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The above conclusions on the nature of the biphenyl
system were strengthened by a correlation of the ultra-
violet specira of the aporphines (Table IT}. Natural apor-
phines substituted at position 4, or at 3 and 4, exhibited
a central peak at 268-270 my, while 2, 3-substituted apor-
phines exhibited a similar peak around 282 myu. Further-
more, both of these types of aporphines showed a peak in
the 303-310 my region, but the intensity of this peak is
log 4 or less than log 4 when position 4 is substituted, and
around log 4.2 when this position is free. These variations
again are a reflexion of the rigid and strained biphenyl
system existing in the 4-substituted aporphines?!?,

Finally, GoopwIN, SHOOLERY, and JoHNsoN!3, on the
basis of a study of the nuclear magnetic resonance spectra
of the aporphines dicentrine and bulbocapnine methyl
ether conjectured that the observed non-equivalence of
the methylenedioxy hydrogens (quadruplet instead of
singlet) could be explained by either of two views: {(a)
the aromatic rings are oscillating about the bond connect-
ing them from one non-coplanar conformation to another,
but the residence time in one conformation is very much
greater; or (b) the relative position of the aromatic rings
is fixed in some non-coplanar conformation. The above
discussion makes it clear that, at least in the case of the
4.5-substituted aporphines, it is view (b) that is correct.

M, SHAMMA

Department of Chemistry, Pennsylvania State Univer-
sity, University Pavk (Pennsylvania), May 19, 7960,

Résumé

Par I'étude des rotations optigues, des spectres de 1'ul-
traviolet, et des modéles moléculaires des alcaloides de
P'aporphine, il a été démontré que dans les aporphines subs-
tituées en positions 4 et 5 le systéme biphényl est rigide
et tordu.

Physikalisch-chemische Untersuchungen eines
komplexen Eiweisses:
das 16sliche Eiweiss der Augenlinse, ¢-Crystallin

Die physikalisch-chemische Untersuchung des «-Cry-
stallins gibt ein nahezu klassisches Beispiel davon, wie
man durch Kombination von grundsétzlich verschiedenen
Methoden Einsicht in die komplizierte Natur von Pro-
teinen gewinnen kann, auch dann, wenn die Komplexitit
so gross ist, dass exakte Bestimmungen von Molekular-
gewicht und -form, Diffusionskonstante usw. unmdglich
sind.

Man lese zum Beispiel die Verhandlungen von LuND-
GREN und WirLriamMs® %, worin ausfiihrlich iiber die Ergeb-
nisse der Sedimentations- und elektrophoretischen Ana-
lyse berichtet wird.

Die 16slichen Proteine der Augenlinse der Vertebraten
sind nicht nur vom rein chemischen Standpunkt aus wich-
tig, sondern auch fiir immunbiologische, Induktions- und
ontogenetische Differenzierungsversuche3-$,

Die Augenlinse von héchstwahrscheinlich allen Verte-
braten enthidlt «-Crystallin?. Die serologische Identitit ist
bei Sdugetieren, Reptilien, Amphibien und Vogeln dar-
gelegt®?; beim Fisch ist dies noch einigermassen zweifel-
haft. Es ist sogar moéglich, dass der Octopus vulgaris o-
Crystallin in der Augenlinse enthilt19,
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Extraktion der Augenlinse von Vertebraten mit ver-
diinnten Pufferlosungen bei einem pH iiber 7.0 ergibt eine
triibe Losung, die x-Crystallin, andere organspezifische
Eiweisse (zum Beispiel §-Crystallin) und ein unlosliches
Eiweissgemisch (Albuminoid genannt) enthiltil12, Die
Peripherie der Linse dispergiert sehr leicht. Da der Lin-
senkern in der Hauptsache unlisliche Proteinaggregate
enthélt, wird bei den Versuchen nur die Linsenperipherie
extrahiert'®14, Man kann «-Crystallin von den anderen
loslichen Crystallinen trennen durch Fillung am iscelek-
trischen Punkt (pH 5.0), wobei die anderen Proteine in
Losung bleiben.

Der Niederschlag von a-Crystallin ergibt nach Auflésen
in schwach alkalischem Milieu eine klare Losung, die bei
Elektrophorese nur einen Gradient bildet5-1¢ (Fig. 1a). Bei
Sedimentation dieser Losung entstehen aber zwei deutliche
Gradienten mit Sedimentationskonstanten von Sy, ~ 15
und S, ~ 7.5 (Fig. 1b).

Man kann also annehmen, dass «-Crystallin (minde-
stens) aus zwei Komponenten «, und «g besteht, welche
bei der Elektrophorese nur einen Gradient bilden. :

Die Aminosdurezusammensetzung von isoelektrisch pri-
zipitiertem o-Crystallin ist von verschiedenen Forschern
untersucht worden 16-21. Diesen analytischen Angaben
zufolge scheint die Zusammenstellung der «-Crystallin-
fraktion, unabhingig von der Darstellungsweise, konstant
zu sein. Sedimentationsmessungen deuten aber an, dass
das Konzentrationsverhiltnis der zwei a-Komponenten
bei verschiedenen Priparaten stark wechselt. Wenn also
diese Komponenten verschiedene Aminosiurezusammen-
setzungen besdssen, miissten die Zusammenstellungen ver-
schiedener Priparate ebenfalls stark voneinander ab-
weichen. Dieses scheint jedoch nicht der Fall zu sein.
Man kann daher wohl mit grosser Wahrscheinlichkeit an-
nehmen, dass die Aminosiurezusammensetzung der zwei
«-Komponenten die gleiche ist.

Die betreffenden Untersuchungen wurden ausgefithrt unter der
Agide der Niederlindischen Stiftung fiir Chemische Forschung
(S. O. N.} mit Unterstiitzung der Niederlindischen Organisation fiir
reinwissenschaftliche Forschung {Z. W, O.}).
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a b

Fig. 1. a) Elektrophorese-Gradient von isoelektrisch prizipitiertem

a-Crystallin, 185 V, 12 mA, 8°C, 40 min, 0,1 M NaOAc, 0,05 M

Glyein, pH 7,8 (NaOH)}. b} Sedimentations-Gradient vom gleichen
y Priparat. 50000 rpm, 1500 sec, 17°C, 15" =<, 1,1% Conc.

a b

Fig.2. a) und b) Sedimentationsgradienten von ein- und zweimal prii-
zipitiertem o-Crystallin, 42000 rpm, 1500 sec, 45° <, 1,2% Conc.,
Temp.: a: 21,1°C; b: 20,0°C.

Fig. 3. Sedimentationsgradient

von zweimal isoclektrisch

priizipitiertem  «-Crystaliin,

wicder aufgelost in 0,1 M

NaOAc, 0,05 M Glycin,pH 7,1;

1,4% Conc.; 47,760 rpm, 2820
sec, 12,1°C, 45° =,

Wenn man die Losung von o-Crystallin bis pH 2.5 an-
sduert, entsteht eine klare Losung, die in der Ultrazentri-
fuge nur einen Gradienten bildet mit einer Sedimenta-
tionskonstante von § ~ 1. Dies bedeutet, dass beide Kom-
ponenten zu einer einzelnen Verbindung dissoziieren. Die-
ses Spaltungsprodukt besitzt noch alle typischen Eiweiss-
eigenschaften und ist serologisch identisch mit a-Crystallin.

Wenn man das isoelektrische Prizipitat bei pH 7.8 auf-
16st und diese Losung wiederholt durch Ansiuern bei
pH 5.0 prazipitiert und diesen Niederschlag erneut bei
pH 7.8 auflést, so &ndert sich das Sedimentationsdia-
gramm. Die Konzentration der schnellen Komponente
nimmt ab, die der langsamen Komponente nimmt zu.
(Fig. 2a und 2b.)

Nach langdauernden Arbeitsgdngen sowie nach fort-
gesetzter Sedimentation ergibt sich ofters eine Aggrega-
tion der «p-Komponente: Figur 3.

Der verbleibende Hauptgradient rithrt von der ay-
Komponente her. Dies weist darauf hin, dass der Unter-
schied zwischen den zwei Komponenten in der Form der
Teilchen zu suchen ist, dass also die (native} o ,-Kompo-
nente entfaltet worden ist.

Die gleichmissige Abflachung des o -Gradienten wah-
rend der Sedimentation weist darauf hin, dass die native
Komponente kugelférmige Gestalt hat. Eine exakte Mes-
sung der Diffusionskonstante ist jedoch vollig ausgeschlos-
sen, weil wir die zwei Komponenten nicht quantitativ
trennen konnen, so dass es unmdoglich ist, eine homogene
Losung der «,-Komponente zu erhalten.

Rein theoretisch konnten wir aber beweisen?2, dass
eine Losung, welche kugelfdrmige und gestreckte Teilchen
von gleichem Molekulargewicht enthalt, wobei das Ach-
senverhéltnis der gestreckten Teilchen 1,/1, = 20 betrigt,
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zwei Gradienten in der Ultrazentrifuge bildet, deren Sedi-
mentationskonstanten sich wie 1 zu 2 verhalten, wihrend
sich bei der Elektrophorese dieser Losung nur ein Gradient
bilden muss, wie dies beim «-Crystallin der Fall ist. Dass
es sich beim a-Crystallin um einen Entartungsvorgang
handelt, worin mehr oder weniger globulire, native Teil-
chen einer Streckung unterzogen werden, ehe die weitere
Denaturierung fortschreiten kann, wird durch die obrigen
theoretischen Uberlegungen wahrscheinlich gemacht und
wird unterstiitzt durch die Kristallisationsversuche von
Woob ef al. 2. Diese Forscher arbeiteten mit Priaparaten,
welche durch ihre Bereitungsweise entartete Linseneiweisse
enthielten. Die Nadelstruktur der «a»z-Kristalle weist auf
eine langgestreckte Form dieser entarteten Eiweissteilchen
hin.

Die bisherige physikalisch-chemische Untersuchung des
Linseneiweisses a-Crystallin ergibt ein Bild, das, obgleich
noch hauptsidchlich qualitativ, doch den Weg zeigt, nach
welchem weitere quantitative Untersuchungen erfolgen
miissen, um die Struktur dieses besonders interessanten
Eiweisses zu kldren.

W. F. BonN

Laboratovium fitv Biochemie und Toxikologie der Uni-
vevsitdt Amstevdam (Niedevlande), 7. April 1960.

Summary

Ultracentrifugal and electrophoretic investigations of
the eye lens protein a-crystallin show the probability that
this protein exists in the lens and in its solutions (between
pH 3.5 and 9.5} in two sub-units only differing in shape:
a globular and a stretched unit.
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The Investigation of the Action of Ultrasound on
some Proteid Substances. Part II.!
The Action of Ultrasound on Diastase

Numerous publications which have appeared in recent
years? show that in addition to engineering, medicine and
biology, chemistry and particulary biochemistry represent
a broad field of application for ultrasound. Its action on
ferments has been established on oxidases?®, blood cata-
lase4, yeast ferments®, pepsin®, salivary diastase?, and
tripsin?®.
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