). Wiih-
rend der Hitzeeinwirkung werden offensichtlich beide Arten
von Isopeptidbindungen gebildet. Die Abspaltung von Ammo-
niak deutet darauf hin, daB sie auBer durch Dehydratisierung
auch durch Umamidierung entstehen konnen (vgl. Abb. 2).
Die Autoren berichten weiterhin, dall Wollkeratin nach einer
langeren Hitzebehandlung oberhalb 140°C unter den von ih-
nen gewéihlten Bedingungen selbst dann nicht mehr enzyma-
tisch abgebaut werden kann, wenn simtliche Disulfidbindun-
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gen reduziert sind. Die gleichen Autoren!3!! hatten schon
frither beobachtet, daB sich in solchen Proben mit 1-Fluor-2,4-
dinitrobenzol ein hoher Gehalt an gebundenem Lysin nachwei-
sen laBt. Aus diesem Ergebnis konnten sie nur schlieBen,
daf eine betrichtliche Quervernetzung iiber Isopeptidbindun-
gen eingetreten war, welche die enzymatische Hydrolyse ver-
hinderte.

Tabelle 1. Isopeptidgehalt {umol/g] von erhitztem Wollkeratin. Der Lysinge-
halt betrigt 220 ymol/g. die Erhitzungszeit 48h.

T[C] gebund. Lys.  N®{(y-Glu)Lys NE-(B-Asp)-Lys
— 45 15 13
60 50 17 17
100 55 20 20
120 60 25 20
140 90 40 15

Die Hemmung der Hydrolyse konnte aber auch dadurch be-
dingt sein, daB die Kristallinitdt des Proteins zunimmt und
damit das Eindringen von Enzymen verhindert wird. Untersu-
chungen der Verdnderungen im Rontgenogramm hitzebehan-
delter Wolle bestdtigen eine solche Hypothese allerdings
nicht!*?\. Die geordneten Bereiche des K eratins, die im Réntge-
nogramm als a-Reflexe auftreten, beginnen bei Material, das
auf iiber 140°C erhitzt wurde, zu verschwinden; die Reflexe
werden undeutlicher, und schlieBlich bildet sich ein total amor-
phes Material. Man sollte daher erwarten, daB diese Struktur-
auflockerung das Eindringen von Enzymen eher erleichtert
als erschwert, also die enzymatische Hydrolyse begiinstigt.
Somit kann nur der hohe Vernetzungsgrad durch Isopeptid-
briicken fiir die Hydrolysebestindigkeit verantwortlich sein.
Das wihrend der Hitzebehandlung gebildete dreidimensionale
Polymere macht es vermutlich durch einen Siebporen-Effekt
unmaoglich, daB sich die Enzymmolekiile den an sich spaltbaren
Peptidbindungen ndhern.

Solche Befunde sind allerdings nur von akademischer Bedeu-
tung fiir die Strukturdnderungen an Wollkeratinen, die tat-
siachlich eine Absolutbestimmung des Isopeptidgehaltes von
stark hitzebehandelter Wolle unméglich machen. Eine derarti-
ge Bestindigkeit gegen enzymatische Hydrolyse kénnte jedoch
hinsichtlich der Verdaubarkeit von Nahrungsproteinen von
praktischer Bedeutung sein. Es erscheint unwahrscheinlich,
daB ein Protein schlagartig aus einem leicht hydrolysierbaren,
wenig vernetzten Zustand in eine gegen enzymatische Hydroly-
se vOllig bestidndige, stark vernetzte Form iibergeht. Vielmehr
ist anzunehmen, dafBl die Bestdndigkeit gegen enzymatische
Hydrolyse sukzessiv mit dem Vernetzungsgrad zunimmt, bis
schlieBlich keine Hydrolyse mehr méglich ist. Die Bedeutung
dieser Tatsachen fiir Erndhrungsfragen wird im folgenden dis-
kutiert.

7. Bedeutung von Isopeptiden fiir die Ernithrung

Es steht heute zweifelsfrei fest, daB wihrend der Hitzesterilisa-
tion die biologische Wertigkeit von Nahrungsmitteln auf
Proteingrundlage abnimmt. Da Carpenter!®* und andere For-
scher!*#-*%) nunmehr mit der 1-Fluor-24-dinitrobenzol-Tech-
nik schliissig nachgewiesen haben, daB diese Abnahme mit
dem Absinkenan freien e-Aminogruppen des Lysins korreliert,
steht fest, daB die g-Aminogruppe fiir die Metabolisicrung
von Nahrungsproteinen essentiell ist. Eine einfache Blockie-
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rung der Lysinseitenkette durch Acetylierung reicht aber nicht
aus, um die Abnahme des Nahrwertes von lysinhaltigen Nah-
rungsmitteln zu erkldren, denn Bjarnason und Carpenter'>*!
zeigten, daBB N"-Acetyl-L-lysin dieselbe Wachstumsférderung
wie die dquivalente Menge an L-Lysin bewirkt, wenn es mit
einer Lysinmangel-Diiit an junge Ratten verfiittert wird. Ferner
verringert cine vollstindige Acctylierung der e-Aminogruppen
des Lysins in cinem Proteinnahrungsmittel die Wachstumsfor-
derung nicht so sehr wie die Abwesenheit von Lysin. Die
Verfiitterung von hitzebehandeltem Proteinfutter dufiert sich
auch in einem starken Ansteigen des Lysingehaltes in Féces.

In ciner Studie iiber die Effekte der Hitzeschadigung von
Protecinen schlieBen Bjarnason und Carpenter'®®), daB eine
Reaktion zwischen der e-Aminogruppe des Lysins und der
¥- bzw. B-Carboxygruppe der Glutamin- bzw. Asparaginsiure
unter den in der Praxis verwendeten Trocknungsbedingungen
stattfinden kann. Sie vermuten daher, da8 Lysin in Isopeptid-
bindungen oder von den Zersetzungsprodukten des Cystins
gebunden werden konnte. Diese zweite Reaktionsmdglichkeit
wiirde zur Bildung von Lanthionin und Lysinoalanin fiihren,
wie bei anderen Proteincn gezeigt wurde!*®.

Kiirzlich haben Waible und Carpenter'™! den EinfluB von
N*(y-Glutamyl)}-lysin auf das Wachstum von Kiiken unter-
sucht. Sie konnten zweifelsfrei nachweisen, daB das freie Iso-
peptid metabolisiert wird und das Wachstum {6rdert. Im Urin
konnte es nicht nachgcwiesen werden, im Plasma dagegen
wurde ein geringer Teil gefunden, was bedeutet, da} das Iso-
peptid durch die Darmwand aufgenommen werden kann.

Weitere Arbeiten verdeutlichen die Vielschichtigkeit dieses
Problems. So wurde beim Muskelprotein von Hithnern gezeigt,
daB wiihrend der Sterilisierung der Gehalt an nicht zugéng-
lichem Lysin zunimmt und die biologische Wertigkeit sinkt.
Da der Cystingehalt des Hiihnermuskels klein ist, kann es
kaum iiberraschen, daBl weder Lysinoalanin noch Lanthionin
im sauren Hydrolysat nachweisbar sind. Eine anschlieBende
Analyse auf Isopeptide bewies aber, daB diese im hitzebehan-
delten Material vorhanden waren. Die Mengen des gebildeten
Isopeptids und des verfiigbaren Lysins waren umgekehrt pro-
portional!*8],

Eine Bestimmung des Gehaltes an Isopeptidbriicken in den
Fices und im Urin von Ratten, die mit diesem sterilisierten
Protein gefiittert worden waren, ergab, daB weder im Urin
noch in niedermolekularen Peptiden im Urin Verbindungen
mit Isopeptidbriicken auftraten. Aus den Fécesproteinen las-
sen sich dagegen zwar durch enzymatische Hydrolyse N*(y-
Glutamyl)-lysin und N°(B-Aspartyl)-lysin freisetzen; die ge-
fundenen Mengen sind aber betriichtlich geringer als in den
verfiitterten Proteinen. Das weist eindeutig darauf hin, daB
ein Abbau der Isopeptidbindung im Verdauungstrakt stattfin-
den kann.

Die rein chemische Fixierung der e-Aminogruppe des Lysins
kann deshalb nicht der einzige Grund fir den Verlust an
Nihrwert bei diesem Protein sein. Vielmehr scheint die Bildung
der Querbriicken auszureichen, um den enzymatischen Abbau
so weit zu verzogern, daB zumindest ein Teil des Proteins
iiber den Bereich des Verdauungstrakts hinausgelangt, in dem
eine leichte Absorption in den Blutkreislauf moglich ist. (Eine
derartige Hemmung des enzymatischen Abbaus wurde ja be-
reits bei hitzebehandelter Wolle gefunden.) Analysen haben
zwar gezeigt, daB der Gehalt an Isopeptid-Querbriicken in
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Nahrungsmitteln abgenommen hat, wenn das Material den
Krummdarm erreicht, doch ist diese Abnahme betrichtlich
kleiner als diejenige beim Ubergang des Materials vom
Krummdarm in den Dickdarm!®%. Der letzigenannte Abbau
des Proteins und der Isopeptidbindungen diirfte durch Gi-
rungsvorginge im hinteren Ddrmabschnitt erfolgen; dort ist
jedoch die Absorption sowcit verringert, daf} sich insgesamt
ein Verlust an Nihrwert crgibt. An der weiteren Untermaue-
rung dieser Theorie wird gearbeitet.
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Strukturanalyse durch direkte Beobachtung von Atomen

mit Dunkelfeld-Transmissionselektronenmikrosko-
. [ L] t]

pie

Von Robert F. Whiting, F. Peter Ottensmeyer und
Frederick C. Nachod"

Die optimale Methode zur Bestimmung der Struktur chemi-
scher Verbindungen wire natiirlich die direkte Sichtbarma-
chung der Atome. Die zur genauen Wiedergabe der Atomposi-
tionen in einem Molekiil geeignete Technik der Roéntgen-
Strukturanalyse erscheint fiir Routineuntersuchungen zu auf-
wendig. Die uiblichen chemischen sowie spektrometrischen
Verfahren - obwohl hochentwickelt - sind im Prinzip indirekt,
ihre Ergebnisse daher nicht immer zweifelsfrei.

In den letzten Jahren ist es gelungen, einzelne Schweratome
elektronenmikroskopisch abzubilden!!.. So konnten z.B. in
unserem Laboratorium Atome der Ordnungszahl 46 (Pd) bis
92 (U) an einer Reihe von Verbindungen im Dunkelfeld-
Elektronenmikroskop betrachtet werden!?), Das Auflsungs-
vermogen des Gerits (besser als 3 A!) erreicht die Abstiinde
der groferen Atome in einem Molekiil, was uns bewog,
nun auch der Maoglichkeit zur Strukturaufklirung ent-
sprechender Verbindungen nachzugehen. Im folgenden berich-
ten wir iiber die Anwendung hochauflosender Dunkelfeld-
Elektronenmikroskopie zur Bestitigung der Struktur eines
Dijodbenzoesidure-Derivats.

Auf der Suche nach Kontrastmitteln fiir die Urographie, syn-
thetisierten Larson et al.!3 eine 3,5-Bis(acetamido)dijodbenzoe-
sdure, der sie aufgrund chemischer Analogie die Struktur des

R
CH3(O)CHN NHC(O)CH
3() C( )C3 (1),R=H
J J (2),R=J
Ccoo0%
UOy(0O0CCH;)®

2,6-Dijod-Isomers zuordneten; andere Daten, z. B. NMR-Be-
funde, waren nicht eindeutig.

[*] R. F. Whiting und Dr. F. P. Ottcnsmeyer

Department of Medical Biophysics

University of Toronto

Toronto M4X 1K9. 500 Sherbournce Street {Canada)

Dr. F. C. Nachod

Sterling-Winthrop Research Institute

Renssclaer. New York (2144 (LISA)
[**] Dicse Arbeit wurde vom Medical Rescarch Council of Canada, Grant
MA-3763. unterstiitzt.
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Fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung haben wir
diese Siure sowie, zum Vergleich, 3,5-Bis(acetamido)-2,4,6-tri-
jodbenzoesiure zum ,,Anfirben* der Carboxy-Gruppe in die
Acetatouranyl(vi)-Salze (/) bzw. (2) iiberfiihrt [12 h Riihren
mit 0.05N Uranylacetat in 0.05N HCI (pH=3.5), Filtration
(0.22 um Porendfinung)].

Die Salzlosungen wurden auf einem vorbehandelten 10-20A
dicken Kohlenstofl-Film in das Dunkelfeld-Elektronenmikro-
skop (Philips EM 300; 80kV, VcrgroBerung 10° x )2 gebracht.
Die Aufnahmen von (1) und (2) (Abb. 1) zeigen die relative
Position der Jodatome (hellere Flecke) gegeniiber dem Uran-
atom (dunkler Fleck). Nur die schweren Atome sind beobacht-
bar; die geringe Elektronenstreuung der leichten Atome wie
Kohlenstoff verschwindet im ,Rauschen” des Untergrundes.
Die in solchen Bildern allgemein auftretenden kieinen Geome-
trieunterschiede sind wahrscheinlich auf leichte Verschiebun-
gen der Atome unter der Einwirkung des intensiven Elektro-
nenbombardements wiihrend der ,Belichtungszeit* zuriickzu-
fithren. Jedoch bleiben Anzahl, Anordnung und Abstinde der
Flecken in volliger Ubereinstimmung mit der zugrundeliegen-
den Molekiilstruktur (vgl. insbesondere Abb. 1 b).

a)

- 1 & R A,
L Rk §

e
e

Abb. 1. Dunkelfcld-elektronenmikroskopische Aufnahmen von uranylmar-
kierter a) 3,5-Bis(acetamido)-2.6-dijodbenzoesiiure ¢ 1) und b) 3.5-Bistacetami-
do)-2,4.6-trijodbenzoesiiure (2). In jedem Bild sind nur die zwei bzw. drei
Jodatome sowie das Uranatom (unten) sichibar. Die Balken (rechts) repriisen-
tieren 10A.

Wie dieses Beispiel demonstrieren soll, erméglicht die Dunkel-
feld-Elektronenmikroskopie, Strukturprobleme in vielen Fiil-
len eindeutig und rasch (inncrhalb cines halben Tages!) zu
kldren. Die Anwendbarkeit dieser einfachen Methode ist zur
Zeit noch auf Verbindungen beschriinkt, die schwere Atome
zur Positionsmarkierung enthalten. Unter Verwendung sol-
cher Markierungsatome konnen jedoch sogar schon so leichte
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