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g-Phenyl-fluorenol-methyldther?) zugefiigt und in festverschlossener
Flasche geschiittelt. Nach etwa 6 Stdn. setzte die Reaktion ein, erkenntlich
an dem Auftreten einer orangen Farbung und der Abscheidung schdéner,
orange gefirbter Krystillchen. Das Schiitteln wurde noch etwa 36 Stdn. fort-
gesetzt, dann rasch die Krystillchen mit weiteren 150 ccm wasser-freiem
Ather fast vollig von dem unverinderten Natriumpulver abdekantiert und
zu der #therischen Suspension der Natriumverbindung 5 g frisch im
Vakuum destilliertes Benzylchlorid (berechnete Menge + 109, Uber-
schufl) zugefiigt. Fast momentan trat unter Abscheidung von Kochsalz
Entfirbung ein. Aus der filtrierten atherischen Losung wurde der Ather
abdestilliert. Dabei schied sich bereits in der Wirme das Reaktionsprodukt
in derben weilen Krystallen ab. Nach dem vélligen Verjagen des Athers
wurde der Riickstand mit Methylalkohol verrieben, abgesaugt und getrocknet.
Ausbeute: 8 g. Schmelzpunkt des so erhaltenen Produktes 133—134° Durch
Umbkrystallisieren aus n-Propylalkohol erhilt man weille Blittchen, die bei
135.5—136° (unkorr.) schmelzen. Aus 3 TIn. Eisessig krystallisiert die Ver-
bindung in derben, sproden, farblosen Prismen vom Schmp. 136—136.5°
{unkorr.).

Die beim Verreiben mit Methylalkohol erhaltene Mutterlanuge schied auch
bei lingerem Stehen nichts ab.
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In den Untersuchungen iiber die Struktur tierischer Geriistsubstanzen,
insbesondere des Seiden-Fibroins, welche zur Klasse der Eiweilkérper
gehoren, sind in den letzten Jahren die réntgenographischen Methoden be-
sonders hervorgetreten. Die Vorstellung, welche aus den Ergebnissen der
Rontgen-Analyse abgeleitet war, es sei die Seidenfaser aus kleinen Ele-
mentarbausteinen aufgebaut, etwa von dioxo-piperazin-artiger Struktur?),
schien in dieser Form auch fiir die besondere physiologische Resistenz dieser
Korperklasse, ihre enzymatische Unangreifbarkeit, eine anschauliche FEr-
klirung zu bieten?). Zwar hat man diese Anschauungen unter dem Eindruck
der vor allem durch die Untersuchungen von K. H. Meyer und H. Mark?3)
geférderten Erkenntnis, daB die Réntgen-Analyse nur iiber die Symmetrie,
nicht ither die molekulare Struktur von Stoffen Aussagen erlaube, mehr und

3) Schlenk u. Bergmann, A. 463, 203 [1928].

1) R. O. Herzog und W. Jancke, B. §3, 2162 [1920]; R. O. Herzog, Naturwiss.
11, 152 [1923]; R. Brill, A. 434, 204 [1923].

%) E. Waldschmidt-Leitz nnd A. Schiffner, B. 58, 1356 [1925].

%) B. 61, 593, 1932, 1936, 1939 [1928].
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mehr verlassen; allein es sollte niitzlich sein, in den Erorterungen iiber die
chemische Struktur tierischer Skelettsubstanzen die physiologische Eigen-
art dieser Korper, die sie von den iibrigen Proteinen scharf unterscheidet,
mehr zu beachten. Denn die nun vorliegenden Erfahrungen iiber die Spezifitit
und iiber die Wirkungsweise proteolytischer Enzyme?) gestatten bestimmte
Riickschliisse auch auf die Struktur enzymatisch nicht angreifbarer Kom-
plexe, wenn auch ausschliefender Art. Sie werden erginzt durch Beobach-
tungen tiber die enzymatische Hydrolyse vonr Abbauprodukten aus
tierischer Geriistsubstanz, Keratin und Seiden-Fibroin, iiber die
wir nachstehend kurz berichten.

Eine enzymatische Zerlegbarkeit von Abbauprodukten des XKeratins,
ndmlich nach der Einwirkung von Hydroperoxyd oder von Brom-Eisessig
auf das Protein, hat vor einigen Jahren Z. Stary?®), aber noch nicht niit ein-
heitlichem und definiertem Enzymmaterial, beschrieben. Die Analyse mit
definierten Enzymen, die wir vorgenommen haben, hat nun zu dem Ergebnis
gefithrt, daBl die in Anlehnung an Stary gewonnenen Abbauprodukte
aus Keratin, welche schon von verd. Alkali leicht gelést werden, nur durch
tryptisches und gar nicht durch ereptisches Enzym gespalten werden. Man
hat daraus zu schlieBen, daf} bei der Einwirkung von Brom-Eisessig, wie von.
Hydroperoxyd auf Keratin keine Dipeptide, sondern nur Polypeptide frei-
gelegt werden, welche nicht wohl der Aufspaltung von Dioxo-piperazin-
Ringen entstammen kénnen. Es ist auch bemerkenswert, daf§ nach der An-
wendung der angefiihrten Abbauverfahren auf das Seiden-Fibroin nur
geringe Mengen léslicher und keine enzymatisch spaltbareu Produkte er-
halten werden. Die Aufsprengung der Ringsysteme, die mach unserer Vor-
stellung fiir diese Geriistsubstanzen kennzeichnend sein werden, diirfte im
Falle des Keratins unter dem FinfluB der schwefel-haltigen Reste, welche:
in Sulfogruppen iibergefiihrt zu werden scheinen, besonders leicht sich voll-
ziehen.

Zur enzymatischen Amnalyse des Seiden-Fibroins haben wir daher das
Produkt seiner unvollstindigen Hydrolyse durch Sdure, das sogen.
nSeiden-Pepton' ), auf seine enzymatische Zerlegbarkeit gepriift, wenn-
gleich der Grad seines Abbaus als nicht einheitlich und als willkiirlich
anzusehen ist. Auch hier beobachtet man eine weitgehende Spaltbarkeit.
durch tryptisches Enzym, wihrend die Produkte der tryptischen Ein-
wirkung ihrerseits noch einmer weitergehenden ereptischen Hydrolyse zu-
ginglich sind. Die SchluBfolgerung, die wir aus diesen Befunden ableiten,
daBl auch im Seiden-Pepton Polypeptide von hoherer Gliederzahl vorliegen,
wird gestiitzt durch die alten und zu wenig beachteten Beispiele der Isolierung
von Tetrapeptiden und Tripeptiden aus dem Seiden-Pepton zufolge E. Fischer
und E. Abderhalden?); auch entspricht sie den Beobachtungen von
P. Brigl und E. Klenk?) iiber die Aufspaltung eines anderen Skleroproteins,
des Elastins, mittels Phthalsiure-anhydrids, die zur Bildung von Phthalyl-
polypeptiden fiihrt.

Durch die angefithrten Befunde erscheint die Gegenwart lidngerer Poly-
peptid-Ketten auch in den Proteinen der Geriistsubstanz sichergestellt, so

1) vergl. E. Waldschmidt-Leitz, Collegium 1928, 543.

5) Ztschr. physiol. Chem. 144, 147 [1925].

¢ E. Fischer und E. Abderhalden, B. 39, 754 [1906].

} B. 40, 3544 [1907]. 8) Ztschr. physiol. Chem. 181, 66 [1923].
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wie sie auch aus rdéntgenographischen Beobachtungen von K. H. Meyer
und H. Mark?® fiir das Fibroin der Seide abgeleitet wird. Wenn hierin
die Skleroproteine mit der groflen Zahl der loslichen und enzymatisch zer-
legbaten EiweiBstoffe Ubereinstimmung zeigen, so fragt man nach der
Ursache des besonderen chemischen und physiologischen Verhaltens der
Geriistsubstanzen, fiir das sich in einer abweichenden Zusammensetzung
keine Erklarung bietet, und das auch nicht durch einen verschiedenen Grad
der micellaren Aggregation allein bedingt sein koénnte; man wird es auf
strukturelle Unterschiede zuriickzufithren haben. Der Gedanke erscheint
naheliegend und diskutierbar, daf die in den Proteinen der Geriistsubstanz
vorliegenden lingeren Peptid-Ketten durch eine siureamid-artige Verkniipfung
ihrer endstindigen Gruppen zu lidngeren, gestreckten Ringsystemen
zusammengeschlossen werden, wie sie nach neueren rontgenographischien
Messungen von J. R. Katz!?) auch bei anderen hochmolekularen Substanzen
angetroffen werden. Mit der aus der Réntgen-Analyse hervorgehenden
Svminetrie, etwa filr das Beispiel des Seiden-Fibroins, erscheint diese Vor-
stellung sehr wohl vereinbar, falls die jeweils reagierenden Peptide von
gleicher Gliederzahl sind. Auch scheint uns die besondere Annahme eines
micellaren Zusammenschlusses ungleict: langer Hauptvalenz-Ketten, wie sie
von K. H. Meyer!!) zur Deutung unvollkommener oder fehlender gitter-
miliger Anordnungen herangezogen wird, kaum nétig, wenn man bedenkt,
daB die meisten der bekannten FiweiBstoffe, auch in den einfacheren Fillen,
noch Gemische einander im chemischen Charakter dhnlicher und schwer
trennbarer Komponenten??) darstellen werden. So geht aus einer demnichst
zu verdffentlichenden Untersuchung aus unserem Laboratorium ,,Uber
Protamine” hervor, daBl auch diese einfach zusammengesetzten Proteine,
die man nach ihrer Darstellung und nach ihrem physiologischen Verhalten
filr einheitlich zu halten geneigt sein kdnnte, aus Komponenten ganz ver-
schiedenartiger Zusammensetzung bestehen, in welche sie sich aufldsen
lassen. Die Aufgabe, den strukturellen Aufbau der Einzelkomponenten zu
ermitteln und nach einer formelmafligen Wiedergabe dafiir zu suchen, er-
scheint mit ihrer Aufteilung nur der Ldsung niher geriickt, aber kaum weniger
bedeutungsvoll.

Beschrefbung der Versuche.

I. Spaltbarkeit der Einwirkungsprodukte von Brom-Eisessig
auf Keratin und Fibroin.

1. Einwirkung von Brom-Eisessig auf Keratin.

24 g mit Sodalésung gewaschene und mit Ather erschépfend extrahierte
Haarabfalle (aus menschlichem Haar) behandeltz man, den Angaben
von Z. Stary?) folgend, 4 Wochen unter tunlichstem Ausschlufl von Licht

% B. 61, 1932 [1928]; K. H. Meyer, Biochem. Ztschr. 208, 1, u. zw. S. o
[1929].

10} Vortrag, gehalten auf der Tagung der Siidwestdeutschen Chemie-Dozenten
in Freiburg i. Br. im April 1929 (Ztschr. angew. Chem., im Druck).

11) vergl. Biochem. Ztschr. 208, 1, u. zw. S. 11 [1929].

1%) vergl. die Beobachtungen iiber die komplexe Natur des Caseins von K. Linder-
strom-Lang, Ztschr. physiol. Chem. 176, 76 [1928].

13y Ztschr. physiol. Chem. 144, 147, u. zw. S. 151 [1925].
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mit 24 g Brom in 200 ccm Eisessig und trennte in der Zentrifuge vom
Ungelosten. Aus der Losiung isolierte man durch Ausfillen mit Wasser und
wiederholtes Umfallen des Niederschlags aus verd. Sodaldsung mittels Essig-
siure einen groflen Teil der gelosten Substanz (Prap. A), wihrend der Riick-
stand von der Bromierung gleichfalls durch 3-maliges Umfillen mit Essig-
sdure aus Sodalosung, in welcher er sich vollstindig loslich erwies, gereinigt
wurde (Prip. B). Die mit Wasser nicht fillbare Fraktion der Brom-Eis-
essig-Losung enthielt noch betrdchtliche Mengen Substanz, welche man
durch Findampfen zur Trockne vom Lgsungsmittel und von {iberschiissigem
Brom nach Moglichkeit befreite (Prap. C); sie war dann 1l6slich in Wasser,
aber infolge der vorgenommenen Operationen wohl weitgehend verindert;
wir priiften daher nur ihr Verhalten gegeniiber ereptischem Enzym.

Die Priifung auf enzymatische Spaltbarkeit nahm man an den in Wasser
gelosten bzw. darin suspendierten Priparaten unter vergleichbaren Be-
dingungen vor und verfolgte ihre Hydrolyse durch Messung des Aciditits-
Zuwachses in alkoholischer Ldsung.

Tabelle 1.

Enzymatische Spaltbarkeit der Reaktionsprodukte von Brom-
Eisessig und Keratin.
(Substratmenge entspr. einem Gehalt von 28 mg Stickstoff; 0.9 T.-(e.), mit Enterokinase
aktiviert, bzw. o.0014 Er.-E.14); py = 8.2 fiir die tryptische, bzw. 7.8 fiir die ereptische
Wirkung; 30 Gesamtvolumen 15.0 ccm; Angaben bedeuten den Aciditdts-Zuwachs
in cem o.2-n. KOH).

Trypt. Hydrolyse nach Stdn. Erept. Hydrolyse nach Stdn.
Angew. Priparat 20 40 20 40
A 1.I0 I.I0 0.00 0.02
B 1.50 2.20 0.02 0.03
c — — 0.20 0.20

2. Einwirkung von Brom-FEisessig auf Seiden-Fibroin.

10 g getrocknetes Seiden-Fibroin, nach den Angaben von E. Fischer
und A. Skital®) von Seiden-Leim befreit, wurden 3 Wochen bei Zimmer-
Temperatur der Einwirkung von Io g Brom in 85 ccm Eisessig unter-
worfen. Das durch Waschen mit Eisessig von Brom befreite und im Ex-
siccator getrocknete Fibroin war danach makroskopisch verandert und leicht
pulverisierbar, aber in Wasser und in verd. Sodalésung noch unléslich;
auch nach noch 2z-mal wiederholter Einwirkung der Brom-Eisessig-Isung,
die wir mit einer Probe der Substanz vernahmen, war ibr I6slichkeitsverhalten
nicht verindert. Die vom Unléslichen in der Zentrifuge abgetrennte Brom-
Eisessig-Losung enthielt im Gegensatz zu der entsprechenden I 4sung aus
Keratin nur eine geringe Menge geloster stickstoff-haltiger Substanz; sie
gab beim Verdiinner mit Wasser nur wenig flockige Abscheidung, anscheinend
einer Verunreinignng des Fibroins entstammend; ihte Priifung auf enzy-
matische Spaltbarkeit wie die des ungelosten Fibroins nahm man, wie oben
beschrieben, vor.

14) Die Enzym-Losung bestand aus einem Gemisch von Dipeptidase nnd Poly-
peptidase aus Darm-Schleimhaut. 15) Ztschr. physiol. Chem. 33, 177 [1901].
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Tabelle 2. Enzymatische Spaltbarkeit der Reaktionsprodukte
von Brom-Eisessig und Seiden-Fibroin.
(Substratmenge entspr. einem Gehalt von 28 mg Stickstoff (als Suspension angewandt);
0.9 T.-(e.), mit Enterokinase aktiviert, bzw. o0.0014 Er.-E.; py = 8.2 fiir die tryptische,
bzw. 7.8 fiir die ereptische Wirkung; 30°; Gesamtvolumen 15.0 ccm; Angaben be-
deuten den Aciditits-Zuwachs in com o.2-n. KOH).
Trypt. Hydrolyse nach Stdn. Erept. Hydrolysc nach Stdan.

Angew. Priparat 20 40 20 40
Ungelostes Fibroin . ... 0.01 0.01 0.00 0.00
Wasser-Fill. d. Broui-

Yisessig-I.6sung ..... 0.0I 0.01 0.00 0.01I

1I. Spaltbarkeit der Einwirkungsprodukte von Hydroperoxyd
auf Keratin und Fibroin.

Linwirkung auf KXeratin: zog Keratin (aus Menschenhaar) be-
handelte man nach Z. Stary ) 4 Wochen lang mit der Losung von 24 cciu
Perhydrol in 160 ccm 4-n. HySO,. Den durch Waschen in der Zentrifuge
mit Wasser von Schwefelsdure und iiberschiissigem Hydroperoxyd befreiten
Riickstand reinigte man durch mehrmaliges Aufl§sen in verd. Sodalésung
und Ausfillen mittels Essigsiure (Prap. A); er betrug etwa 507, von der
angewandten Keratin-Menge und erwies sich als leicht pulverisierbar. Aus
dem in der Zentrifuge abgetrennten, Hydroperoxyd und Schwefelsiure ent-
haltenden Extrakt entfernte man die Schwefelsiure mit Baryt und gewanu
aus dem Filtrat vom Bariumsulfat durch Eindampfen zur Trockne- die
geléste Substanz (Prip. B); sie war leicht léslich in Wasser.

Einwirkung auf Fibroin: 12 g Fibroin wurden wihrend 4 Wochen
mit der Losung von 15 ccm Perhydrol in 100 ccin 4-n. H,SO, behandelt.
Nach dieser Einwirkung war das Fibroin schwach rétlich gefirbt, seine
Menge war um etwa 13%, vermindert. Die durch Waschen mit Wasser
von Hydroperoxyd und Schwefelsiure befreite Substanz war in verd. Soda-
lésung nicht 18slich; wir verwandten daher zur Priiffung auf enzymatische
Spaltbarkeit ihre wafrige Suspension!?). Aus der Hydroperoxyd-Schwefel-
siure-Loésung gewaunen wir nach Entfernen der Schwefelsiure, wie oben,
und Eindampfen zur 1rockne eine geringe Menge wasser-loslicher Substanz
(Prép. B).

Tabelle 3. Enzymatische Spaltbarkeit der Reaktionsprodukte
von Hydroperoxyd mit Keratin und Fibroin.
(Substratieuge entspr. einemn Gehalt voun 28 mg Stickstoff; 0.9 T.-(c.), mit Iintero-
kinase aktiviert, bzw, 0.0008 Lr.-E.%¥); py = 8.2 fiir die tryptische, bzw. 7.8 fiir dic
creptische Wirkung; 30°; Gesamtvolunen 15.0 ccn; Aungaben bedeuten den Aciditéts-
Zuwachs in cem o.2-n. KOH).

Trypt. Wirkung beim Prip. aus Erept. Wirkung beim Prip. aus

Angew. Prip. Keratin Fibroin Keratin Fibroin
1. 20 40 20 40 Stdut.  n. 20 40 20 40 Stdn.
A 1.75  2.10 0.0 001 0.05 — 0.0 0.01
B o.80  0.80 0.0  0.0I 0.25  0.55 000 0.02

16) Ztschr. phiysiol. Chem. 144, 147, w. zw. 8. 166 [1925].

17) Auch nach wiederholter Einwirkung von Hydroperoxyd und Schwefelsdure
unter den angefiihrten Bedingungen, bei welcher eine weitere Gewichtsabnabue des
Fibroins zu verzeichuen war, trat eine Anderung der I8slichikeit oder der enzymatischen
Angreifbarkeit nicht ein.

1) Gemisch von Dipeptidase und Polypeptidase aus Darm-Schlcimhaut,

Berichte d. D. Chem, Gesellschaft. Jahrg, LX1I. 122
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III. Spaltbarkeit von ,,Pepton” aus Fibroin und Lydroperoxyd-
behandeltem Fibroin.

Aus dem Seiden-Fibtoin und aus dem mit Hydroperoxyd bebandelten
liibroin stellten wir nach dem Vorbilde von E, I'ischer und E. Abder-
halden’) durch 5-tigige Einwirkung von 7o-proz. Schwefelsiure jm His-
schrank die Pepton-Losungen dar, welche dann mittels Baryvts unter Eis-
kiithlung von der Schwefelsiure befreit wurden. Die Einwirkung der proteo-
Ivtischen linzyme priiften wir unter vergleichbaren Bedingungen und jeweils
bis zumn Stillstand der enzymatischen Reaktion und verfolgten sie durch
alkalimetrische Bestimniung des Aciditits-Zuwachses in alkoholischer Losung.
Zur Beurteilung der Vollstindigkeit der enzvmatischen Hydrolyse diente
der Vergleich mit der Hydrolyse durch verd. (25-proz.) Schwefelsiure bei
140°, deten Ausmall durch Bestimmung der freien Aminogruppen nach
van Slyvke ernttelt war.

Tabelle 4.
Linzymatische Hyvdrolyse von ,,Pepton” aus IFibroin und hydro-
peroxyd-behandeltem Ifibroin.
(Pepton-Losung entspr. einem Gehalt von 28 mg Stickstoff; Trypsin mit Interokinase
aktiviert; Erepsin-Losung (Dipeptidase + Polypeptidase) aus Darm-Schleiinhaut; py =
3.2 fiir die tryptisclie, bzw. 7.8 fiir die ereptische Wirkung; 30°; Gesamtvolumen 15.0 cem;
Angaben Dbedeuten den Zuwachs an cem 0.2-p. COOH, bzw. NH,).

Hydrolyse von

Angew. Pepton Pepton aus mit 11,0,
Angew. Reagens Lnzym-Einl. aus Fibroin behandelt. Fibroin
n. 12 24 36 Stdu. 12 24 36 Stdu.
Tryps.-Kin., 1. EBinw. o3 I1.16 1.I0 — 0.70 070 —
' 2. , 1o 0.55 0.55 — 0.70 071 = —
" 3. , L0 0.00 0.00 —- 0.00 0.0 —
Tireps. n. Tr.-K., 1. Finw. o.0010 0.70 I.I0 I1.I0 0.50 0.50  ——
. R 2. ., 0.0010 0.50  0.90  0.90 0.35 0.35 —
" . " 3 ) 0.0010 0.60  0.00 —— 0,30 0.30 e
. oo e ,,  0.0010 0.30 0.30  — 0.I0  0.10 -
Sunnie: 4.55 2.07
Lirepsin, 1. Tiinw. o.0010 0.50 0.80 0.80 080 I.00  1.00
' 2. ' 0.0010 0.50 080 0.80 —_ —— —
' 3. - 0.0010 0.30  0.30 — — — —
. 4. ,,  0.00I0 0.02 003 — — — —
Summe: 1.93
23-proz. H,80,, 48 Stdu. 7.50

Der Notgemeinschaft der Deutsclien Wissenschaft danken wir
ergebenst fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel.

19) B. 39, 754 {1906].
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