Der Nachweis einer strukturellen Anderung des Haemo-
globins bei der Aufnahme von Sauerstoff 148t es mog-
lich erscheinen, daB3 auch andere Enzyme bei der Ver-
einigung mit ihrem Substrat ihre Struktur idndern und
daB dies vielleicht ein wichtiger Faktor bei der enzyma-
tischen Katalyse ist.
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Myoglobin und die Struktur der Proteine
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LABORATORY OF MOLECULAR BIOLOGY, CAMBRIDGE (ENGLAND)

Einleitung

Als ich mich gegen Ende des 2. Weltkrieges zum ersten
Male fiir die Struktur der Proteine interessierte, war ich
davon iiberzeugt, daB dieses Problem vor allen anderen
die Aufmerksamkeit derer verdiente, die sich mit den
Grundlagen der Biologie befassen. Wire mein Inter-
esse einige Jahre spiter geweckt worden, so hitte ich
zweifellos bemerkt, daB hier nicht nur eine, sondern so-
gar zwei grundlegende Fragen unbeantwortet waren: die
Struktur der Proteine und die Struktur der Nucleinsiu-
ren. Die zweite Frage wurde spiter gestellt und frither
beantwortct. Fiir mich jedoch schien in den vierziger
Jahren nur eine Frage das Interesse desjenigen wert zu
sein, der chemische und physikalische Methoden auf
Problem: der Biologie anwenden wollte. Weiter schien
die Rontgenstrukturuntersuchung die einzige erfolgver-
sprechende Methode zur Bestimmung der Struktur so
groBer und kompliziert gebauter Molekiile, wie die
Proteine es sind, zu sein. Riickblickend wiirde ich sagen,
daB meine nahezu vollige Unkenntnis dieser Methode
ein gliicklicher Umstand gewesen ist, insofern als sie
mir verbarg, wie wenig sich die damalige Technik der
Rontgenkristallographie zur Strukturbestimmung von
Molekiilen mit vielen tausend Atomen eignete; es war
wirklich ein Fall gliickseliger Unwissenheit.

Einige Jahre lang blieb die Lage unverdndert. Vieles
wurde versucht, aber nichts lieB eine endgiiltige Losung
erhoffen, bis mein Kollege Dr. Max Perutz zeigte, daB
die Methode des isomorphen Ersatzes, die man bis

[*] Wir danken dem Autor und dem Nobel-Komitee, Stockholm,
fiir die Genehmigung zum Druck dieses Vortrags.
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dahin in der Kristallographie ziemlich selten und auf
dem zur Diskussion stehenden Gebiet uberhaupt nicht
angewendet hatte, fur die Losung des Protein-Problems
geradezu ideal war. Seine erste erfolgreiche Anwendung
dieser Methode bei der Untersuchung der Himoglobin-
Struktur gab die Grundlage fiir alle folgenden Arbeiten,
meine eigenen eingeschlossen. Perutz hat die Methode
in seinem Vortrag [1] beschrieben, so daB ich iber Fra-
gen der Methodik nur soweit berichten werde, wie sie
spezielle Bedeutung fiir meine eigenen Arbeiten haben.

Die Wahl des Themas und der Methode waren fiir
mich ohne Problem gewesen; nicht so die Wahl des
Materials. Es sollte ein Protein von niedrigem Mole-
kulargewicht sein, das sich leicht in groBerer Menge
darstellen lieB3, gut kristallisierte und noch nicht ront-
genographisch untersucht war. Diesen Bedingungen
schien das Myoglobin zu geniigen; auflerdem hatte es
den Vorteil, mit dem Hdmoglobin verwandt zu sein,
dem sich Perutz seit einigen Jahren gewidmet hatte,
und wie dieses die sehr bedeutende und interessante bio-
logische Funktion der reversiblen Sauerstoff-Aufnahme
zu erfiillen. Es zeigte sich spater, daB das Myoglobin
aus einer einfachen Polypeptidkette von etwa 150 Ami-
nosdureresten besteht, die mit einer Himgruppe ver-
bunden ist. DaB sein Molekulargewicht zu dem des
Hiamoglobins im Verhiltnis 1:4 steht, ist kein zufilliges
Zusammentreffen; vielmehr beruht dieses Verhiltnis auf
einer grundlegenden strukturellen Verwandtschaft, die
beim Vergleich der Molekiilmodelle beider Proteine

[1] M. Perurz, Angew. Chem. 75, 589 (1963).
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deutlich wurde. Am Anfang galt unsere Aufmerksam-
keit jedoch stidrker den praktischen Problemen, deren
Lésung mehrere Jahre brauchte, als hypothetischen
strukturellen Beziehungen.

Untersuchungsmaterial

Zunidchst war es notwendig, eine Tierart zu finden, de-
ren Myoglobin morphologisch und strukturell brauch-
bare Kristalle bildete. Die Suche danach fiihrte uns weit
umbher und schlieBlich zum Pottwal, Pliyseter catodon.
Unser Material kam aus Peru oder der Antarktis.
Brauchbar ist auch das Myoglobin des gewdhnlichen
Sechunds, dessen Struktur jetzt von Dr. Helen Scouloudi
an der Royal Institution in London untersucht wird.

Nachdem sich die Methode des isomorphen Ersatzes
zur Aufklarung einer Proteinstruktur als brauchbar er-
wiesen hatte, bestand unsere Aufgabe darin, jedes Pro-
teinmolekiil im Kristall an definierten Stellen mit einer
kleinen Zahl sehr schwerer Atome zu markieren. Myo-
globin besitzt keine Sulfhydryl-Gruppe, deren Anwe-
senheit im Hadmoglobin Perutz und /ngram so erfolg-
reich zur Anlagerung von Quecksilber-Verbindungen
benutzten; wir mufiten nach anderen Wegen suchen.
Versuche, Liganden mit schweren Atomen an die Him-
Gruppe anzulagern, blieben zum groBten Teil erfolg-
los, da die Liganden bereits durch Spuren von Sauer-
stoff, die praktisch nicht auszuschlieBen waren, rasch
verdriangt wurden. So mufliten wir mehr empirisch ver-
fahren. Wir lieBen Myoglobin in Gegenwart von Metall-
ionen kristallisieren und beobachteten, ob auf den Ront-
genaufnahmen Anderungen zu erkennen waren. Weitere
Untersuchungen waren erforderlich, um festzustellen,
ob die Substitution an einer einzigen Stelle stattgefun-
den hatte, wie wir es wiinschten. Da es hierfiir keine
theoretische Grundlage gab, muBten wir viele Liganden
— einige hundert — ausprobieren, bis zwei oder drei
gefunden waren, die unsere ziemlich scharfen Bedin-
gungen erfiillten. Miihselige empirische Untersuchun-
gen dieser Art erwarten immer noch alle, die auf diesem
Gebiet arbeiten, und begrenzen die Anwendbarkeit der
Methode des isomorphen Ersatzes. Eine rationelle und
allgemein brauchbare Losung dieses Problems wiirde
mehr als alles andere zur ErschlieBung des Gebietes
beitragen.

Gang der Analyse (2,3]

Perutz hatte die Methode des isomorphen Ersatzes beim
Himoglobin zunichst angewendet, um eine zweidimen-
sionale Projektion der Struktur zu erhalten. Wir taten
das gleiche beim Myoglobin. Die Zahl der Rontgen-
reflexe, die man fiir eine solche Projektion bendtigt, ist
verhidltnismiBig klein, und die Ldsung des Phasen-
Problems ist einfach; sogar mit einem einzigen isomor-

[2)J. C. Kendrew u. R. G. Parrish, Proc. Roy. Soc. (London) Ser.
A 238, 305 (1956).

[3) M. M. Bluhm, C. Bodo, H. M. Dintzis u. J. C. Kendrew, Proc.
Roy. Soc. (London) Ser. A, 246, 369 (1958).
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phen Ersatz sind die Resultate eindeutig. Doch ist die
Auskunft {iber die Struktur, die eine solche Projektion
hergibt, praktisch gleich Null, da sich in einem so kom-
plizierten Molekiil viele Atome liberlagern. Es war da-
her von vornherein klar, daB3 eine dreidimensionale
Strukturbestimmung noétig sein wiirde, um eine rdum-
liche Wiedergabe der Elektronendichte liber den ganzen
Kristall zu erhalten. Dies erforderte die Einbeziehung
einer viel gréferen Zahl von Reflexen, die Berechnung
von allgemeinen Phasen und schlieBlich fiir eine ein-
deutige Losung den Vergleich mehrerer Derivate, die
an verschiedenen Stellen des Molekiils mit schweren
Atomen substituiert waren.

Das Beugungsbild eines Myoglobinkristalls enthdlt min-
destens 25000 Reflexe. Als wir 1955 mit diesen Unter-
suchungen begannen, standen keine Rechenanlagen zur
Verfiigung, die schnell genug arbeiteten, um Fourier-
Synthesen mit so vielen Gliedern zu berechnen; auBer-
dem war die Methode unbewiesen, und es schien ratsam,
sie zundchst an einem kleinen Teil der Daten zu iiber-
priifen.

Abb. 1. Beugungsbild eines Myoglobin-Kristalls, aufgenommen mit

der Pricessionskamera.

Wir konnen die Rontgenaufnahme eines Myoglobin-
Kristalls (Abb. 1) als zweidimensionalen Schnitt durch
eine dreidimensionale Anordnung von Reflexen be-
trachten. Jeder Reflex entspricht einem Fourier-Koeffi-
zienten, und die gesamte Struktur 146t sich durch Ver-
wendung aller dieser Koeffizienten als Glieder einer
Fourier-Reihe rekonstruieren.

Wie Perutz in seinem Vortrag [1] gezeigt hat, liegen die
Reflexe der hoheren Ordnungen, aus denen sich die
Feinheiten der Struktur ergeben, an der AuBenseite der
Aufnahme. Daher erhidlt man eine Wiedergabe des
Molekiils mit geringer Auflosung, wenn man nur die
Reflexe innerhalb einer kugelfrmigen Oberfldche in der
Mitte der Aufnahme beriicksichtigt. Durch Verdoppe-
lung des Radius der Kugel (die dann achtmal so viel
Reflexe enthilt) wird auch die Auflosung der Elektro-
nendichteverteilung verdoppelt.

Wir beschlossen, die Strukturaufkldrung in drei Stufen
vorzunehmen. Fir die erste, 1957 abgeschlossene Stufe
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beriicksichtigten wir 400 Reflexe und erhielten eine Auf-
16sung von 6 A; die zweite Stufe (1959) umfaBte etwa
10000 Reflexe und ergab eine Auflgsung von 2 A ; die
dritte (noch nicht beendete) Stufe beriicksichtigt alle zu
beobachtenden Reflexe — ca. 25000 — und gibt eine Auf-
16sung von 1,4 A. Es sei daran erinnert, daB sich Poly-
peptidketten in Abstinden von § bis 10 A zusammen-
lagern, dall Atome (auBer Wasserstoff) benachbarter
Gruppen, die durch van der Waalssche Krifte, Wasser-
stoffbriicken oder Ladungsiiberginge zusammenge-
bracht werden, 2,8 bis 4 A voneinander entfernt sind,
und daf3 der Abstand zweier kovalent gebundener Atome
1 bis 1,5 A betrigt. Daraus folgt, daB in den drei Stufen
zundchst die Gestalt der Polypeptidketten, dann die
Lage von Atomgruppen und schlieBlich die Lage ein-
zelner Atome sichtbar werden soliten. Der dritte Schritt
mit einer Auflosung von 1,4 A miifte benachbarte, ko-
valent gebundene Atome unterscheiden konnen, aber
damit ist die Grenze des Verfahrens erreicht, denn tiber
diesen Punkt hinaus kénnen auf der Beugungsaufnahme
keine Reflexe mehr beobachtet werden. Diese Grenze
entspricht einem geringeren Ordnungsgrad als er bei
Kristallen von weniger kompliziert gebauten Molekiilen
iiblich ist; der Ordnungsgrad des Myoglobins ist jedoch
héher als der fast aller anderen Proteine, und auci dies
war ein Grund fiir die Wahl dieses Proteins zur Unter-
suchung.

Bevor ich die Ergebnisse der drei Schritte beschreibe, will ich
noch einimal auf die Frage der Rechenautomaten zurlick-
kommen. Wie aus dem folgenden hervorgeht, wichst die Zahl
der strukturellen Informationen mit der Auflésung. Da der
Helix-Anteil des Myoglobins mit 75 %; betrichtlich groBer ist
als der der meisten anderen Proteine, lieBen sich hier die Poly-
peptidketten bereits bei 6 A Auflisung und die Verzweigungs-
stellen der Seitenketten schon bei 2 A Aufissung gut er-
kennen. Oft konnte die Scitenkette bercits identifiziert wer-
den, ohne daB die einzelnen Atome sichtbar waren. Wahr-
scheinlich ist man bei anderen Proteinen viel stirker auf
hohere Aufiosungen angewiesen.

Der Rechenaufwand nimmt aber sehr rasch mit der Hihe der
Aufliosung zu. Bereits beim ersten Schritt unserer Analyse ar-
beiteten wir mit einem clektronischen Rechenautomaten,
EDSAC I, der — obwohl an dcn heutigen Verhiltnissen ge-
messen klein und langsam — damals eines der ersten Gerate
dieser Art war; die Fourier-Synthesen des Myoglobins waren
meines Wissens die ersten kristallographischen Berechnungen,
die mit einem Elcktronenrechner ausgefithrt wurden. Die so
begriindete Mecthode wurde spiiter allgemein gebriuchlich.
Auf jeder Stufe der Myoglobin-Untersuchung verwendeten
wir Rechenanlagen, die zu den schnellsten gehorten. Heute
stehen uns sehr groBe und sehr schnelle Rechenautomaten wie
EDSAC I1 und IBM 7090 zur Verfiigung. Aber viele Proteine
sind groBer als das Myoglobin und werden noch bessere
Rechenanlagen erfordern.

Fin weiteres Problem ist die Datensammlung und Datenver-
arbeitung. Bei der Myoglobin-Untersuchung wurden die
MeBwerte fiir die Synthesen bei 6 A und 2 A zum gréBten
Teil auf dem konventionellen photographischen Weg erhal-
ten, aber bereits bei der 2-A-Stufe erforderte die Phasenbe-
stimmung fiir 9600 Reflexe die Messung von insgesamt etwa
250000 Werten fiir mehrere Schweratom-Derivate und bei
unterschiedlichen Belichtungszeiten. Dies liegt an der Grenze
des praktisch Moglichen, besonders da wir uns das Ziel ge-
setzt hatten (und erreichten), daB der mittlere Fehler bei der
Bestimmung der Strukturamplituden nur 2 bis 4 9 betragen
sollte; personlich wiirde ich eine solche Arbeit kein zweites
Mal unternehmen.

Bei hoherer Auflosung machen Bestrahlungsschiden an den
Kristallen die photographische Technik sehr schwierig,
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wenn nicht ganz unméglich [*]. Glicklicherweise wurde
gerade zu der Zeit, als wir mit der letzten Stufe der
Arbeit begannen, ein automatisches Diffraktometer ver-
fugbar, das meine Kollegen Dr. U.W. Arndt und Dr. D. C.
Phillips entworfen hatten; mit diesem Gerit kénnen wir
die Intensititen aufeinanderfolgender Reflexe mit cinem
Proportionalzihler messen, auf Lochstreifen schreiben und
diese direkt in einen schnell arbeitenden Rechenautoma-
ten geben. Zweifellos sind Apparaturen zur automatischen
Datensa.nmlung sowie grofle und schnell arbeitendc Rechen-
anlagen fiiy Rontgenstrukturuntersuchungen, besonders der
Proteine, wesentlich.

Myoglobin bei 6 A Auflésung 4,5]

Die dreidimz=nsionale Elektronendichteverteilung in
einem Kristall stellt man gewohnlich mit einer Serie von
Konturze:chnungen auf transparenten Bléttern dar, die
iibereinandergelegt werden; das so fiir Myoglobin bei
6 A Auflosung erhaltene Bild zeigt Abb. 2.

Abb. 2. Fouriersynthese von Myoglobin bei ciner Auflosung von 6 A.

Bei einem fliichtigen Blick auf die Zeichnung scheint sie
aus einer groBen Zahl stabférmiger Abschnitte zu be-
stehen, die an den Enden zusammenhéngen und sich un-
regelmiBig iiber die Struktur verteilen. In jedem Mole-
kiil finden sich weiter eine stark abgeflachte Scheibe
hoher Elektronendichte und mehrere Gebiete gleicher
niedriger Elektronendichte, die miteinander verbunden
sind. Die stabférmigen Abschnitte kénnen mit den Poly-
peptidketten, die Scheibe mit dem Eisenatom und sei-
nem angegliederten Porphyrinring und die Gebiete ge-
ringer Elektronendichte mit der Fliissigkeit identifiziert
werden, welche die Rdume zwischen benachbarten Mo-
lekiilen ausfiillt. Aus dieser Darstellung lie$ sich ein
einzelnes Protein-Molekiil ,,herausschneiden‘*; seine
Grenzen deutet die umgebende Fliissigkeit an. Ein maB-
stibliches Modell dieses Protein-Molekiils ist in Abb. 3
wiedergegeben.

[*] Anm. d. Ubers.: Die Reflexe der hoheren Ordnungen, die zur
hoheren Aufldsung bendtigt werden, sind gewohnlich sehr
schwach und erfordern daher eine sehr lange Belichtungszeit. Bei
sehr langer, seltener bei kurzer, Bestrahlungsdauer kdnnen im
Kristall morphologische oder chemische Verinderungen auftre-
ten; die Rontgenaufnahmen sind dann nicht mehr brauchbar.

[4) J. C. Kendrew, G. Bodo, H. M. Dintzis, R. G. Parrish, H.
Wyckoff u. D. C. Phillips, Nature (London) /81, 666 (1958).

[S1G. Bodo, H. M. Dintzis,J. C. Kendrew u. H. W. Wyckaoff, Proc.
Roy. Soc. (London) Ser. A, 253, 70 (1959).

597



Die Polypeptidkette konnte zum groBiten Teil als kon-
tinuierliches Gebiet hoher Elektronendichte verfolgt
werden, doch blieben einige zweifelhafte Stellen, be-
sonders in den unregelmédBigen Gebieten zwischen zwei
stabformigen Gebilden.

Das Auffilligste an diesem Molekiil war seine Unregel-
miBigkeit und das vollige Fehlen einer Symmetrie. Um
so bemerkenswerter war daher die spitere Beobachtung
von Perutz, daB jede der vier Untereinheiten des Himo-

[A79] ]I

Abb. 3. Modell des Myoglobin-Molekiils aus der 6-A-Fourier-Synthese.
Die Him-Gruppe ist die dunkelgraue Scheibe in der Mitte oben.

globins dem Mpyoglobin-Molekiil trotz der groBen
Unterschiede in Herkunft und Aminosdurezusammen-
setzung sehr dhnlich ist. Wie erwartet, war es bei der
Auflésung von 6 A nicht méglich, irgendwelche Schliisse
auf die Faltung der Polypeptidkette zu ziehen und Sei-
tenketten zu sehen oder gar zu identifizieren.

Myoglobin bei 2 A Auflésung [6]

Um eine Auflosung von 2 A zu erhalten, muBiten die
Phasen von etwa 10000 Reflexen bestimmt und eine
Fourier-Synthese mit der gleichen Zahl von Gliedern
berechnet werden. Wie bereits erwdhnt, ist mit dieser
Aufgabe etwa die Grenze der photographischen Auf-
nahmetechnik erreicht. Die Fourier-Synthese (vorbe-
reitende Rechnungen von betrdchtlichem Umfang und
grofBer Schwierigkeit nicht eingeschlossen) beanspruchte
etwa 12 Stunden ununterbrochener Rechenzeit auf einer
sehr schnellen Maschine (EDSAC II). Die Elektronen-
dichtefunktion wurde fiir etwa 100000 Punkte im Mole-
kiil berechnet und ist in Abb. 4 in einer dreidimensiona-
len Zeichnung dargestellt.

In dieser Abbildung blickt man entlang der Achse eines
der geraden, stabformigen Abschnitte der Polypeptid-
kette, die bei geringerer Auflosung zu erkennen waren;

[6]1J. C. Kendrew, R. E. Dickerson, B. E. Strandberg, R. G. Hart,
D. R. Davies, D. C. Phillips u. V. C. Shore, Nature (London) 185,
422 (1960).
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Abb. 4. Fourier-Synthese von Myoglobin bei einer Auflésung von 2 A
(Ausschnitt). Die Abbildung zeigt einen Helix-Abschnitt der Polypeptid-
kette vom Ende her gesehen.

man sieht, dafl der Stab sich nun zu einem geraden hoh-
len Zylinder aufgelost hat. Eine Untersuchung der
Elektronendichteverteilung auf der Oberfliche dieses
Zylinders (und anderer) zeigte, dal3 sie auf die Anord-
nung von Atomen in einer «-Helix palBt, wie sie Pauling
und Corey 1951 fiir die Ketten-Konfiguration in der
«-Familie faserformiger Proteine gefordert haben. Eine
sorgfiltige Analyse der Elektronendichteverteilung er-
gab, daB nahezu alle Helix-Abschnitte genau gerade
sind und daB ihre Abmessungen innerhalb der Fehler-
grenze der Analyse mit den Daten von Pauling und Corey
iibereinstimmen. Weiter kann man direkt die Orientie-
rung jeder Seitenkette relativ zu den Atomen der Helix
erkennen und auf Grund unserer Kenntnis der absolu-
ten Konfiguration der L-Aminosduren zeigen, daB alle
Helices rechtsgidngig sind.

A293.5

Abb. S. Fourier-Synthese von Myoglobin bei einer Aufldsung von 2 A

(Ausschnitt), Him-Gruppe von der Seite gesehen,
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Ein anderer Blick auf die Elektronendichteverteilung
(Abb. 5) zeigt die Him-Gruppe von der Seite als flache
Scheibe mit dem Eisenatom in der Mitte. Zu unserer
Uberraschung fanden wir, daB3 das Eisenatom um mehr
als 0,25 A auBerhalb der Ebene dieser Gruppe liegt.
Wenig spiter horten wir von Dr. Koenig von der John-
Hopkins-Universitit, daB er die gleiche Erscheinung bei
der Strukturanalyse des Hiamins beobachtet hatte. Wir
konnten weiter sehen, dafl das Eisenatom mit einem der
Helix-Abschnitte der Polypeptid-Kette durch eine
Gruppe verkniipft ist, die wir spéter als Histidin identi-
fizierten, ein Beweis fiir die vor mehr als 30 Jahren ge-
machte Annahme, daf3 Histidin die vom Hidm gebun-
dene Gruppe im Hiamoglobin und Myoglobin sei.

In unserer vorldufigen Veroffentlichung [6] iiber diese
Fourier-Synthese (1960) fiihrten wir aus, daB bei einer
Auflésung von 2 A benachbarte, kovalent gebundene
Atome nicht unterschieden werden, und daf} eine syste-
matische Identifizierung der Seitenketten daher nicht
moglich wire. Wir waren aber zu pessimistisch: An der
Polypeptidkette befinden sich in bestimmten Abstédnden
Vorspriinge der Elektronendichte. Wir untersuchten die
Gestalt dieser Vorspriinge sehr sorgfiltig und konnten
sie oft eindeutig mit einem der 17 aus der Zusammen-
setzung des Myoglobin-Molekiils bekannten Seiten-
ketten-Typen identifizieren. Eine Bestitigung und Er-
weiterung unserer Ergebnisse kam von einer ganz an-
deren Seite: Als das Myoglobin-Programm in vollem
Gange war, fragte ich Dr. W. H. Stein und Dr. Stanford
Moore vom Rockefeller Institut in New York, ob nicht
einer ihrer Mitarbeiter die Aminosduresequenz des

LPI:& LPhe Phe

[

Lys [1.ys] Thr 3, 1.ys 2
[Ser Ser Ser 3, Uhre 2
Cl His His His 3
Pro Pro Pro 4
Glu.C Glu Glu.C 3
Thr Thr Thr 4
Leu LLeu L.eu 4
Glu [Glu| Ser 2, Thr2
LLys Lys Lys 3
Ch1  [Phe LPheJ Phe 5
Asp FAsp Asp 2
Arg Arp Arg 3
Phe LPhe Phe +
\Lys Fl.ysw Lys 3
His His His +4
Leu LLeu Leu 2, Asp 2
LLys —Lys Lys 1
D1 [Thr Thr| Thr 5
Glu.C Glu Glu 4
Ala Ala Ala 5
Glu.C Glu Glu 3
Met Ll\r‘let~ Met 5
Lys Lys 4
Schema 1. Vergleich zwischen einer chemisch und réntgenographisch

abgeleiteten Aminosdure-Teilsequenz des Myoglobins.

Linke Spalte: tryptische Peptide; mittlere Spalte: chymotryptische
Peptide; rechte Spalte: Rontgenuntersuchung. Die Peptide sind durch
Klammern eingeschlossen. In der rechten Spalte gibt die Ziffer den Grad
der Wahrscheinlichkeit an (5 = sicher, ! = reine Annahme).
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Abb. 6. Modell des Myoglobin-Molekiils aus der 2-A-Fourier-Synthese.
Die weiBle Linie deutet den Verlauf der Polypeptid-Kette an; das Eisen-

atom ist durch eine graue Kugel, sein angelagertes Wassermolekiil durch

eine weille Kugel gekennzeichnet.

Myoglobins bestimmen konnte nach der Methode, die
Sanger bei seinen Untersuchungen iiber das Insulin ange-
wendet hatte und die spiter im Rockefeller Institut bei
der Untersuchung der Ribonuclease weiter entwickelt
und ausgebaut worden war. Dr. Allen Edmundson, der
damals als graduate student unter der Anleitung von
Dr. C. H. W. Hirs arbeitete, libernahm diese Aufgabe.
Als unsere 2-A-Synthese fertig war, hatte Dr. Edmund-
son die meisten Peptide, die bei der tryptischen Verdau-
ung des Myoglobins entstehen, bereits untersucht, ihre
Zusammensetzung ermittelt und in einigen Fillen die
Sequenz bestimmt. Beim Vergleich seiner Peptide mit
den unvollstindigen und nur vermuteten Sequenzen, die
wir aus der Rontgenanalyse abgeleitet hatten, konnten
wir in viclen Fillen Zusammenhinge finden, die sowohl
unsere Zuordnungen als auch seine Analysen bestatig-
ten und Unklarheiten auf beiden Seiten aufhoben
(Schema 1) [7].

Alles in allem konnten wir etwa 2/3 aller Aminosduren
im Molekiil mit einiger Sicherheit bestimmen, obwohl
sich einige Reste sehr dhnlicher Gestalt nur schwierig
unterscheiden lieBen. Die Ergebnisse dieser Untersu-
chungen haben wir in einem Modell zusammengefaft
(ADbb. 6), das die rdumliche Lage der helixformigen
Abschnitte der Polypeptidkette, der Him-Gruppe und
der meisten Seitenketten zeigt; es gibt, weniger genau,
auch die Lage der Atome in den meisten nicht-helix-
formigen Abschnitten und in vielen der restlichen Sei-
tenketten wieder.

[7)J. C. Kendrew, H. C. Watson, B. E. Strandberg, R. E. Dicker-
son, D. C. Phillips u. V. C. Shore, Nature (London) /90, 666
(1961).
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Myoglobin bei 1,4 A Auflosung

In den letzten zwei Jahren haben wir uns damit befaflt,
die Auflosung des Elektronendichte-Bildes durch Ver-
wertung praktisch aller 25000 Reflexe, die sich auf den
Aufnahmen erkennen lassen, auf 1,4 A zu verbessern.
Wir kennen jetzt die Elektronendichte an 500000 Punk-
ten im Molekill. Es wurde bereits erwdhnt, daB diese
Erweiterung der Analyse dadurch moglich wurde, dal
ein Gerit zur automatischen Datensammlung unter Be-
nutzung von Proportional-Zihlern und eine noch gro-
Bere Rechenanlage, die IBM 7090, zur Verfiigung stan-
den. Trotzdem wire dies eine enorme Arbeit gewesen,
wenn wir weiter die Methode des isomorphen Ersatzes
angewendet hitten, bei der man die Daten fiir mehrere

Abb. 7. Schnitt durch das Myoglobin-Molekil

a) bei 6 A Auflssung (Phasen durch isomorphen Ersatz bestimmt)
b) bei 2 A Auflésung (Phasen durch isomorphen Ersatz bestimmt)
¢) bei 1,4 A Auflésung (Phasen aus den lokalisierten Atomen berechnet)

Oben links: Liangsschnitt durch eine Helix; rechts Mitte; Him-Gruppe
von der Seite. Die durch Buchstaben angedeuteten Atome sind Teil des
von der Him-Gruppe gebundenen Histidin-Molekiils. Bemerkenswert
ist, daB einige benachbarte Atome bei 1,4 A bereits aufgelost sind.
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isomorphe Derivate sammeln muB. Statt dessen sind
wir zur konventionelleren Methode der successiven Ver-
feinerung zuriickgekehrt und haben die Verwendung von
Schweratom-Derivaten aufgegeben. Mit Hilfe der 2-A-
Synthese konnten wir die raumlichen Koordinaten fiir
etwa 75 % der Atome mit Sicherheit festlegen. Infolge

Abb. 8. Blick auf eine Helix bei 2 A und 1,4 A Auflosung.

Oben: cine Modell-Helix zum Vergleich.

der begrenzten Auflosung dieser Synthese war die Ge-
nauigkeit, mit der die Atome lokalisiert werden konn-
ten, ein gut Teil geringer als erwiinscht, aber diese Un-
genauigkeit wurde ausgeglichen durch die Zahl der so
festgelegten Atome, die im Verhiltnis zur Grofie des
Molekiils wesentlich hoher war, als es im allgemeinen fiir
den Erfolg der Methode der successiven Verfeinerung er-
forderlich ist.

Diese Methode besteht darin, dafl man die Phasen aller
Reflexe aus den Koordinaten der Atome, die lokalisiert
werden konnten, ermittelt. Dann wird eine Fourier-
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Synthese gerechnet, wobei man beobachtete Struktur-
amplituden und berechnete Phasen benutzt. Diese Syn-
these zeigt notwendigerweise alle Atome, die zur Be-
rechnung der Phasen benutzt wurden, auflerdem aber
zusitzliche Atome in Umrissen von geringerer Elek-
tronendichte. Sie 1483t dariiber hinaus Fehlerin den Ko-
ordinaten der vorliufig festgelegten Atome erkennen.
Unter Verwendung der zuerst festgelegten Atome mit
ihren korrigierten Koordinaten und derjenigen Atome,
die im ersten Cyclus zusitzlich aufgetreten sind, rechnet
man nun den nichsten Verfeinerungscyclus. Nach eini-

Abb. 9. Teil der 1,4-A-Fourier-Synthese.

Oben rechts: Blick auf das Ende ciner Helix.

gen Cyclen sollten die Fourier-Synthesen eine genaue
Darstellung der gesamten Struktur geben. Wir haben
jetzt zwei Cyclen gerechnet. Der erste enthielt 825, der
zweite 925 Atome (Myoglobin besitzt 1260 Atome, Was-
serstoff ausgenommen; dazu kommen ca. 400 Atome an
Fliissigkeit und Salzlésung, die zum Teil an bestimmte
Stellen der Oberfliche des Molekiils gebunden sind).
Einer oder zwei weitere Cyclen werden wahrscheinlich
noch nétig sein, doch inzwischen ist die 1,4-A-Fourier-
Synthese, die sich auf dem zweiten Cyclus aufbaut,
schon wesentlich stirker aufgelost als die 2-A-Synthese.
In vielen Fillen sind benachbarte, kovalent gebundene
Atome gerade zu unterscheiden, der Untergrund zwi-
schen den einzelnen Atomgruppen ist wesentlich sau-
berer und schlieBlich sind viele Stérungen im Bereich
des schweren Atoms verschwunden. Die Abb. 7 bis 9
geben einen Eindruck von dieser Synthese.

Inzwischen hat Dr. Edmundson grol3e Fortschritte beim
Studium der Aminosiuresequenz gemacht. Insbeson-
dere hat er eine groBe Zahl chymotryptischer Peptide
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zusitzlich zu den oben erwihnten tryptischen Peptiden
charakterisiert. Nimmt man die rdntgenographischen
und chemischen Ergebnisse zusammen, so sind zur Zeit
etwa 120 Aminosiurereste mit nahezu volliger Sicher-
heit, und viele der restlichen 30 mit hoher Wahrschein-
lichkeit bekannt. Zweifellos wird es bald gelingen, die
noch verbliebenen Unklarheiten zu losen und die Lage
aller Atome recht genau zu bestimmen; eine Ausnahme
machen einige lange Seitenketten (z.B. die des Lysins),
die anscheinend beweglich sind und im Kiristall keine
festen Lagen einnehmen.

& T
ﬁi}"‘&g-w 1

Mitte: die Him-Gruppe von der Seite gesehen mit Histidin. Am Eisen-Atom ist rechts ein Wassermolekil gebunden.

Unten: Helix von der Seite geschen miit einigen Seitenketten.

Das allgemeine Bild der Struktur

Wie ist das Molekiil beschaffen, das sich aus den auf-
einanderfolgenden Fourier-Synthesen mit zunehmender
Klarheit ergeben hat? Etwa 118 der insgesamt 151
Aminosidurereste bilden acht als rechtsgingige x-Helices
ausgebildete Abschnitte, deren Linge zwischen 7 und 24
Resten variiert. Diese Abschnitte sind durch zwei stark
gebogene Zwischenstiicke (deren Reste einer oder der
anderen Helix angehdren) sowie durch fiinf nicht-helix-
artige Abschnitte aus einem bis acht Resten zusammen-
gefiigt. Am Carboxylende der Kette tritt ferner ein nicht-
helixartiger Abschnitt von fiinf Aminosduren auf. Das
Gangze ist in einer komplizierten und unsymmetrischen
Weise gefaltet und bildet ein abgeflachtes, ungefdhr
dreieckiges, 453525 A% groBes Prisma. Die ganze
Struktur ist duBerst kompakt. Innerhalb des Molekiils
befindet sich kein Wasser, wahrscheinlich mit Ausnahme
einer sehr kleinen Zahl (weniger als fiinf) einzelner
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Wassermolekiile, die vermutlich bei der Faltung des
Molekiils eingeschlossen werden. Durch das Molekiil
fithren keine Kandle, und der freie Raum im Inneren ist
sehr gering. Die Him-Gruppe steht nahezu senkrecht
zur Oberfliche des Molekiils; diejenige Kante, welche
die polaren Propionsdure-Reste enthilt, liegt an der
Oberflache, der Rest ist tief im Molekiil vergraben.

Fast alle Aminosiure-Seitenketten, die polare Gruppen
enthalten, befinden sich auf der Oberfliche. Dies gilt
mit wenigen Ausnahmen fiir alle Lysin-, Arginin-, Glut-
aminsidure-, Asparaginsiure-, Histidin-, Threonin-, Se-
rin-, Tyrosin- und Tryptophan-Reste. Die seltenen Aus-
nahmen scheinen spezielle Funktionen innerhalb des
Molekiils zu erfiillen, wie etwa das ans Him gebundene
Histidin. Das Innere des Molekiils besteht dagegen
nahezu vollig aus nicht-polaren Resten, die meist dicht
gepackt sind und in van der Waalsschen Bindungen zu
ihren Nachbarn stehen.

Durch welche Krifte wird diese Struktur aufrecht er-
halten? Die Zahl der Beriihrungspunkte zwischen be-
nachbarten Gruppen im Molekiil ist sehr groB3, und um
diese zu untersuchen, muBten wir mit einem Rechen-
automaten alle interatomaren Abstinde ermitteln und
priifen, welche innerhalb der Grenzen liegen, die den
verschiedenen Bindungstypen entsprechen. Die Ergeb-
nisse sind noch nicht im einzelnen ausgewertet worden,
aber es ist sicher, dall van der Waalssche Krifte zwi-
schen nicht-polaren Resten bei weitem den groten Bei-
trag liefern [8]. Es gibt zwar auch einige Ladungsiiber-
ginge und Wasserstoffbriicken zwischen benachbarten
polaren Resten auf der Oberfliche des Molekiils, aber
man gewinnt den Eindruck, daB diese meist sozusagen
zuféllig sind. Eine polare Gruppe auf der Oberfliche
ist mit einem Wassermolekiil oder einem Ion der um-
gebenden Fliissigkeit durchaus zufrieden und geht eine
Bindung mit einer benachbarten Seitenkette nur dann
ein, wenn dies ohne groBe Auslenkung aus der norma-
len Lage moglich ist. Diese Feststellung sollte vielleicht
mit der Bemerkung eingeschrinkt werden, daB auf der
letzten Windung der Helix-Abschnitte polare Wechsel-
wirkungen zwischen Seitenketten (z.B. von Glutamin-
sdure, Asparaginsiure, Serin, Threonin) und freien
Aminogruppen auftreten. Maoglicherweise haben sie
einige Bedeutung fiir die Bestimmung des Punktes, an
dem die Helix abbricht und in einen ungeordneten Ab-
schnitt der Kette iibergeht. Tréife das zu, so konnten
diese Wechselwirkungen die dreidimensionale Struktur
der Proteine festlegen, und ihre Kenntnis wire fiir die
Voraussage einer Struktur aus der Aminosduresequenz
von Nutzen.

Die Wechselwirkungen der Him-Gruppe bediirfen be-
sonderer Betrachtung, denn sie sind fiir die Funktion
des Myoglobins verantwortlich; eine isolierte Ham-
Gruppe 148t sich nicht reversibel oxygenieren. Im Au-
genblick konnen wir diese Wechselwirkungen nur auf-
zidhlen; die Aufgabe, mit ihrer Hilfe die reversible Oxy-
genierung zu erkldren, ist noch ungelost. Wie erwéhnt,
ist die fiinfte Koordinationsstelle des Eisenatoms vom
Ringstickstoff eines Histidin-Restes, des hdm-gebunde-

[8] J. C. Kendrew, Brookhaven Symposia in Biology /5 (1962),
im Druck.
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nen Histidins, besetzt. Auf der gegeniiberliegenden Seite
des Eisenatoms belegt ein Wassermolekiil die 6. Ko-
ordinationsstelle, wie das im Ferrimyoglobin, der zur
Rontgenuntersuchung verwendeten Form, zu erwarten
war. Jenseits des Wassermolekiils befindet sich in einer
fiir die Bildung von Wasserstoffbriicken passenden Ent-
fernung ein zweiter Histidin-Rest. Es ist bemerkenswert,
daB die gleiche Anordnung von zwei Histidin-Resten
auch im Himoglobin auftritt. Im iibrigen ist die Um-
gebung der Him-Gruppe vollig unpolar; sie wird durch
zahlreiche van der Waalssche Krifte in ihrer Lage ge-
halten. Im Himoglobin scheint die Umgebung der
Hiam-Gruppe dhnlich zu sein. Bei beiden Proteinen war-
ten noch viele Erkenntnisse auf ihre Entdeckung, denn
wir kénnen hoffen, da8 sich die sehr ausfiihrlichen Un-
tersuchungen des letzten halben Jahrhunderts iiber die
Oxygenierungsreaktion bald strukturell interpretieren
lassen.

Einige Folgerungen

Die Oxygenierungsreaktionen des Myoglobins und des
Himoglobins sind interessant und bedeutend genug, um
die Untersuchung dieser beiden Proteine zu rechtfer-
tigen, wenngleich wir unsere Wahl — wie schon gesagt —
urspriinglich aus anderen Griinden trafen. Es gibt viele
Proteine, deren Funktionen genauso bedeutend oder
noch wichtiger sind. Jedes Enzym — man kennt heute
mehrere hundert — erfiillt eine eigene Aufgabe, die fiir
einen ProzeB in der Zelle lebenswichtig ist. Viele En-
zyme werden zur Zeit mit Rontgenstrahlen untersucht,
und in einigen Fillen steht die Analyse kurz vor dem
Erfolg. Stets wird die Kenntnis der Struktur und des
Molekiilbaues der aktiven Zentren einen Einblick in
wesentliche biologische Prozesse geben.

Wir konnen aber auch fragen, welche Merkmale allen
Proteinen gemeinsam sind, und in diesem Sinne das
Myoglobin als typischen Vertreter dieser riesigen Ver-
bindungsklasse nehmen. Wahrscheinlich ist auf die
Proteine mehr experimentelle Arbeit verwendet worden
als auf jede andere Verbindungsart. Dadurch ist eine
groBe Zahl von Erkenntnissen gewonnen worden. Viele
Verallgemeinerungen wurden moglich, aber sie blie-
ben begrenzt, da es kein prézises Molekiilmodell gab,
auf das man sich beziehen konnte. Schon das Vorhan-
densein eines solchen Modells nur fiir ein Protein er-
moglicht es, die Verallgemeinerungen des Chemikers zu
prifen und zu prizisieren. Das Pottwal-Myoglobin ist
in dieser Hinsicht bereits in mehreren Laboratorien un-
tersucht worden. Man hat, um nur einige Beispiele zu
nennen, den Zusammenhang zwischen optischer Dre-
hung und Helix-Anteil studiert, das Titrationsverhalten,
seine Fihigkeit, Metalle zu binden, den EinfluB chemi-
scher Verinderungen in den Seitenketten und sein hy-
drodynamisches Verhalten. Diese Studien dienen der
Vertiefung unseres Wissens vom Verhalten der Proteine
und von den Eigenschaften, die sie befdhigen, eine so
zentrale Rolle im lebenden Organismus zu spielen.

Die Genetiker glauben heute — obwohl es dafiir noch
keinen ganz festen Beweis gibt —, daB die Erbmasse nur
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die Aminoséduresequenz eines Proteins bestimmt, nicht
aber seine dreidimensionale Struktur. Das wiirde be-
deuten, daB eine Polypeptidkette, wenn sie einmal syn-
thetisiert worden ist, fihig sein miifite, sich selbst zu-
sammenzufalten, ohne mit einer zusitzlichen Informa-
tion versehen zu sein. Tatsdchlich konnte Anfinsen vor
kurzem diese Fihigkeit in vitro fiir ein Protein, die Ri-
bonuclease, nachweisen. Wenn diese Annahme richtig
ist, so miifite man die dreidimensionale Struktur eines
Proteins allein aus seiner Aminosiuresequenz bestim-
men konnen. Es sollte also schlieBlich nur noch nétig
sein, die Aminosiuresequenz zu ermitteln, um die drei-
dimensionale Struktur vorauszusagen. Meiner Meinung
nach wird dieser Tag noch nicht so bald kommen, aber
wenn er kommit, konnen die Rontgenkristallographen
aus dem Geschift aussteigen, vielleicht mit einem Ge-
fithl der Erleichterung. Es widre dann auch moglich, die
Strukturen vieler Proteine zu diskutieren, die sich nicht
kristallisieren lassen und daher auBerhalb der Reich-
weite der Kristallographen liegen.

Wir haben vom Standpunkt des Kristallographen einen
ersten Blick auf die Struktur des Myoglobins geworfen
und miissen bekennen, daB die Schwierigkeiten grof3
sind. Die Struktur ist hochst unregelmiBig; die sieben
Verbindungsstiicke zwischen den Helix-Abschnitten
sind verschieden, so daB eine Verallgemeinerung un-
moglich ist. Die Wechselwirkungen zwischen den Sei-
tenketten sind zahlreich und von verschiedener Art, und
es ist nicht leicht zu sehen, welche fiir die Struktur ent-
scheidend sind. Das Myoglobin ist zwar sehr kompli-
ziert gebaut, es ist aber wahrscheinlich einfacher als
die meisten anderen Proteine: nicht nur wegen seines
niedrigen Molekulargewichtes, sondern auch infolge sei-
nes hohen Helix-Gehaltes. Wir konnen heute nicht ein-
mal eine Yermutung wagen, warum der Helix-Gehalt so
hoch ist, von einer detaillierten Voraussage der Struk-
tur ganz zu schweigen.

Eine groBe Hilfe bei der Losung dieser Probleme konnte
ein Vergleich des Myoglobins mit den Untereinheiten
des Hdamoglobins bringen. Beide sind nach den Unter-
suchungen von Perutz trotz bedeutender Unterschiede
in der Aminosiuresequenz einander sehr dhnlich. Legt
man das Myoglobin und die a- und $-Ketten des Himo-
globins nebeneinander und macht einige plausible An-
nahmen, um die (verhiltnismifig geringen) Abweichun-
gen in der Linge zu erkliren, so findet man Uberein-
stimmungen, d. h. Punkte, an denen die gleiche Amino-
sdure in allen drei Ketten in der gleichen Stellung auf-
tritt [9]. Die Zahl dieser Ubereinstimmungen ist iiberra-

[9] H. C. Watson u. J. C. Kendrew, Nature (London) /90, 670
(1961).
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schend klein, aber vermutlich sind sie dafiir verant-
wortlich, daf} alle drei Ketten die gleiche dreidimensio-
nale Anordnung besitzen (einige Ubereinstimmungen
entstanden moglicherweise zufillig im Lauf der Evo-
lution). Wir werden diese Ubereinstimmungen bald
auch an Proteinen anderer Species priifen — an mensch-
lichem Myoglobin, menschlichem (auch embryonalem)
Hidmoglobin, an Himoglobin von Pferden und Kanin-
chen und an den anomalen Hdmoglobinen, deren
Fehler in der Aminosduresequenz fiir so viele Erbkrank-
heiten des Blutes verantwortlich sind.

Wir, d.h. Perutz und ich mit unseren Mitarbeitern, ha-
ben beim Studium dieser Ubereinstimmungen schon
viele interessante Tatsachen entdeckt. Doch stecken un-
sere Untersuchungen selbst auf diesem begrenzten Ge-
biet noch in den Anfiangen. Auf jeden Fall werden Myo-
globin und Hiamoglobin allein nur begrenzte Verallge-
meinerungen zulassen. Die Strukturen einiger anderer
Proteine werden bald bekannt sein; aber aus dem hier
Gesagten sollte deutlich geworden sein, daB wir drin-
gend die Strukturen vieler anderer Proteine kennen ler-
nen miissen, denn in den Proteinen vereinigen sich sehr
unterschiedliche Funktionen und komplizierte Struk-
turen mit einer relativ einfachen und einférmigen che-
mischen Zusammensetzung. Die Bestimmung der Struk-
tur von zwei Proteinen ist ein Anfang, nicht das Ende.
Wir haben die Kiiste eines riesigen Kontinents ge-
sichtet, der auf seine Entdeckung wartet.

Das Werk, das hier beschrieben wurde, ist von vielen Hdin-
den getan worden und die Liste derer, die dazu beigetra-
gen haben, wdre lang. Sie kamen aus vielen Léindern und
aus vielen Fachrichtungen und ihre Beitrdge, die in der
Sunume entscheidend waren, lassen sich nicht im einzel-
nen abschdtzen. Sie waren von so unterschiedlicher Be-
deutung, dap} jede Liste ungerecht und unvollstindig wire.
Nichisdestoweniger michte ich die Namen einiger Kolle-
gen nennen, deren Ideen und deren Mitarbeit besonders
wichtig und manchmal wesentlich waren: J. M. Bennett,
C. Blake, Joan Blows, M. M. Bluhm, G. Bodo, Sir
Lawrence Bragg, C. I. Branden, D. A. G. Broad, C. L.
Coulter, Ann Cullis, D. R. Davies, R. E. Dickerson, H. M.
Dintzis, A. B. Edmundson, R. G. Hart, Ann Hartley,
W. Hoppe, V. M. Ingram, L. H. Jensen, J. Kraut, R. G.
Parrish, P. Pauling, M. F, Perutz, D. C. Phillips, Mary
Pinkerton, Eva Rowlands, Helen Scouloudi, Violet Shore,
B. Strandberg, I. F. Trotter, H. C. Watson, Joyce Wheeler,
Ann Woodbridge, H. W. Wyckoff und die Mitarbeiter des
Mathematischen Instituts, Cambridge.

Eingegangen am 1. Februar 1963 [A 293]

Ubersetzt von Dr. G. Habermehl, Darmstadt
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