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Die Quartirstruktur der Proteine

VON PRIV.-DOZ. DR. H. SUND [1al UND DR. K. WEBER I1bl

CHEMISCHES LABORATORIUM DER UNIVERSITAT FREIBURG

Zahlreiche Proteinmolekiile, insbesondere solche mit hohem Molekulargewicht, bestehen
nicht aus einer einzigen Polypeptidkette, sondern stellen einen definierten Komplex aus
mehreren Polypeptidketten dar. Dieses Bauprinzip bezeichnet man als Quartdrstruktur.
Die Quartirstruktur eines Proteinmolekiils kann reversibel aufgehoben werden. Einige
Stoffwechselphinomene lassen sich mit Hilfe der Quartdrstruktur auf molekularer Basis

erkléiren.

1. Einleitung 12!

In den letzten Jahren sind wesentliche Fortschritte in
der Aufklirung der Struktur von Proteinen erzielt wor-
den. Einer dieser Fortschritte besteht in der Erkenntnis,
daB Proteinmolekiile in sehr vielen Fillen nicht aus
einer einzigen Polypeptidkette bestehen. Unter phy-
siologischen Bedingungen verhalten sich diese Proteine
zwar molekulareinheitlich und besitzen ein definiertes
Molekulargewicht, sie stellen aber einen Komplex
aus mehreren Polypeptidketten dar, die nicht durch
Peptidbindungen miteinander verkniipft sind (3], In Wei-
terfithrung der Terminologie von Linderstrom-Lang 4]
wurde 1958 von Bernal fiir dieses Phdnomen der Begriff
Quartérstruktur eingefiihrt (51,

1. Die Terminologie nach Linderstrom-Lang [4]

Fiir die Beschreibung einzelner Aspekte der Gesamtstruktur
eines Proteinmolekiils fithrte Linderstrom-Lang die Begriffe
Primir-, Sekundir- und Tertidrstruktur ein (vgl. Abb.
la—1c). Unter Primérstruktur versteht man die Zahl
und die Sequenz der durch Peptidbindungen miteinander

[1a] Erweiterte Fassung von Vortrigen 1964 in Frankfurt-
Hoechst, Freiburg, Heidelberg, Kiel, Mannheim, SchloB Schaum-
burg, Tutzing und Wuppertal-Elberfeld.

[1b] Derzeitige Anschrift: Biological Laboratories, Harvard
University, Cambridge, Massachusetts, USA.

[2] Zur historischen Entwicklung der Anschauungen uber den
Aufbau von Proteinen, iiber deren GroBe und Einheitlichkeit
siehe J.T. Edsall, Arch. Biochem. Biophysics Suppl. 7, 12 (1962).
[3] Proteinmolekiile, Untereinheiten und Polypeptidketten [vgl.
Gl. (1a)—(1¢)] besitzen unter definierten Bedingungen ein durch
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verkniipften Aminosdurereste einer Polypeptidkette. Se-
kundirstrukturen (Helix- und Faltblattanordnung) kom-
men durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den CO-
und NH-Gruppen der Peptidbindungen zustande. Mit Ter-
tidrstruktur bezeichnet man die rdumliche Anordnung,
die durch Wechselwirkungen zwischen den Seitenketten der
Aminosidurereste hervorgerufen wird. Unter Quartir-
struktur versteht man den Aufbau eines Proteinmolekiils
aus einer definierten Zahl von Polypeptidketten (Abb. 1d) 61

2. Polypeptidketten und Untereinheiten 13!

Ein Proteinmolekiil, das aus mehr als zwei Polypeptidketten
besteht, kann stufenweise in die Polypeptidketten dissoziieren.
Ein Dissoziationsprodukt, das noch wenigstens zwei Poly-
peptidketten enthélt, wollen wir als Untereinheit be-
zeichnen. Die Polypeptidketten dagegen bestehen aus-
schlieBlich aus Aminosdureresten, die durch Peptidbindungen
miteinander verbunden sind. Es gibt daher drei Wege, auf
denen ein aus mehreren Polypeptidketten bestehendes Pro-
teinmolekiil dissoziieren kann:

(la) Proteinmolekiil <= a Polypeptidketten

(1b) Proteinmolekiil = a Untereinheiten <
x-a Polypeptidketten

(1c) Proteinmolekiil a Untereinheiten+ b Polypeptidketten

—
=
—
=

a Untereinheiten x-a Polypeptidketten

physikalisch-chemische Methoden zu messendes charakteristi-
sches Teilchengewicht. Dieses soll als Molekulargewicht des
Proteinteilchens bezeichnet werden.

[4] K. U. Linderstrem-Lang u. J. A. Schellman in P. D. Boyer,
H. Lardy u. K. Myrbdck: The Enzymes. 2. Aufl.,, Academic
Press, New York 1959, Bd. 1, S. 443.

[5] J. D. Bernal, Discuss. Faraday Soc. 25, 7 (1958).

[6] Sekundir-, Tertidr- und Quartirstruktur sind Ausdruck der
Konformation des Proteinmolekiils. Wetlaufer [7] hat vorge-
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Die Polypeptidketten eines Proteinmolekiils konnen gleich-
artigtl1a} (homogener Typ der Quartdrstruktiur) oder nicht
gleichartig (heterogener Typ) sein.

(c) (d}

Abb. 1. Die Strukturprinzipien der Proteine {(nach Bernal [5])

(a) Primirstruktur (Polypeptidkette nach [9])

(b) Sekundérstruktur (Beispiel: u-Helix nach Pauling u. Corey [91)
(c) Tertidrstruktur (Beispiel: Myoglobin nach Kendrew [10])

(d) Quartdrstruktur (Beispiel: Hamoglobin nach Perurz [11]). Weif}:
a-Polypeptidketten; grau: B-Polypeptidketten; schwarze Scheiben:
Himingruppen; C und N: C- und N-terminale Aminosdurereste der
Polypeptidketten.)

schlagen, die rdumliche Anordnung der Polypeptidketten und
Seitenketten der Aminosdurereste als Kettenkonformation
(chain conformation) zu bezeichnen. Dieser Vorschlag hat sich
jedoch nicht durchsetzen kénnen. Da im allgemeinen unter Quar-
tarstruktur die oben gegebene Definition verstanden wird und fiir
die verschiedenen Nomenklaturvorschligel4,5,7,8] stets ein Fiir
und Wider anzufiihren ist, soll in dem vorliegenden Ubersichts-
referat diese Bezeichnung beibehalten werden.

[71 D. B. Wetlaufer, Nature (London) 190, 1113 (1961).

i8] J. P. Changeux, A. Ullmann u. J. Monod, zitiert in A. Ullmann,
P. R. Vagelos u. J. Monod, Biochem. biophys. Res. Commun. 17,
86 (1964); J. P. Changeux, Brookhaven Symposia Biol. /7, 182
(1964).

[9] L. Pauling u. R. B. Corey, Fortschr. Chem. org. Naturstoffe
11, 180 (1954); L. Pauling: Die Natur der chemischen Bindung.
2. Aufl. Verlag Chemie, Weinheim 1964, S. 4591F.

[10] J. C. Kendrew, Angew. Chem. 75, 595 (1963).

[11} M. F, Perutz, Angew. Chem. 75, 589 (1963); Sci. American
211, Nt. 5, S. 64 (1964).

[11a] Unter gleichartigen Polypeptidketten verstehen wir Poly-
peptidketten mit identischer Priméarstruktur.
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II. Stabilisierung der Proteinstruktur

1. Bindungsarten

Fiir die Stabilisierung der nativen Konformation von
Proteinmolekiilen sind kovalente Bindungen und
Nebenvalenzbindungen verantwortlich. Sie ver-
mindern die Flexibilitit der Polypeptidketten und be-
wirken, daf} diese in geordneter, kompakter Form und
nicht als statistisches Knéuel (random coil) vorliegen [121,
Unter den kovalenten Bindungen scheinen allein die Di-
sulfidbindungen von allgemeiner Bedeutung zu sein.
Durch diese kdnnen, wie bei der Ribonuclease, in der Se-
quenz voneinander entfernte Bereiche einer Polypeptid-
kette 13,141 oder wie beim Insulinl5! und y-Globulin
(vgl. Abschnitt IV, 3) mehrere Polypeptidketten ver-
kniipft werden. Eindeutige Beweise fiir kovalente Ver-
kniipfungen durch Peptidbindungen zwischen verschie-
denen Polypeptidketten oder -kettenteilen (z.B. zwi-
schen der e-Aminogruppe des Lysins und der i-Carbo-
xylgruppe der Glutaminsiure) stehen noch aus. Ester-
oder Phosphoresterbindungen sowie Verkniipfungen
durch Kohlenhydrate oder andere Komponenten sind
wahrscheinlich nur Besonderheiten einiger weniger Pro-
teine.

Als nicht-kovalente Bindungen (Nebenvalenzbindun-
gen) kommen in Frage: die Wasserstoffbriicke, die
hydrophobe Bindung sowie die ionische Bin-
dungti6) (Abb. 2). Neuere Untersuchungen haben ge-
zeigt, daB die Bindungsenergie einer Wasserstoffbriicke
zwischen Carbonyl-O und Amid-N in wéBriger Losung
hochstens 1,5 kcal/Mol betrigt 117,181 und damit erheb-
lich kleiner ist als der frither angenommene Wert von
etwa 8 kcal/Mol 191, Sje kann aber in einem apolaren

C
//H\\ é
Hsc CH; o* \O@
H;C _, CH;
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H"-QO\C,,O N NH;
|
CH,
!
A B C

Abb. 2. Beispiele fiic Nebenvalenzbindungen zwischen den Seitenketten
der Aminosiurereste, die die Konformation eines Protein-Molekiils
stabilisieren (vgl. auch [16]).

A: Wasserstoffbriicke; B: Hydrophobe Bindung; C: Ionische Bindung.

[12] W. Kauzmann, Advances Protein Chem. 14, 1 (1959).

[13] D. H. Spackman, W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chem-
istry 235, 648 (1960).

[14] R. E. Canfield u. C. B. Anfinsen in H. Neurath: The Proteins.
2. Aufl., Academic Press, New York, London 1963, Bd. 1, S. 311.

[15) F. Sanger in D. E. Green: Currents in Biochemical Research
1956. Interscience, New York, London 1956, S. 434.

[i6]1 H. A. Scheraga in H. Neurath: The Proteins. 2. Aufl,
Academic Press, New York, London 1963, Bd. 1, S. 477.

[16a) W. Luck, Fortschr. chem. Forsch. 4, 653 (1964).

[17] J. A. Schellman, C. R. Trav. Lab. Carlsberg, Sér. chim. 29,
223 (1955).

[18} L. M. Klotz u. J. S. Franzen, J. Amer. chem. Soc. 84, 3461
(1962).

[19) L. Pauling, R. B. Corey u. H. R. Branson, Proc. nat. Acad.
Sci. USA 37, 205 (1951).
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(hydrophoben) Medium wesentlich hoher sein (161, Ne-
ben den Peptidwasserstoffbriicken treten Wasserstoff-
briicken zwischen Donatoren und Acceptoren der
Aminosiure-Seitenketten (z.B. zwischen der OH-Grup-
pe eines Tyrosylrestes und einer Carboxylatgruppe) auf.

Heute wird die hydrophobe Bindung héufig als der wich-
tigste Beitrag zur Stabilisierung der Proteinstruktur an-
gesehen. Bei den meisten Proteinen haben etwa 40 ¢, der
Aminosidurereste apolare Seitenketten. Nach Kauz-
mann 1121 sind Proteinkonformationen besonders stabil,
die moglichst viele apolare Gruppen in gegenseitigen
,,Kontakt* bringen und der wifrigen Phase entziechen.
Dadurch bilden sich ,,hydrophobe Micellen* im Pro-
teinmolekiil. Nach Némerhy und Scheragall6l ist die
hydrophobe Bindung nicht allein durch van-der-Waals-
sche Krifte zwischen den apolaren Gruppen, sondern
wesentlich durch die physikalischen Eigenschaften des
fliissigen Wassers und seiner Tendenz zur Bildung was-
serstoffverbriickter Schwirme (Cluster) bedingt (vgl.
auch [16al),

Ionische Gruppen im Proteinmolekiil kénnen durch
Coulombsche Krifte ebenfalls stabilisierend wirken.
Solche Ionenbindungen sollten wie Wasserstoffbriicken
in apolaren Medien stérker sein als in polaren.

Zu erwihnen sind ferner die Stabilisierung der nativen
Konformation durch Metallionen und prosthetische
Gruppen sowie durch die Bindung von Coenzym und
Substrat.

2. Denaturierung

Eine Veridnderung der nativen Struktur eines Protein-
molekiils bezeichnen wir im folgenden als Denatu-
rierung. Sie ist im allgemeinen mit einer Anderung der
optischen Eigenschaften und einem Verlust der biologi-
schen Aktivitdt verbunden. Auch ist die ungewohnliche
Reaktionsfihigkeit von funktionellen Gruppen des na-
tiven Proteinmolekiils oftmals nach Denaturierung
nicht mehr zu beobachten. Globulire Proteinmolekiile
gehen bei der Denaturierung in eine weniger kompakte
Form iiber und konnen bei geniigend tiefgreifenden
Verdanderungen durch das Modell eines statistischen
Kniuels beschrieben werden. In manchen Fillen wird
auch die Loslichkeit des Proteins durch Denaturierung
stark verandert.

Eine Denaturierung 146¢ sich meist durch Verdnderung
des Losungsmittels (Zusatz von organischen Losungs-
mitteln, Salzen, Harnstoff oder Guanidin-Hydrochlo-
rid), des pH-Wertes (saure oder alkalische pH-Werte),
Zusatz von f Detergentien, Schwermetallionen oder
Komplexbildnern sowie durch Verdnderung der Tem-
peratur erreichen. Eine weitere M&glichkeit ist die che-
mische Verdnderung des Proteinmolekiils durch oxida-
tive oder reduktive Spaltung von Disulfidgruppen,
durch Oxidation von Thiolgruppen zu Sulfonsidure-
gruppen sowie durch Substitution funktioneller Grup-
pen.

Frithere Versuche, denaturierte Proteine wieder in den
biologisch aktiven Zustand zu iiberfithren, schlugen
meist fehl, Es gab nur wenige erfolgreiche Renaturie-
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rungen [20), so dall die Denaturierung im allgemeinen
als irreversibel galt und die denaturierte Form gegen-
iiber der nativen Struktur als besonders stabil ange-
sehen wurde. Heute hat man diese Vorstellung insbe-
sondere auf Grund zahlreicher erfolgreicher Reaktivie-
rungen und der Kenntnisse iiber die Proteinbiosynthese
verlassen. Die native Konformation eines Proteinmole-
kiils wird heute vielfach allein als die Folge der Amino-
sduresequenz der Polypeptidkette und dessieumgebenden
Milieus betrachtet (vgl. auch Abschnitt V).

Beim Renaturierungsprozef muf eine erhebliche Konfor-
mationsentropie itlberwunden werden, was zu einem Anstieg
der freien Energie der nativen Konformation fiihrt. Wenn
die native Konformation dennoch gegeniiber dem statisti-
schen Kniuel begiinstigt ist, so muBl durch die Bildung von
Wasserstoffbriicken, hydrophoben und ionischen Bindungen
ein erheblicher negativer Beitrag zur freien Energie geleistet
werden, damit die Reaktion moglich wird. Die gesamte An-
derung der freien Energie bei der Bildung der nativen, kom-
pakten Struktur aus dem statistischen Knéuel solite dann ein
kleiner, aber negativer Wert sein. Die wenigen bekannten
thermodynamischen Messungen stiitzen diese Vorstellung [20],
Auf erste Versuche, die Stabilisierung der nativen Struktur
durch Nebenvalenzbindungen abzuschitzen, kann hier nur
hingewiesen werden [16,21,22],

II1. Nachweis der Quartédrstruktur

Fiir die Untersuchung der Quartirstruktur stehen fol-
gende Methoden zur Verfiigung [231;
1. Die Rontgenstrukturanalyse gestattet schon bei relativ ge-

ringer Auflosung eine Differenzierung der einzelnen Unter-
einheiten oder Polypeptidketten und a8t ihre rdumliche An-

. ordnung erkennen.

2. Elektronenmikroskopisch, besonders mit der Technik des
negative staining, laf3t sich die Anordnung der Untereinhei-
ten direkt sichtbar machen.

3. Die ,,klassische* Methode der Proteinchemie ist die End-
gruppenanalyse. Hier wird mit spezifischen Reagentien oder
durch enzymatische Hydrolyse der N-terminale oder C-ter-
minale Aminosdurerest jeder Polypeptidkette bestimmt.

4. Bei der ,,Fingerprint‘‘-Analyse wird das Protein mit
Trypsin gespalten und das entstandene Peptidgemisch chro-
matographisch und elektrophoretisch getrennt. Aus dem
Lysin- und Arginingehalt des Proteins und der Zahl der Pep-
tide 148t sich das Aquivalentgewicht der Polypeptidkette be-
stimmen. Statt des enzymatischen Abbaus kann auch die che-
mische Umsetzung mit BrCN dienen, bei der die Polypeptid-
ketten am Methionin gespalten werden [241,

5. Bei der Denaturierung dissoziiert ein aus mehreren Poly-
peptidketten bestehendes Proteinmolekiil hdufig in seine Un-
tereinheiten oder Polypeptidketten. Dadurch wird das
Problem der Bestimmung der Zahl der Untereinheiten bzw.
Polypeptidketten auf eine Molekulargewichtsbestimmung re-
duziert. Die meisten Untersuchungen werden heute mit der
von Svedberg [25.253] entwickelten Ultrazentrifuge vorgenom-

[20] Zusammenstellung bei F. Haurowitz: The Chemistry and
Function of Proteins. 2. Aufl.,, Academic Press, New York,
London 1963.

{211 C.Tanford, J. Amer. chem. Soc. 84, 4240 (1962).

[22] H. K. Schachman, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat.
Biol. 28, 409 (1963).

[23] Beispiele fur die angegebenen Methoden finden sich im
Teil IV.

[24] E. Gross u. B. Witkop, J. Amer. chem. Soc. 83, 1510 (1961).

[25] T. Svedberg u. K. Q. Pedersen: Die Ultrazentrifuge. Theodor
Steinkopff, Dresden, Leipzig 1940.

[25a] H. Sund u. K. Weber, Beckman Report 3/4, 7 (1965).
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men. Sind die Polypeptidketten nicht gleichartig, so lassen
sie sich im denaturierten Zustand durch Elektrophorese, Ge-
genstromverteilung oder Chromatographie trennen.

6. Besteht wie bei Bakterien die Moglichkeit, ein isotopen-
markiertes Proteinmolekiil zu erhalten, so kann man die
Hybridisierungstechnik anwenden: dissoziiert das Protein-
molekiil bei der Denaturierung reversibel in seine Unter-
einheiten, dann lassen sich Hybride zwischen ,,isotopen-
schweren** und ,,isotopen-leichten‘* Molekiilen gewinnen, die
durch Dichtegradientenzentrifugation zu trennen sind. Aus
dem Dichteunterschied zwischen den,,schweren®, ,,leichten**
und ,,hybriden** Moleklilen erhilt man direkt die Zahl der
Untereinheiten, die bei der Denaturierung entstehen.

7. Besitzt ein Enzym mehrere aktive Zentren, dann liefert die
Bestimmung der Zahl der Substrat-Bindungsstellen einen
Beitrag zur Untersuchung der Quartirstruktur.

IV, Die Quartirstrukturen verschiedener Proteine

Fine Auswahl der bisher auf ihre Quartérstruktur un-
tersuchten Proteine ist in den Tabellen 1 und 2 zusam-
mengestellt (zu anderen siche [25-301), Ejnige von ihnen
werden in den folgenden Abschnitten ausfiithrlicher be-
sprochen.

[26] D. F. Waugh, Advances Protein Chem. 9, 325 (1954).

[27] R. Jaenicke: Der native Zustand und die Phinomene der
Dissoziation und Aggregation von Proteinen. Zur Quaternir-
struktur globuldrer Proteine in Losung. Habilitationsschrift, Uni-
versitidt Frankfurt/Main 1963.

[28] F. J. Reithel, Advances Protein Chem. 18, 123 (1963).

[29] H. Sund in: Mechanismen enzymatischer Reaktionen (14.
Colloquium der Geselischaft fiir physiologische Chemie, 25./27.
April 1963). Springer-Verlag, Berlin-Gottingen-Heidelberg 1964,
S. 318.

[30] C.W. Cater, W. E. F. Naismith, R. H. K. Thomson u. G. R.
Ure, Nature (London) 180, 971 (1957); C. M. Kay u. K. Bailey,
Biochim. biophysica Acta 40, 149 (1960); E. A. Stein u. E. H.
Fischer, Biochim. biophysica Acta 39, 287 (1960); 7. Ooi, K. Mi-
hashi u. H. Kobayashi, Arch. Biochem. Biophysics 98, 1 (1962);
R, H. Himes u. J. C. Rabinowitz, J. biol. Chemistry 237, 2903
(1962); A. M. Crestfield, W. H. Stein u. S. Moore, Arch. Bio-
chem. Biophysics Suppl. I, 217 (1962) u. J, biol. Chemistry 238,
2421 (1963); S. Bouchilloux, P. McMahill u. H. S. Mason, J.
biol. Chemistry 238, 1699 (1963); R. G. Martin, J. biol. Chemistry
238, 257 (1963); E. F. Woods, S. Himmelfarb u. W. F. Harring-
ton, J. biol. Chemistry 238, 2374 (1963); C. R. Zobelu. F. D. Carl-
son, J. molecular Biol. 7, 78 (1963); S. Lowey, J. Kucera u.
A. Holtzer, J. molecular Biol. 7, 234 (1963); R. L. Metzenberg,
Biochim. biophysica Acta 89, 291 (1964); R. F. Chen, D. M.
Brown u, G. W. E. Plaut, Biochemistry 3, 552 (1964); P. Datta,
H. Gestu. H. L. Segal, Proc. nat. Acad. Sci. USA 57, 125 (1964);
K. Kakiuchi, S. Kato, A. Imanishi u. T. Isemura, J. Biochemistry
(Tokyo) 55,102 (1964); L. W. Nicholu. A. B. Roy, J. Biochemistry
(Tokyo) 55, 643 (1964).

[31] C.R. Harmison, R. H.Laudaburu u. W. H. Seegers, J. biol.
Chemistry 236, 1693 (1961); E. E. Schrier, C. A. Broomfield u.
H. A. Scheraga, Arch. Biochem. Biophysics Suppl. I, 309 (1962);
D. J. Winzor u. H. A. Scheraga, J. physic. Chem. 68, 338 (1964).

[32] A. Garen u. C. Levinthal, Biochim. biophysica Acta 38, 470
(1960); C. Levinthal, E. R. Signer u. K. Fetherolf, Proc. nat.
Acad. Sci. USA 48, 1230 (1962); F. Rothman u. R. Byrne, J. mo-
lecular Biol. 6, 330 (1963); M. J. Schlesinger u. C. Levinthal,
J. molecular Biol. 7, 1 (1963); M. J. Schlesinger, Brookhaven
Symposia in Biology 17, 66 (1964).

{33] J. A. Winstead u. F. Wold, Biochemistry 3, 791 (1964); 4,
2145 (1965).

[34} M. Yamasaki, J. R. Brown, D. J. Cox, R. N. Greenshields,
R. D.Wade u. H. Neurath, Biochemistry 2, 859 (1963); J. R.
Brown, R. N. Greenshields, M.Yamasaki u. H. Neurath, Bio-
chemistry 2, 867 (1963).

[35) A. Ramel, E. Stellwagen u. H. K. Schachman, Federat. Proc.
20, 387 (1961); A. Ramel, E. A. Barnard u. H. K. Schachman,
Angew. Chem. 76, 55 (1964); Angew. Chem. internat. Edit. 2,
745 (1963); U. Kenkare, I.T. Schulze, J. Gazithu. S. P. Colowick,
Abstracts, 6th int. Congress of Biochemistry, New York 1964,
S. 477.
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1. Respiratorische Proteine (Erythrocruorine,
Himocyanine, Himoglobine)/54-63a]

Die respiratorischen Proteine (Erythrocruorine und
Hémocyanine) von Invertebraten bilden in Losung ein
pH-abhingiges  Assoziations-Dissoziations-Gleichge-
wicht [25,54,54a,56], Im assoziierten Zustand kann das Mo-
lekulargewicht bis zu mehreren Millionen betragen; fiir
die bei der Dissoziation entstehenden Teilchen wurden
Molekulargewichte zwischen 40000 und 400000 ge-
funden. Wahrscheinlich sind die groBeren Dissozia-
tionsprodukte noch nicht die Polypeptidketten. Die
geometrische Anordnung der Untereinheiten ergibt
sich aus elektronenmikroskopischen Untersuchun-
gen 155,561 (Abb. 3).

Abb. 3. Erythrocruorin von Eumenia crassa (nach Levin [56]).

Die Strukturen der respiratorischen Proteine der Siu-
ger, des Himoglobins und Myoglobins, sind am besten
bekannt. Nicht nur wurde die Aminosduresequenz voll-
standig aufgeklirt t57-391) sondern auch die Raumstruk-
tur wurde rontgenographisch analysiert [10,11,601 (vgl,
Abb. 1).

[36] I. M. Klotz u. S. Keresztes-Nagy, Biochemistry 2, 445
(1963); S. Keresztes-Nagy u. I. M. Klotz, Biochemistry 2, 923
(1963).

[371 U. Henning, D. R. Helinski, F. C. Chao u. C.Yanofsky, J.
biol. Chemistry 237, 1523 (1962); B. C. Carlton vw. C.Yanofsky,
J. biol. Chemistry 237, 1531 (1962); D. A. Wilson u. I. P. Craw-
ford, Bacteriol. Proc. 1964, 92.

[38] J. Durell u. G. L. Cantoni, Biochim. biophysica Acta 35, 515
(1959); J. Durell u. R. F. Steiner, Biochim. biophysica Acta 39,
248 (1960); W. A. Klee u. G. L. Cantoni, Biochim. biophysica
Acta 45, 545 (1960); W. A. Klee, Biochim. biophysica Acta 59,
562 (1962).

[391 L. Kanarek, E. Marler, R. A. Bradshaw, R. E. Fellows u.
R. L. Hill, J. biol. Chemistry 239, 4207 (1964); R. L. Hill u.
L. Kanarek, Brookhaven Symposia Biol. 17, 80 (1964).

[401 J. B. Sumner u. N. Gralén, J. biol. Chemistry 125, 33 (1938);
7. Samejima u. J.T. Yang, J. biol. Chemistry 238, 3256 (1963);
W. A. Schroeder, J. R. Shelton, J. B. Shelton u. B. M. Olson,
Biochim. biophysica Acta 89, 47 (1964); K. Weber u. H. Sund,
Angew. Chem. 77, 621 (1965); Angew. Chem. internat. Edit. 4,
597 (1965); H. Sund, K. Weber u. E. Mélbert, Biochim. biophysica
Acta, im Druck.

[41] J. C. Gerhart u. A. B. Pardee, Cold Spring Harbor Sympos.
quantitat. Biol. 28, 491 (1963); J. C. Gerhart, Brookhaven Sym-
posia Biol. 77, 222 (1964); J. C. Gerhart u. H. K. Schachman, Bio-
chemistry 4, 1054 (1965).

[42] J. Drenth u. E. H. Wiebenga, Recueil Trav. chim. Pays-Bas
74, 813 (1955); D. A. I. Goring u. P. Johnson, Arch. Biochem.
Biophysics 56, 448 (1955); V. Dlouhd, B. Keil u. F. Sorm, Collect.
czechoslov. chem. Commun. 28, 2969 (1963).

[43] O. O. Blumenfeld, M. A. Paz u. P. M. Gallop, Abstracts, 6th
int. Congress of Biochemistry, New York 1964, S. 141; P. M.
Gallop, Biophys. J. 4, Suppl. 79 (1964); J. Engel u. G. Beier,
Hoppe-Seylers Z. physiol. Chem. 334, 201 (1963); K. Kiihn, J.
Engel, B. Zimmermann u. W. Grassmann, Arch. Biochem. Bio-
physics 105, 387 (1964).

Angew. Chem. | 78. Jahrg. 1966 [ Nr. 4



Tabelle 1. Quartarstrukturen einiger Proteine (zu den Dehydrogenasen siche Tabelle 2).

Polypeptidkette ]
Protein Molgewicht Bemerkungen Lit.
Grofe Zabhl Methode [a]
Rinder-Thrombin 33700—40000 ~ 8000 4-—5 DM Reversible Bildung hdherer Assoziate 31}
Himoglobine verschie- 65000 15000—16000 | 4 C,D/M, EA,F, Siehe Abschn. IV, 1
dener Species R, S
Alkalische Phosphatase | 80000 40000 2 D/M, F Dissoziation in die wahrscheinlich gleich- [32]
aus E. coli artigen Polypeptidketten ist unter
Reaktivierung reversibel.
Enolase aus Kaninchen- | 82000 41000 2 D/M, EA Dissoziation in die Polypeptidketten {33}
skelettmuskel ist unter Reaktivierung reversibel
Procarboxypeptidase 87000 34500 und 2 x 3 D/M, EA Die Polypeptidkette vom Molgewicht [34)
A-S6 aus Rinder- ~ 25000 34500 und eine der beiden vom Molgew.
pankreas ca. 25000 sind die inaktiven Formen der
Carboxypeptidase A und einer Endopepti-
dase. Die Funktion der dritten Polypeptid-
kette ist unbekannt,
Hexokinase aus Hefe 96000 24000 4 DIM,EA,F Dissoziation in die wahrscheinlich gieich- {351
artigen Polypeptidketten ist unter Reakti-
vierung reversibel. Das Molekiil kann in
zwei enzymatisch aktive Untereinheiten
dissoziieren.
Hemerythrin aus 107000 13500 8 C, D/M Dissoziation in die Polypeptidketten ist re- [36]
Golfingia gouldii versibel, wobei auch das O;-Bindungs-
vermogen zuriickkehrt,
Tryptophan-Synthetase 117000 60000 2 C, EA Der Sedimentationskoeffizient von 1,2 S [371
aus E. coli, B-Protein spricht fir mehr als zwei Polypeptidketten.
Das A-Protein besteht aus nur einer Poly-
peptidkette (Molgew. 29 500). A- und Be
Protein bilden eine funktionelle Einheit.
Aldolase aus Kaninchen-| 142000 23500 6 DM Siehe Abschn. IV, 4.
skelettmuskel
v-Globuline verschiede- | 150000 25000 und jeweils 2 D/M Siehe Abschn. 1V, 3.
ner Species 50000
Thetin-homocystein-me- | 180000 50000 3—4 D/M Enzym aggregiert, wahrscheinlich unter [38]
thylpherase aus Pferde- Bildung von Disulfidbriicken. Disulfid-
leber spaltende Verbindungen depolymerisieren.
Spezifische Aktivitdt unabhingig von der
Teilchengrofle.
Fumarase aus Schweine- | 194000 48 500 4 D/M, EA, F Dissoziation in die wahrscheinlich gleich- [39]
herzmuskel artigen Polypeptidketten ist unter Reak-
tivierung reversibel,
Katalase aus 240000-248000 | 65000 4 C,D/M,EM, F Die Fingerprint-Analyse spricht fir vier 1401
Rinderleber gleichartige Polypeptidketten. Moglicher-
weise besteht das Dissoziationsprodukt vom
Moigew. 65000 aus mehreren, ungleicharti-
gen Polypeptidketten. Bei pH 3 dissozijert
Katalase in zwei Untereinheiten vom
Molgewicht 120000.
Edestin aus Hanfsamen | 300000-360000 { 23000 und jeweils D/M,EA F Die beiden verschiedenen Polypeptidketten {42}
27000 6—7 (in einer Untereinheit) sind moglicherweise
durch Disulfidbriicken verbunden.
Fibrinogen aus 340000-390000 | 51000-65000 6 D/M, EA Jeweils 2 der 6 Polypeptidketten sind [44]
Rinderserum wahrscheinlich gleichartig.
Lipovitellin aus Eigelb 400000 200000 2 D/M Lipid-Gehalt 20 ¢{. Die Dissoziation ist re- [45]
versibel. Das Molgew. der Polypeptidkette
sollte kleiner als 100000 sein
(Endgruppenanalyse).
Apoferritin aus Pferde- 480000 24000 20 D/M, EA, EM, Siehe Abschn. IV, 2
milz F, R Dimerisierung wurde beobachtet [45a].
Glykogen-Phosphory- 495000 135000 4 C, D/M Siehe Abschn. IV, 6
lase aus Kaninchen-
skelettmuskel
Urease aus 483000 83000 6 DIM Hohere Assoziate wurden beobachtet. [46]
Schwertbohnenmehl
p-Galaktosidase ausE.cofij 518000 35000-40000 12—16 D/M Siehe Abschn. IV, 7
DNS-abhiangige RNS- 600000-900000 | 100000-150000 | 6 EM [47]

Polymerase aus E. coli
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Polypeptidkette

Protein Molgewicht Bemerkungen Lit.
Grifle Zahl Methode {a]

Trespenmosaik-Virus 4600000 20000 ~ 180 F RNS-Gehalt 21,4 %. Einwirkung von 1| M 4Ry

(Bromegrass mosaic CaCl, fiihrt zu Untereinheiten vom

virus) Molgew. 40000

Kohlriiben-geibmosaik- 5000000 21300 ~~ 150 D/M, EA, EM; RNS-Gehalt 37 9. Polypeptidketten sind [49]

Virus (Turnip yellow F,R walirscheinlich gleichartig.

mosaic virus)

Poliomyelitis-Virus 5500000 27000 ~ 130 D/M RNS-Gehalt 36 %. {50]
Typ 1L
Luzernemosaik-Virus 7400000 ~36000 ~ 160 D/M RNS-Gehalt 21 %. [sn

(Alfalfa mosaic virus)

Kartoffel X-Virus 35000000 52000 ~ 650 D/M RNS-Gehalt 5 %. Endgruppenanalyse [52]
spricht fir die Gleichartigkeit der
Polypeptidketten.

Tabakmosaik-Virus 39400000 17530 2130 D/M,EA,F, R, S RNS-Gehalt 5 %. Dissoziation in die [53]

gleichartigen Polypeptidketten und die RNS
ist reversibel. Untereinheiten verschiedener
GroBe treten als Dissoziationsprodukte auf,

[a] C == Bestimmung der ,,Cofaktor-Bindungsstellen; D/M = Molekulargewichtsbestimmung nach Denaturierung; EA = Endgruppen-
analyse; EM = Elektronenmikroskopie; F = Fingerprint-Analyse; R = Rontgenstrukturanalyse; S = vollstindige oder partielle Sequenz-
analyse.

Tabelle 2. Molekulargewicht, Quartirstruktur und Coenzymbindung von pyridinnucleotid-abhidngigen Dehydrogenasen.

Polypeptidkette U .
Dehydrogenase (= DH) Molgew. Aquntalentgewxcht n {b] Lit.
Molgew. Nachweis [a] pro Bindungsstelle
Vitamin K-Reduktase 52000 ? 56000 251 [163]
aus Rinderleber
Tsocitronensiure-DH 61000—64 000 ? ~30000 72 [164]
aus Schweineherz
a-Glycerin-1-phosphat-DH aus Ka- 78000 40000 D/M 39000 2;2 [165—167]
ninchenskelettmuskel
Apfelsaure-DH aus Schweineherz 70000—85000 51000 EA 3500042000 [c] ~2;2 [166,168,169]
Alkohol-DH aus Pferdeleber 34000 42000 S [d] 42000 2;2 [172—174]
Dihydroliponsdure-DH aus 102000 50000 [e] D/M, EA, F 50000 2;2 [175]
Schweineherz
Dihydroliponsdure-DH aus E. coli 102000—112000 | ? 56500 ?;2 [176]1
bzw. Spinacia oleracea
Glutathion-Reduktase aus Hefe 118000 ? 56500 2;2 [177]
3-Phosphoglycerinaldehyd-DH aus 137000—-145000 | 36000—38000 [d,f] | D/M, EA, F, S | 35000—46000 4; .[27,166,167,
Kaninchen-u. Schweineskelettmuskel 4 178—181al
3-Phosphoglycerinaldehyd-DH aus E122000—140000 36000—38000 [d,f] | D/M, EA, F, S| 37000—40000 4;4 [167,
Hefe sl EREE 180—185]
Milchsdure-DH aus Hijhner-, Rin- 118000—-140000 | 34000—37000 D/M,F, S 32000—39000 4;4 [27.95-98,102,
der- oder Schweineherz [g] 109,1104d,166,
186—189a]
Milchséiure-DH aus Rattenleber 126000 ? 64000 7;2 [111,188]
Alkohol-DH aus Hefe 150000 36000—37000 [d,hj | D/M, F, S 30000—42000 4;4 29,166,173,
174,188,190}
Glutaminsdure-DH aus 267000 28000 [h] F ? 8—10; [191,192]
Neuraspora crassa ?
Glutaminsiure-DH aus 2000000 ca. 50000 D/M, EA, EM | 31000—49000 ca, 40; [29,145,149,
Rinderleber [i] 40—60 153,155-157,
166,193]

[a] Abkiirzungen siehe Tabelle 1.

[b] n = Molgew. der DH/Molgew. der Polypeptidkette oder Molgew. der DH/Aquivalentgewicht.

[c] Fir die Enzyme aus Pferdeherz [169], Rattenleber [170] und Rinderherz {171] liegt das Aquivalentgewicht bei 34000 bis 50000.

[d] Die partielle Aufkldrung der Aminosduresequenz spricht fiir die Gleichartigkeit der Polypeptidketten.

[e] Auf Grund der Endgruppen- und Fingerprint-Analyse sind die beiden Polypeptidketten, die moglicherweise durch Disulfidbriicken mit-
einander verbunden sind, gleichartig.

{f] Die Endgruppenanalyse spricht fiir die Gleichartigkeit der Polypeptidketten.

Iz] Vgl Abschnitt IV, 5.

[h] Auf Grund der Fingerprint-Analyse sind die Polypeptidketten gleichartig.

fil Vgl. Abschnitt IV, 8.
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Das adulte Human-Hamoglobin (HB—A, Molekulargewicht
64458) besteht aus vier Polypeptidketten, von denen jeweils
zwei gleich sind [57-601. Man bezeichnet sie mit « und 8, so
daBl dem HB—A die Formel «zB; zukommt. Neben dem
HB-A findet sich in geringer Konzentration noch ein zweites
Himoglobin (HB—A;: %3;) sowie im foetalen Blut das
HB-F (¢2y2). Ihnen allen sind die «-Ketten gemeinsam;
v- und 3-Kette sind von der B-Kette verschieden, doch weisen
alle vier Polypeptidketten zahlreiche Koinzidenzen auf und
besitzen gleiche oder dhnliche Kettenlange (611,

Jede Polypeptidkette ist Trager einer Himgruppe, der Bin-
dungsstelle des Sauerstoffs. Die Sauerstoffbindung beeinflufit
die Wechselwirkung zwischen den Polypeptidketten [11,631,
So erleichtert z. B. die Bindung des ersten Sauerstoffmolekiils
die Aufnahme der weiteren drei (sieche Abschnitt V, 4)[63al,

2. Apoferritin aus Pferdemilz [64—68]

Ferritin ist ein eisenspeicherndes Protein und besteht
aus zwei Komponenten: ein FEisen(III)-hydroxidphos-
phat-Komplex bildet den Kern, der von einer Protein-
hiille, dem Apoferritin, umgeben ist. Das Apoferritin

[44] H. A. Ende u. G.V. Schulz, Z. physik. Chem., N.F. 33, 143
(1962); R. H. Haschemeyer u. R. E. Nadeau, Biochem. biophys.
Res. Commun. 717, 217 (1963); A. Henschen, Atk. Kemi 22, 1,
375 (1963/1964).

[45} G. Bernardi u. W. H. Cook, Biochim. biophysica Acta 44,
96, 105 (1960); J. M. Neelin u. W. H. Cook, Canad. J. Biochem.
Physiol. 39, 1075 (1961); R. W. Burley u. W. H. Cook, Canad. J.
Biochem. Physiol. 40, 363 (1962).

[45a] H. Sund, unveroffentlicht.

[46] J. M. Creeth u. L. W. Nichol, Biochem. J. 77, 230 (1960);
F. J. Reithel, J. E. Robbins u. G. Gorin, Arch. Biochem. Bio-
physics 108, 409 (1964),

[471 E. Fuchs, W. Zillig, P. H. Hofschneider u. A. Preuss, J.
molecular Biol. 10, 546 (1964).

[48] L. E. Bockstahler u. P. Kaesberg, Biophys. J. 2, 1 (1962);
J. D. Stubbs u. P. Kaesberg, J. molecular Biol. 8, 314 (1964).

[491 R. Markham, Discuss. Faraday Soc. 11, 221 (1951); H. E.
Huxley u. G. Zubay, J. molecular Biol. 2, 189 (1960); A. Klug u.
J.T. Finch, J. molecular Biol. 2, 201 (1960); J. I. Harrisu. J. Hind-
ley, . molecular Biol. 3, 117 (1961).

[50] F. A. Anderer u. H. Restle, Z. Naturforsch. 195, 1026 (1964).

[51] J. J. Kelley u. P. Kaesberg, Biochim. biophysica Acta 35,
236 (1962) u. 61, 865 (1962).

{521 M. E. Reichmann, Canad. J. Chem. 37, 384 (1959) u. J. biol.
Chemistry 235, 2959 (1960); C. I. Niu, V. Shore u. C. A. Knight,
Virology 6, 226 (1958).

[53] F. A. Anderer, Advances Protein Chem. 18, 1 (1963); D. L.
D. Caspar, Advances Protein Chem. 18, 37 (1963).

[541 I. B. Eriksson-Quensel u. T. Svedberg, Biol. Bull. 71, 498
(1936); S. Brohult, Nova Acta Regiae Soc. Sci. Upsaliensis,
Ser. 1V, 12, Nr. 4 (1940).

[54a] K. E.van Holde u. L. B. Cohen, Biochemistry 3, 1803
(1964); Brookhaven Symposia Biol. 17, 184 (1964).

[55] E. F.J.van Bruggen, E. H. Wiebenga u. M. Gruber, J. molec-
ular Biol. 4, 1 u. 8 (1962); E. F. J.van Bruggen, V. Schuiten,
E. H. Wiebenga u. M. Gruber, J. molecular Biol. 7, 249 (1963).
[56] O. Levin, J. molecular Biol. 6, 95 (1963); Ark. Kemi 21,
1 u. 15 (1963); Acta Universitatis Upsaliensis, Abstracts of
Uppsala Dissertations in Science, Nr. 24. Uppsala 1963.

[571 G. Braunitzer u. V. Rudloff, Dtsch. med. Wschr. 87, 959
(1962); G. Braunitzer, K. Hilse, V. Rudloff’ u. N. Hilschmann, Ad-
vances Protein Chem. 19, 1 (1964).
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146t sich isolieren und kristallisieren. Zur Quartérstruk-
tur des Proteins aus Pferdemilz liegen ausfiihrliche Un-
tersuchungen von Harrison (64671 yor,

Nach der Rontgenstrukturanalyse betrdgt das Mole-
kulargewicht des kompakten Molekiils 480000 64}, Das
native Apoferritin-Molekiil besitzt eine sehr stabile
Struktur, obwohl die Polypeptidketten nur durch Ne-
benvalenzbindungen verkniipft sind. In Gegenwart von
Dodecylsulfat (DS) bildet das Protein (s3; ,, = 17,6 S)
verschiedene Spaltprodukte. Bei einem Gewichtsver-
hiltnis von Protein:DS = 2:1 dissoziiert das Protein
vollstdndig, wobei eine Komponente mit einem Sedi-
mentationskoeffizienten von 2,5 S auftritt. Diese Kom-
ponente, e¢in Protein-DS-Komplex (33 %, DS), besitzt
ein Teilchengewicht von 38000 bis 41000 mit einem Pro-
teinanteil vom Molekulargewicht 25000 bis 27000, d.h.
das Apoferritin-Molekiil dissoziiert durch Bindung des
DS in etwa 20 Polypeptidketten (651, Die Umsetzung mit
Bernsteinsdureanhydrid fiihrt zur gleichen Komponente
(Molekulargewicht 25000) [66],
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405 (1959).
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Die Fingerprint-Analyse ergibt neben einigen Spuren-
peptiden etwa 20 Peptide, von denen nur eines Trypto-
phan enthédlt. Dies entspricht 20 gleichartigen Poly-
peptidketten vom Molekulargewicht 240001671, Freie
N-terminale Aminogruppen fehlen, doch konnen 20

[A493.4)

Abb. 4. Modell der von Harrison [64] vorgeschlagenen Quartérstruktur
des Apoferritins: 20 Polypeptidketten in den Ecken eines Pentagon-
dodekaeders. (Jede Kugel stellt eine Polypeptidkette dar; im wirklichen
Molekiil befinden sich die Ketten in gegenseitigem Kontakt und sind
nicht exakt kugelférmig.)
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Acetylgruppen pro Apoferritin-Molekiil nachgewiesen
werden. Mit Carboxypeptidase B werden etwa 20 C-ter-
minale Arginylreste pro Apoferritin-Molekiil abge-
spalten [66],

Nach der Rontgenstrukturanalyse ist das Molekiil als
kugelformige Schale mit einem #uBeren Radius von
61 A und einem Verhdltnis von innerem zu duBerem
Radius von 0,6 zu beschreiben 672,691, Die Schale ist aus
Untereinheiten aufgebaut und hat die Gestalt eines
Pentagondodekaeders, in dessen zwanzig Ecken
sich die 20, nach elektronenmikroskopischen Befun-
den '68) nahezu kugelférmigen Polypeptidketten befin-
den (641, Abbildung 4 zeigt ein Modell.

3. v-Globuline [69-84]

Die y-Globuline, Trdger der Antikorperwirkung, sind
durch einen Sedimentationskoeffizienten von ungefihr
7 S charakterisiert und besitzen ein Molekulargewicht
von etwa 150000 69,701, Das Molekiil 148t sich als lang-
gestreckter Zylinder mit elliptischem Querschnitt be-
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[105] C. L. Markert, Science (Washington) 140, 1329 (1963);
Abstracts, 6th int. Congress of Biochemistry, New York 1964,
S. 320.

[106] C. R. Shaw u. E. Barto, Proc. nat. Acad. Sci. USA 50, 211
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Kaplan, Biochemistry 3, 522 (1964).
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126000 und nur zwei Coenzymbindungsstellen [111]). Auf Grund
der an anderen Dehydrogenasen erhaltenen Ergebnisse (Ab-
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Polypeptidketten vom Molekulargewicht 63000 besteht.

[110a] Die Untersuchung der hydrodynamischen Eigenschaften
nach Denaturierung {27,97] und der N-terminalen Gruppen so-
wie die Fingerprint-Analyse [110b] geben Hinweise darauf, daB
LDH aus insgesamt 8 Polypeptidketten (jede Untereinheit aus 2)
besteht.
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schreiben [711 (Dimensionen siche Abb. 5). Nach Unter-
suchungen an <vy-Globulinen verschiedener Her-
kunft [69,70,72=75]1 hat das Molekiil die Formel H;Lo,
d. h. es besteht aus zwei schwereren (H, Molekularge-
wicht etwa 50000) und zwei leichteren (L, Molekular-

Abb. 5. Modell des 7S-Antikérper-Molekiils nach Edelman u. Gally [74].
H: schwere Polypeptidkette; L: leichte Polypeptidkette; Site: eine der
beiden Antigenbindungsstellen. Die Striche auf dem Modell stellen die
Disulfidbriicken zwischen den Polypeptidketten dar. Die molekularen
Dimensionen entsprechen den Ergebnissen der Rontgenkleinwinkel-
streuung [71].

[115] D. H. Brown u. C. F. Cori in P. D. Boyer, H. Lardy u.
K. Myrbdck: The Enzymes. 2. Aufl., Academic Press, New York,
London 1961, Bd. 5, S. 207; E. G. Krebs u. E. H. Fischer, Ad-
vances Enzymology 24, 263 (1962).
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Commun. 18, 131 (1965); vgl. auch Biochemistry 4, 2296 (1965)].
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oder kleinen Protein-Konzentrationen [J. H. Wang u. D. J.
Graves, Biochemistry 3, 1437 (1964)].
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Federat. Proc. 23, 488 (1964).
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gewicht etwa 25000) Ketten. Die beiden H-Ketten sind
untereinander (76l und mit den L-Ketten durch je eine Di-
sulfidbriicke verbunden (73,77,781, nach deren Reduktion
die chromatographische;Trennung der H- und L-Ketten
gelingt. Weitere Disulfidbriicken befinden sich innerhalb
der Ketten. Bei pH < 7 tritt nach Reduktion der
besonders reaktionsfihigen Disulfidbriicke zwischen den
beiden H-Ketten die Untereinheit HL auf [751,

Das Antikorpermolekiil besitzt zwei Antigenbindungsstel-
len791, die sich nach elektronenmikroskopischen Unter-
suchungen [80] an den beiden Enden des zylindrischen Mole-
kiils befinden (,,site‘* in Abb. 5). Die Dissoziation in die Un-
tereinheiten HL ist unter Riickgewinnung der immunologi-
schen Aktivitit reversibel [8i], doch sollen sich bei der
Assoziation zum Molekill H;L, die Disulfidbriicken nicht
wieder zuriickbilden. Auch die nach schonender Reduktion
chromatographisch getrennten H- und L-Ketten assoziieren
wieder zum Molekiill H,L;, wobei ebenfalls nur Neben-
valenzbindungen wirksam werden[82! und die biologische
Aktivitdt wiederkehrt. Falls die Polypeptidketten im renatu-
rierten Molekl tatsédchlich nur durch Nebenvalenzbindun-
gen zusammengehalten werden (81,821, wire die Antikorper-
wirksamkeit nicht an das Vorhandensein von Disulfidbriicken
zwischen den Polypeptidketten gebunden. In vitro lieBen sich
durch Dissoziation und Assoziation [81-831 | hybride* vy-Glo-
bulin-Molekiile gewinnen [84],

[133] U. Karlisson, S. Koorajian, I. Zabin, F.S. Sjéstrand u. A. Mil-
ler, §. Ultrastructure Res. 10, 457 (1964).
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4. Aldolase aus Kaninchenskelettmuske] 185—95]

Aldolase katalysiert die Umwandlung von Fructose-
1,6-diphosphat in Dihydroxyacetonphosphat und Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat. Das Enzymmolekiil ist nahe-
zu kugelférmig und besitzt einen relativ hohen Helix-
gehalt, sein Molekulargewicht betrdgt 142000881, Bei
pH-Werten unter 3 beobachtet man einen Abfall des
Sedimentationskoeffizienten von 7,9 S (nativ) auf 2,0S;
das Aldolase-Molekiil zerfillt unter weitgehender Ent-
faltung und Verlust der Helixstruktur in drei gleich-
groBe Untereinheiten [88,89], Diese Dissoziation erfolgt
auch in Gegenwart von Dodecylsulfat {881, Harnstoff (881
oder Guanidin-hydrochlorid 90! sowie nach Substitu-
tion mit Bernsteinsdureanhydrid (901,

Nach Siure- oder Harnstoffeinwirkung kann Aldolase durch
Dialyse oder rasches Verdiinnen mit Pufferlésung bis zu
100 %; reaktiviert werden [88,89,91], Das renaturierte Molekiil
stimmt in seinen hydrodynamischen, optischen, immunologi-
schen und chemischen Eigenschaften mit dem nativen Mole-
kiil tiberein. Die Assoziation verlduft wahrscheinlich in zwei
Stufen: relativ rasch wird eine Komponente gebildet, die
schon aus drei Untereinheiten besteht, aber noch weitgehend
entfaltet ist. Diese wandelt sich dann in das native kompakte
Molekiil um, wobei die Enzymaktivitit wiederkehrt [89), Die
kinetische Analyse der Reaktivierung weist darauf hin, daB3
der erste Schritt nicht geschwindigkeitsbestimmend ist [88,89].
Bei Erhohung des pH-Wertes auf 12,6 zerfillt das Aldolase-
Molekiil in sechs gleichgroBe Teilchen, die wahrscheinlich
den Polypeptidketten entsprechen. Eine Reaktivierung nach
dieser Dissoziation konnte bisher nicht beobachtet® wer-
den 921, Gleichung (2) gibt das Dissoziationsschema der
Aldolase (=A) an921,

(2) Native A = entfaltete A < Untereinheit = Polypeptidkette
. ?

(142 000) (142000) (3% 47000) (6x 23 500)
Neuere Untersuchungen ergaben als N-terminale Gruppen
4 Mol Prolin pro Mol Aldolase. Dieser Wert wird als Mini-
mum betrachtet und stiitzt die Annahme, dal mehr als drei
Polypeptidketten vorliegen[90.92al. Mit Carboxypeptidase
lassen sich drei C-terminale Tyrosylreste abspalten (93}, Die
Frage nach der Gleichartigkeit der Polypeptidketten ist be-
sonders deshalb interessant, weil das Aldolase-Molekiil aus
sechs Polypeptidketten besteht, aber nur ein aktives Zentrum
besitzt 191,941,

5. Milchsiure-Dehydrogenase und das Isozym-Problem
[95—114]

Milchsdure-Dehydrogenasen (LDH) kommen in allen
tierischen Geweben vor und katalysieren die reversible
pyridinnucleotid-abhédngige Umwandlung von Milch-
sidure in Brenztraubensidure.. Die Enzyme besitzen cin
Molekulargewicht von etwa 130000 95-981, 1952 wurde
beobachtet, daB Rinderherz-LDH aus zwei enzymatisch
aktiven Komponenten besteht 1931, Wieland und Pfleide-

[151] H. Sund, Acta chem. scand. 15, 940 (1961).

[152] C. Frieden, J. biol. Chemistry 238, 3286 (1963).

[153] H. Sund: Struktur und Wirkungsweise der Glutamin-
siuredehydrogenase aus Rinderleber. Ein Beitrag zur Be-
ziehung zwischen Quartirstruktur und Enzymeigenschaften bei
Proteinen. Habilitationsschrift, Universitit Freiburg 1964.
[154) G. M. Tomkins, K. L. Yielding, J. F. Curran, M. R. Sum-
mers n. M. W. Bitensky, J. biol. Chemistry 240, 3793 (1965).
[155] Vel. auch G. M. Tomkins, K. L. Yielding u. ). F. Curran, J.
biol. Chemistry 237, 1704 (1962); P. M. Bayley u. G. K. Radda,
Biochem. J. 94, 31 P (1965).
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rer zeigten dann spiter 1991, daB in verschiedenen Gewe-
ben bis zu fiinf LDH-Komponenten auftreten konnen,
nur in seltenen Fillen ist es eine einzige. Diese LDHs
lassen sich elektrophoretisch trennen und unterscheiden
sich in ihrer Aminosdurezusammensetzung, Tempera-
turempfindlichkeit sowie in den enzymatischen und
immunologischen Eigenschaften [99-108,110d],

Appella und Markert zeigten, daf LDH in Gegenwart
von 5 M Guanidin-hydrochlorid in vier Untereinheiten
vom Molekulargewicht 34000 dissoziiert [96], Durch die-
se Erkenntnis wurde das Phinomen der Isozyme ver-
stdndlich. Jede Species besitzt zwei LDHs, die aus jeweils
vier gleichartigen Untereinheiten bestehen [96.100,103,
105,106, 1091, Der eine LDH-Typ kommt vorwiegend im
Muskel (M-Typ), der andere dagegen vorwiegend im
Herzen (H-Typ) vor; die Untereinheiten bezeichnet man
entsprechend mit M und H, so daB3 die LDH-Formeln
My bzw. Hy lauten. Durch Kombination von M- und
H-Untereinheiten ergeben sich — in vivo und in vitro —
maximal fiinf LDH-Isozyme: Hy, HiM, H,M,, HM;3
und My. Die Fingerprint-Analyse bestitigte diese Vor-
stellungen [102,109,110,110a],

Die Dissoziation in die Untereinheiten ist unter Reaktivie-
rung weitgehend reversibel [110¢], In vitro gelingt die Hybridi-
sierung zwischen Milchsiure-Dehydrogenasen verschiedener
Herkunft 11041 z. B. zwischen der H4-LDH vom Rind mit
der Hy-LDH vom Huhn oder der M4-LDH vom Frosch.
Eine Hybridisierung zwischen Hg- und M4-LDH vom Frosch
ist dagegen nicht moglich. Bisher gibt es keine Hinweise dar-
auf, daB die Untereinheiten fiir sich enzymatisch aktiv sind.
Die Wechselwirkung zwischen den vier Untereinheiten ist
wahrscheinlich essentiell fiir die Bildung derjenigen Konfor-
mation, die fiir die Enzymkatalyse erforderlich ist.

Die enzymatischen und immunologischen Eigenschaften der
hybriden LDH-Molekiile H3M, H,M; und HMj setzen sich
etwa additiv aus den Anteilen an H- und M-Untereinheiten
zusammen [102-104,109,110d1, So ist z. B. die Substrathemmung
bei der H4-LDH stark, bei der My-LDH dagegen schwach ; fiir
die hybriden Enzymmolekiile liegt sie zwischen den Extre-
men [101-103,107), Entsprechend dieser Eigenschaft beglinstigt
die Gegenwart des H-Typs in der Zelle die aerobe Brenztrau-
bensdureoxidation und findet sich vornehmlich im,,aeroben
Gewebe (Herzmuskel). Der M-Typ dagegen begiinstigt die
anaerobe, pyridinnucleotid-abhingige Milchsdurebildung und

kommt vornehmlich im ,,anaeroben‘‘ Gewebe (Skelettmuskel)
vor (102,103,107, 112,

Das LDH-Isozymmuster andert sich wihrend der Onto-
genese [102,103,112~114), Im embryonalen Stadium 148t sich je
nach Species ausschlieBlich oder vorwiegend entweder H-
oder M-LDH nachweisen (,,embryonale LDH*). Mit zu-

[156] B. Jirgensons, J. Amer. chem. Soc. 83, 3161 (1961); H. F.
Fisher, L. L. McGregor u. D. G. Cross, Biochim. biophysica Acta
65, 175 (1962); E. Marler u. C. Tanford, J. biol. Chemistry 239,
4217 (1964); H. Sund, Biochim. biophysica Acta, im Druck.
(157} H. Sund, Angew. Chem. 76, 954 (1964); Angew. Chem.
internat. Edit. 3, 802 (1964).

[158] F. Lynen, Federat. Proc. 20, 941 (1961); F. Lynen in
T. Biicher: Redoxfunktionen cytoplasmatischer Strukturen.
Figenverlag der Wiener medizinischen Akademie fiir &rztliche
Fortbildung, Wien 1962, S. 12; Angew. Chem. 77, 929 (1965).
[1591 A. Hagen, Dissertation, Universitdt Miinchen 1963.

[160) A. Hagen u. P. H. Hofschneider in M.Titlbach: Electron
Microscopy 1964 (Proc. 3rd European Regional Conference).
Publishing House of the Czechoslovak Academy of Sciences,
Prag 1964, Bd. B, S. 69.

[161] M. Koike, L. J. Reed u. W. R. Carroll, J. biol. Chemistry
238, 30 (1963); L. J. Reed, Abstracts, 6th int. Congress of Bio-
chemistry, New York 1964, S. 523; H. Fernandez-Moran, L. J.
Reed, M. Koike u. C. R. Willms, Science (Washington) /45, 930
(1964).
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Abb. 6. LDH-Isozymmuster des Rattenherzens wihrend der Ontogenese (Werte nach Fine et al. [114]).

nehmender Zelldifferenzierung wird dann ein Isozymmuster
gebildet, das der Stoffwechsellage der differenzierten Zelle
Rechnung trigt (Abb. 6). Man nimmt an, dafl die Synthese
der H- und M-Untereinheiten unter getrennter genetischer
Kontrolle steht [102]1,

6. Glykogen-Phosphorylase
aus Kaninchenskelettmuskell115—124]

Glykogen-Phosphorylase tritt in zwei Formen a und b
auf, die enzymatisch ineinander umzuwandeln sind:
eine Phosphorylase-b-Kinase iiberfithrt das b-Enzym
mit ATP unter Einbau von vier Mol Phosphat in das
a-Enzym, das durch eine Phosphorylase-a-Phosphatase
wieder in das b-Enzym umgewandelt werden kann [115],

Aus Sedimentations- und Diffusionsmessungen wurde
das Molekulargewicht des a-Enzyms zu 495000, das des
b-Enzyms zu 242000 bestimmt. Bei der Bildung des
a-Enzyms aus dem b-Enzym tritt also neben der Phos-
phorylierung eine Dimerisierung ein [116],

Bei der Einwirkung von p-Chlorquecksilberbenzoat disso-
ziieren beide Enzyme in Untereinheiten vom Molekularge-
wicht etwa 135000, Das a-Enzym enthilt vier, das b-Enzym
zwei dieser Untereinheiten (1171181, Entsprechend diesem
Bauprinzip bindet ein Molekiil a-Enzym vier Molekiile AMP
und enthilt vier Molekiile Pyridoxal-5’-phosphat, wihrend
es beim b-Enzym jeweils nur zwei Molekiile sind [115,119~1211,
Bei der Bildung von a-Enzym aus b-Enzym werden die vier
neu in das Molekiil eintretenden Phosphatgruppen, d. h. je
eine pro Untereinheit, durch Veresterung von Serylresten ge-
bunden[115], Wahrscheinlich ist das kovalent an Lysylreste
gebundene Pyridoxalphosphat nur fur die Konformation der
Proteinmolekiile verantwortlich und an der eigentlichen En-
zymreaktion nicht beteiligt [122). Seine Entfernung aus dem
Molekiil fithrt zur reversiblen Inaktivierung, und gleichzeitig
andert sich die Proteinkonformation: das a-Enzym zerfillt
zu einem hohen Anteil in die Untereinheiten. Auch die Spal-
tung mit p-Chlorquecksilberbenzoat erfolgt reversibel: Cy-
stein stellt sowohl die Enzymaktivitét als auch den urspriing-
lichen Assoziationszustand wieder her [117],

[162] Zu anderen x-Ketosiure-Dehydrogenase-Komplexen siehe
D. R. Sanadi in P, D, Boyer, H. Lardy u. K. Myrbdck: The En-
zymes. 2. Aufl.,, Academic Press, New York, London 1963,
Bd. 7, S. 307.

11631 F. Marki u. C. Martius, Biochem. Z. 333, 111 (1960).
[164] J. Moyle u. M. Dixon, Biochem. J. 63, 548 (1956); G. Sie-
bert, J. Dubuc, R. C. Warner u. G. W. E. Plaut, J. biol. Chemistry
226, 965 (1957); T. A. Langan, Acta chem. scand. 74, 936 (1960).
[165] J.van Eys, B. J. Nuenke u. M. K. Parterson, J. biol.
Chemistry 234, 2308 (1959).

(166] G. Pfleiderer u. F. Auricchio, Biochem. biophys. Res.
Commun. 76, 53 (1964).
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Bei hohen Salzkonzentrationen zerfillt Phosphorylase a re-
versibel in das ,,halbe Molekiil*, dessen Molekulargewicht
dem des b-Enzyms entspricht 112312321, Mit dem Aufbau aus
zwei Untereinheiten 1124} konnte das Auftreten von drei Iso-
zymen fiir Phosphorylase b erklirt werden. Das relativ hohe
Molekulargewicht der Untereinheit (135000) 148t die Mog-
lichkeit offen, daB sie mehrere Polypeptidketten enthalt.

7. B-Galaktosidase aus E. colil125--143]

B-Galaktosidase aus E. coli katalysiert die Hydrolyse
von Laktose zu Galaktose und Glucose. Das Molekular-
gewicht des Proteins liegt bei 520000, der Sedimenta-
tionskoeffizient betriigt etwa 16 S[125-128), Nach den
hydrodynamischen Parametern 148t sich das Molekiil
als abgeplattetes Rotationsellipsoid beschreiben [125],
dessen Achsenverhiltnis bei etwa drei liegt, wenn man
eine 30-proz. Hydratation annimmt. Linge und Hohe
des Molekiils errechnen sich dann zu etwa 150 A und
50 A [127], Auch bei extremen Verdiinnungen bleibt das
Molekulargewicht erhalten 1291 und ist mit grofer
Wahrscheinlichkeit auch in vivo fiir das enzymatisch
aktive Protein charakteristisch [130,131],

In Gegenwart von Harnstoff oder Guanidin-hydrochlo-
rid dissoziiert p-Galaktosidase reversibel(1281 in vier,
nach Sedimentations- und Diffusionsmessungen gleich-
groBe Untereinheiten 11321 (Molekulargewicht etwa
130000); so daf} die Bildung von Hybriden aus ,,leich-
tem* Enzym (12C, 14N) und ,,schwerem* Enzym (13C,
15N) moglich war. Durch Vergleich der Dichten von
hybriden, leichten und schweren Molekiilen konnte
ebenfalls gezeigt werden, daB das 3-Galaktosidase-Mole-
kiil aus vier gleichgroBen Untereinheiten be-
steht [128), Nach elektronenmikroskopischen Untersu-
chungen [133,134] sind die vier Untereinheiten im Qua-
drat angeordnet (Abb, 7). Die Molekiildimensionen be-
tragen etwa 120 A und 70 A 1133], Diese und das aus

[1671 W. C. Deal u. W. H. Holleman, Federat. Proc. 23, 264
(1964).

[168] C. J. R.Thorne, Biochim. biophysica Acta 59, 624 (1962).
[169] C. J. R.Thorne u. N. O. Kaplan, J. biol. Chemistry 238,
1861 (1963).

{170} C. S.Vestling, E. D. Ihnen u. A. C. Boyer in N. M. Sissa-
kian: Proc., 5th int. Congress of Biochemistry, Moskau 1961.
Pergamon Press, Oxford, London, New York, Paris 1963, Bd. 9,
S. 163.

[171} S. Englard u. H. H. Breiger, Biochim. biophysica Acta 56,
571 (1962); M. Cassman u. S. Englard, Federat. Proc. 23, 427
(1964).
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Abb. 7. B-Galaktosidase aus E. coli (nach Mdlbert, Weber u. Wallenfels
[134]). VergroBerung 200000-fach. Der Pfeil markiert ein aus vier
Untereinheiten bestehendes 3-Galaktosidase-Molekiil.

ihnen abgeschitzteMolekulargewicht von500000 [133,134]
stimmen sehr gut iiberein mit den aus hydrodynami-
schen Daten errechneten Werten.

Bei der Oxidation mit Perameisensiure fillt das Mole-
kulargewicht auf etwa 35000 ab [132,135], In einem Ge-
misch von Ameisensdure und Essigsdure dissoziiert das
B-Galaktosidase-Molekiil ebenfalls bis zu den Poly-
peptidketten vom Molekulargewicht etwa 3500011361
d.h. jede Untereinheit der 3-Galaktosidase besteht aus
drei oder vier Polypeptidketten, die nicht durch Disulfid-
briicken verkniipft sind. Auch diese Dissoziation ist
wenigstens zum Teil reversibel.

Auf Grund der Fingerprint-Analyse liegt das ,,Mole-
kulargewicht* der Polypeptidkette bei etwa 40000 [137]
oder 60000 (137,138}, Sollte der hohere Wert zutreffen, so
muB aus der Diskrepanz zwischen diesem und dem mit
hydrodynamischen Methoden gefundenen wesentlich
niedrigeren Weri geschlossen werden, daB die Poly-
peptidketten innerhalb der Untereinheit nicht gleich-
artig sind [136,138a],

Das {3-Galaktosidase-Molekiil besitzt vier aktive Zen-
tren (1391 die man den vier Untereinheiten zuordnen
kann. Die Zahl der Polypeptidketten iibersteigt jedoch
die Zahl der aktiven Zentren [140],

Aus einigen E. coli-Mutanten kénnen enzymatisch inaktive
B-Galaktosidase-Proteine isoliert werdenli42), deren Mole-
kulargewichte in den meisten Fillen kleiner sind als das der
enzymatisch aktiven [3-Galaktosidase. Hier scheint durch
Mutation die Mégglichkeit zur ,,richtigen‘* Assoziation ver-
lorengegangen zu sein. In"einigen Fillen war es mdglich,
durch Komplementation zwischen zwei verschiedenen, enzy-
matisch inaktiven Pridparaten aktive $-Galaktosidase zu er-
halten [142,1431; das Komplementationsenzym ist wie das nor-
male Enzym durch einen Sedimentationskoeffizienten von
16 S charakterisiert.

8. Glutaminsiure-Dehydrogenase aus Rinderleber

Glutaminsidure-Dehydrogenase katalysiert die rever-
sible oxidative Desaminierung der Glutaminsdure zur
«-Ketoglutarsdure. Das Proteinmolekiil dissoziiert beim
Verdiinnen spontan und reversibel, was sein anomales
Sedimentationsverhalten (1441 erkldrt. Das im assoziier-
ten Zustand langgestreckte Teilchen mit einem Mole-
kulargewicht von 2x106129,1451 steht im Assoziations-
Dissoziations-Gleichgewicht mit seinen Untereinheiten
vom Molekulargewicht:loﬁ, 5%x105und 2,5x 105, die alle
enzymatisch aktiv sind [29, 1461, Nucleotide, Phenanthro-
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lin, anorganische Tonen, Steroide, Thyroxin, Sulfonyl-
harnstoff-Derivate oder auch das Coenzym konnen das
Gleichgewicht in beiden Richtungen beeinflussen und
sind als Inhibitoren oder Aktivatoren der Enzymreak-
tion wirksam [29,147-150], Durch die Dissoziation nimmt
die Bindungskapazitit fiir das Coenzym zu [151,153,155],
In der Leber ist Glutaminsiure-Dehydrogenase aus-
schlieBlich in den Mitochondrien lokalisiert. Die Kon-
zentration des Enzyms liegt hier bei 2 bis 9 mg/ml, d.h.
in einem Bereich, in dem das Assoziations-Dissozia-
tions-Gleichgewicht und seine Beeinflussung durch die
verschiedenen Verbindungen eine Rolle spielen (29,1531,
Glutaminsdure-Dehydrogenase besitzt keine absolute Sub-
stratspezifitit tiir Glutaminsiure, sondern kann, wenn auch
wesentlich langsamer, andere Aminosiuren umsetzen. Be-
sonders eingehend wurde die Alanin-Oxidation im Zusam-
menhang mit der Quartirstruktur untersucht [1501: Alle Ver-
bindungen oder Versuchsbedingungen, die die spontane Dis-
soziation in die Untereinheiten begiinstigen, aktivieren die
Alanin-Oxidation und hemmen die Glutaminsdure-Oxida-
tion. Alle Verbindungen dagegen, die die spontane Assozia-
tion begiinstigen, aktivieren die Oxidation der Glutaminsidure
und hemmen die des Alanins. Entgegen fritheren Ansich-
ten [147,150) jst der Zusammenhang zwischen den verschiede-
nen Einfliissen auf Quartirstruktur und Enzymaktivitit darin
zu sehen, daB die Verbindungen mit den funktionellen Grup-
pen des Enzymmolekiils reagieren und/oder dessen Konfor-
mation dndern. Hierdurch werden sowohl das Assoziations-
Dissoziations-Gleichgewicht als auch die Enzymkatalyse be-
einfluBt, ohne daB8 ein direkter Zusammenhang zwischen Teil-
chengrofle und Enzymaktivitit besteht: beide Phinomene
sind lediglich die Folgen der gleichen Ursache [29,152-154],
Dissoziiert ein Protein spontan in Untereinheiten oder wird
die Dissoziation durch Bedingungen hervorgerufen, unter
denen die Konformation sich nur unwesentlich indert, dann
kann man durch Viscosititsmessungen Aufschliisse liber die
geometrische Anordnung der Untereinheiten gewinnen: ein
Abfall der Viscosititszahl bedeutet eine Abnahme, die Zu-
nahme eine Erhohung der geometrischen Anisotropie. Diese
Methode fiihrt nur bei nicht - globuliren Proteinen zu einem
Ergebnis, da sich bei der Dissoziation globulidrer Proteine die
Viscositdt zu wenig dndert [1531,

Die Untereinheiten der Glutaminsdure-Dehydrogenase
besitzen eine kleinere Viscositidtszahl und sind nur etwa
halb so lang wie das urspriingliche Molekiil [29,145,1531,
Betrachtet man die Glutaminsdure-Dehydrogenase als
Rotationsellipsoid, dann besagt dieser Befund, daBl die
Dissoziation durch Querspaltung erfolgt. Demnach
werden die Untereinheiten im assoziierten Zustand
durch relativ kleine Bereiche und damit durch relativ
wenige Bindungen zusammengehalten. Damit kann
vielleicht die spontan erfolgende Dissoziation erklart
werden (vgl. Abb. 8).

In Gegenwart von Harnstoff oder langkettigen Alkyl-
sulfaten sowie bei extremen pH-Werten dissoziiert
die Untereinheit vom Molekulargewicht 250000 unter

T T T T T : : st
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Abb. 8. Schematische Darstellung des Assoziations-Dissoziations-
Gleichgewichtes von Glutaminsdure-Dehydrogenase aus Rinderleber
(nach Sund [29]). a/b = Achsenverhiltnis.
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Verlust der nativen Konformation und der Enzymakti-
vitit in die Polypeptidketten. Diese besitzen ein Mole-
kulargewicht von etwa 50000 und sind auf Grund der
Endgruppenanalyse gleichartig [29,149,1561,  Kiirzlich
konnte gezeigt werden, daB auch diese Dissoziation un-
ter Reaktivierung weitgehend reversibel ist [157) (vgl.
Abb. 8).

9. Multienzym-Komplexell58—162]

Multienzym-Komplexe, in denen die einzelnen Enzyme
durch Nebenvalenzbindungen zusammengehalten wer-
den, katalysieren mehrere aufeinanderfolgende Schritte
einer Reaktionskette. Das Substrat und seine Folge-
produkte verlassen dabei den Enzym-Komplex nicht,
sondern werden von einer Reaktionsstelle zur anderen
,,weitergereicht. Wahrscheinlich kommen derartige
Komplexe in vivo relativ hdufig vor. Ob sie sich isolieren
lassen, hidngt von ihrer Stabilitdt und den Isolierungs-
bedingungen ab. Der Fettsidure-Synthetase-Komplex
aus Hefe und der Brenztraubensdure-Dehydrogenase-
Komplex aus E. coli wurden bisher am eingehendsten
untersucht.

Nach Lynen und Mitarbeitern[158,159] katalysiert die Fett-
sdure-Synthetase in sieben Teilreaktionen die Synthese von
Fettsduren aus Acetyl-CoA und Malonyl-CoA. Der Multi-
enzym-Komplex besitzt ein Molekulargewicht von 2,3x 106
und besteht aus sieben verschiedenen Untereinheiten (Mole-
kulargewicht 110000), deren jede dreimal vorkommt. Elek-
tronenmikroskopisch stellt sich der Fq?tséure-Synthetase-
Komplex als hohles, ovales, von einem Aquatorialring um-
gebenes Teilchen dar (Abb. 9). Der Lingsdurchmesser der
Teilchen betrigt etwa 250 A, der Querdurchmesser etwa
210 A (160,

Abb. 9. Fettsdure-Synthetase aus Hefe (nach Hagen u. Hofschneider
[160]). VergréBerung 200000-fach.

Der Brenztraubensdure-Dehydrogenase-Komplex aus E. coli
katalysiert die in wenigstens drei_Schritten ablaufende De-
carboxylierung von Brenztraubensiure zu Acetyl-CoA. Nach
Reed und Mitarbeitern [161,162] 1383t sich dieser Multienzym-
Komplex vom Molekulargewicht 4,8-106 in drei enzymatisch
aktive Komponenten zerlegen: Pyruvat-Decarboxylase (Mole-
kulargewicht 183000), Liponsdure-Reduktase-Transacetylase
(Molekulargewicht 1,6x106) und Dihydroliponsdure-Dehy-
drogenase (Molekulargewicht 112000). Die Liponsdure-Re-
duktase-Transacetylase besteht aus 64 Polypeptidketten yvom
Molekulargewicht etwa 27000 und ist im Multienzymkom-
plex einmal vertreten, die Decarboxylase unddie Dihydrolipon-
sdure-Dehydrogenase dagegen sechzehn- bzw. achtmal. Letz-
tere enthilt zwei Polypeptidketten. Die Quartarstruktur der
Decarboxylase wurde noch nicht untersucht.

Der Brenztraubensidure-Dehydrogenase-Komplex besitzt nach
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wahrscheinlich
die Gestalt eines Dekaeders mit einem Durchmesser von
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300 bis 400 A und einer Hohe von 200 bis 250 A. Um die zen-
tral gelegene Liponsdure-Reduktase-Transacetylase sind De-
carboxylase und Dihydroliponsdure-Dehydrogenase in Form
iibereinanderliegender oktagonaler Ringe angeordnet [161],

10. Weitere pyridinnucleotid-abhiingige Dehydrogenasen

Tabelle 2 gibt eine Ubersicht der Molekulargewichte,
Coenzymbindung und Quartérstruktur der bisher unter-
suchten Dehydrogenasen. Aus ihr geht hervor, daB3 das
Molekulargewicht der Polypeptidkette und das Aqui-
valentgewicht einer Coenzymbindungsstelle etwa gleich
groB sind. Die meisten Dehydrogenasen bestehen aus
Polypeptidketten mit Molekulargewichten von 30000
bis 50000. Wahrscheinlich gilt dies auch fiir andere bis-
her noch nicht untersuchte Dehydrogenasen [153,166,193a],

[172] A. Ehrenberg u. K. Dalziel, Acta chem. scand. 12, 465
(1958); H.Theorell u. A. D.Winer, Arch. Biochem. Biophysics
83, 291 (1959); T. K. Li u. B. L.Vallee, Biochemistry 3, 869
(1964); T. K. Li, D. D. Ulmer u. B. L. Vallee, Biochemistry 1, 114
(1962).

[173] H. Sund u. H.Theorell in P. D. Boyer, H. Lardy u. K. Myr-
bdck: The Enzymes. 2. Aufl.,, Academic Press, New York, Lon-
don 1963, Bd. 7, S. 25.

[174] I. Harris, Nature (London) 203, 30 (1964).

{175} V. Massey, T. Hofmann u. G. Palmer, J. biol. Chemistry
237, 3820 (1962).

[176] M. Koike, L. J. Reed u. W. R. Carroll, Biochem. biophys.
Res. Commun. 7, 16 (1962); J. Matthews u. L. J. Reed, J. biol.
Chemistry 238, 1869 (1963).

[177] R. F. Colman u. S. Black, Federat. Proc. 23, 428 (1964); J.
biol. Chemistry 240, 1796 (1965); V. Massey u. C. H. Williams,
J. biol. Chemistry 240, 4470 (1965).

[178] W. F. Harrington u. G. M. Karr, J. molecular Biol. 13,
885 (1965).

[179] J. B. Fox u. W. B. Dandliker, J. biol. Chemistry 218, 53
(1956) u. 221, 1005 (1956); S. F. Velick, J. biol. Chemistry 233,
1455 (1958); H. G. Elias, A. Garbe u. W. Lamprecht, Hoppe-
Seylers Z. physiol. Chem. 319, 22 (1960); I. Harris, B. P. Meri-
wether u. J. H. Park, Nature 198, 154 (1963); A. H. Goldu. H. L.
Segal, Biochemistry 3, 778 (1964); A. L. Murdock u. O. J. Koeppe,
J. biol. Chemistry 239, 1983 (1964); W. Ferdinand, Biochem. J.
92, 578 (1964).

[180) J. F.Taylor u. C. Lowry, Biochim. biophysica Acta 20,
109 (1956).

[181] E. L.Taylor, B. P. Meriwether u. J. H. Park, J. biol.
Chemistry 238, 734 (1963).

{181a] J. I. Harrisin T. W. Goodwin, J. I. Harris u. B. S. Hartley:
Structure and Activity of Enzymes. Academic Press, London,
New York 1964, S. 97; J. I. Harris u. R. N. Perham, J. molecular
Biol. 13, 876 (1965).

[182] S. F. Velick, J. biol. Chemistry 203, 563 (1953).

[183] Y. D. Halsey u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 217, 247
(1955).

[184] A. Stockell, J. biol. Chemistry 234, 1286 (1959).

[185] R. N. Perhamu. J. L. Harris, J. molecular Biol. 7,316 (1963).

[186] G. Pfleiderer, D. Jeckel u. T.Wieland, Biochem. Z. 328,
187 (1956).

[187]) S. F. Velick, J. biol. Chemistry 233, 1455 (1958).

[188] J.van Eys, F. E. Stolzenbach, L. Sherwood u. N. O. Kaplan,
Biochim. biophysica Acta 27, 63 (1958).

[189] R. H. McKay u. N. O. Kaplan, Biochim. biophysica Acta
79, 273 (1964).

[189a]) J. J. Holbrook u. G. Pfleiderer, Biochem. Z. 342, 111
(1965); A. H. Gold u. H. L. Segal, Biochemistry 4, 1506 (1965).
[190] J. E. Hayes u. S. F.Velick, J. biol. Chemistry 207, 225
(1954); K. Wallenfels u. H. Sund, Biochem. Z. 329, 59 (1957);
H. Sund, Biochem. Z. 333, 205 (1960}; P. J. Snodgrass, B. L.
Vallee u. F. L. Hoch, J. biol. Chemistry 235, 504 (1960); J. H. R.
Kdgi u. B. L. Vallee, J. biol. Chemistry 235, 3188 (1960}; R.T.
Hersh, Biochim. biophysica Acta 58, 353 (1962); A. Arens, H.
Sund u. K. Wallenfels, Biochem. Z. 337, 1 (1963).
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Im allgemeinen ordnet man jeder Coenzymbindungs-
stelle ein ,,aktives Zentrum‘‘ zu. Damit stellt sich die
Frage nach der kleinsten enzymatisch aktiven Einheit.
Es liegt nahe anzunehmen, daB jede Polypeptidkette als
Triger einer Coenzymbindungsstelle enzymatisch aktiv
ist, vorausgesetzt, daB die einzelne Polypeptidkette in
der gleichen rdumlichen Anordnung vorliegt wie im as-
soziierten Molekiil, Das trifft aber offenbar nicht zu. In
den bisher untersuchten Fillen konnte man im nativen
Zustand nur das assoziierte Molekiil beobachten, es ge-
lang nicht, Polypeptidketten in enzymatisch aktiver
Form zu erhalten. Danach ist anzunehmen, daB sich erst
durch das Zusammenwirken mehrerer Polypeptidketten
eine hinreichend grofie Zahl von Nebenvalenzbindungen
bilden kann, die jene fiir die Enzymkatalyse erforderli-
che Konformation der Polypeptidketten im assoziierten
Molekiil stabilisieren. Es konnte dann nur das assozi-
ierte Molekiil und nicht die Polypeptidkette enzymatisch
aktiv sein. Prinzipiell besteht auch die Méglichkeit, daf3
an einem aktiven Zentrum mehrere Polypeptidketten be-
teiligt sind. In diesem Fall konnte ohnehin nur das as-
soziierte Molekiil Enzymaktivitiit besitzen. Es ist zu ver-
muten, dal} sich — wenigstens in einigen Fillen — die ak-
tiven Zentren im Sinne einer allosterischen Umwandlung
gegenseitig beeinflussen (vgl. Abschnitt V, 4).

V. Diskussion

1. Universalitit

Die Molekulargewichte der Proteine kdnnen innerhalb
weiter Grenzen — von wenigen Tausend bis zu mehreren
Millionen — variieren. Bei Werten iiber 105 sind die
Proteine definierte Komplexe aus mehreren Polypeptid-
ketten. Das Molekulargewicht der Polypeptidketten
liegt im allgemeinen nicht iiber S0000. In einigen Fillen
(z. B. Himocyanine, Lipovitellin) scheint das bisher
erhaltene Dissoziationsprodukt noch nicht der -Poly-
peptidkette zu entsprechen (vgl. Abschnitt IV und Ta-
belle 1). Bei anderen Proteinen wie der Phosphorylase,
der RNS-Polymerase oder dem Myosin (vgl. Tabellen 1
und 2 sowie 194]) sind die Methoden zur Untersuchung
der Quartdrstruktur noch nicht ausgeschopft. Hier ist

[1911 R.W. Barratt, Genetics 46, 849 (1961); R.W. Barratt u.
W. N. Strickland, Arch. Biochem. Biophysics 102, 66 (1963).
[192]) J. R. S. Fincham u. A. Coddington, J. molecular Biol. 6,
361 (1963).

[193] R.W. Horne u. G. D. Greville, J. molecular Biol. 6, 506
(1963).

[193a] Anmerkung bei der Korrektur: Inzwischen wurde dieses
Prinzip auch bei Apfelsiure-Dehydrogenase aus Bacillus subtilis
[A. Yoshida, J. biol. Chemistry 240, 1113 (1965)] und Neurospora
crassa (K. D. Munkres u. F. M. Richards, Arch. Biochem. Bio-
physics 109, 466 (1965); K. D. Munkres, Biochemistry 4, 2180,
2186 (1965)], bei Galaktose-Dehydrogenase aus Pseudomonas
saccharophila (G. Kurz u. K. Weber, unverdffentlichte Versuche)
sowie bei Alanin-Dehydrogenase [A. Yoshida, Biochim. bio-
physica Acta 105, 70 (1965)] und Milchsidure-Dehydrogenase [A4.
Yoshida u. E. Freese, Biochim. biophysica Acta 99, 56 (1965)] aus
Bacillus subtilis aufgefunden.

[194] D. R. Kominz, Biochim. biophysica Acta 5/, 456 (1961);
E. F. Woods, S. Himmelfarb u. W. F. Harrington, J. biol. Chem-
istry 238, 2374 (1963); S. Lowey, J. Kucera u. A. Holtzer, J.
molecular Biol. 7, 234 (1963).
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besonders an solche Methoden zu denken, durch die sehr
stabile Nebenvalenzbindungen oder nicht-peptidische
Kovalenzbindungen nachgewiesen werden kdnnen. So
bestehen z.B. beim Collagen die Untereinheiten aus
mehreren durch Kohlenhydrat-Komponenten zusam-
mengehaltenen Polypeptidketten [1942). Wie die Beispicle
Serumalbumin 1951 und Hefe-Enolase [196) zeigen, exi-
stieren — wenn auch selten — Polypeptidketten vom Mo-
lekulargewicht etwa 70000.

Die Quartérstruktur ist ein allgemeines Bauprinzip der
Proteine, denn sie 148t sich bei verschiedenartigen Prote-
inen nachweisen: bei Enzymen und respiratorischen Pro-
teinen mit relativ kleinem als auch relativ hohem Moleku-
largewicht, bei Pflanzensamenglobulinen, Serumprote-
inen und den Strukturproteinen wie dem Kolla-
gen [43,1942,1971 oder den Geilleln von Bakterien (z. B.
Flagellin von Salmonella typhimurium und Bacillus
pumilus1198]), bei Viren, Multienzym-Komplexen und
den Ribosomen (vgl. Tabellen 1 und 2, Abschnitt IV,9
und [1991),

In den meisten Féllen, besonders bei den globuliren
Proteinen, werden die Polypeptidketten ausschlieBlich
durch Nebenvalenzbindungen zusammengehalten; die
Verkniipfung von Polypeptidketten durch Disulfid-
briicken tritt seltener auf[200], Aus der Wirksamkeit
der verschiedenen Denaturierungsmittel ist zu folgern,
daB das AusmaB der Stabilisierung der Quartirstruktur
bei den einzelnen Proteinen sehr unterschiedlich sein
kann. Mit demselben Denaturierungsmittel erreicht man
in einigen Fillen bereits eine Dissoziation in die Poly-
peptidketten, in anderen Fillen dagegen nur die Bil-
dung von Untereinheiten oder iiberhaupt keine Disso-
ziation.

[194a] Collagen (Molekulargewicht etwa 300000) besteht aus
drei Untereinheiten, im allgemeinen aus zwei o;-Untereinheiten
und einer a>-Untereinheit. Jede Untereinheit enthilt mindestens
vier Polypeptidketten, die durch Esterbindungen oder esterihn-
liche Bindungen zusammengehalten werden. Der die Polypeptid-
ketten zusammenhaltende Polyhydroxydialdehyd wurde als
Collagenalose bezeichnet {43,194 b].

[194b] J. A. Petruska u. A. J. Hodge, Proc. nat. Acad. Sci. USA
51, 871 (1964); O. O. Blumenfeld, M. Rojkind u. P. M. Gallop,
Biochemistry 4, 1780 (1965); K. Kiihn, C. Tkocz, B. Zimmermann
u. G. Beier, Nature (London) 208, 685 (1965); W. Grassmann, J.
Engel, K. Hannig, H. Hormann, K. Kiihnu. A. Nordwig, Fortschr.
Chem. org. Naturstoffe 23, 195 (1965).

[195] J. Stauff u. R. Jaenicke, Kolloid-Z. 175, 1 (1961).

[196] B. G. Malmstrém in P. D. Boyer, H. Lardy u. K. Myrbidck:
The Enzymes. 2. Aufl.,, Academic Press, New York, London
1961, Bd. 5, S. 471.

[197] W. F. Harrington u. P. H.von Hippel, Advances Protein
Chem. 16, 1 (1961).

[198] D. Abram u. H. Koffler, J. molecular Biol. 9, 168 (1964);
S. Asakura, G. Eguchi u. T. Iino, J. molecular Biol. 10, 42 (1964).
[199] J. P. Waller, J. molecular Biol. 10, 319 (1964).

[200] Durch spezifische hydrolytische Spaltung von Peptidbin-
dungen wird Chymotrypsinogen in Chymotrypsin ibergefiihrt.
Bei dieser ,,Aktivierung‘* entsteht aus dem einkettigen Chymo-
trypsinogen das aus drei Polypeptidketten bestehende Chymo-
trypsin. Die drei Polypeptidketten sind durch Disulfidbricken
verbunden [201]. Eine analoge Bildung des aus zwei Polypeptid-
ketten bestehenden lnsulins aus einer einkettigen Vorstufe wurde
diskutiert {202]. Kiirzlich wurde jedoch gezeigt [R. E. Humbel,
Proc. nat. Acad. Sci. USA 53, 853 (1965)], daB die Polypeptid-
ketten des Insulins getrennt voneinander synthetisiert werden.
[201] H. Neurath, Sci. American 211, Nr. 6, S. 68 (1964).
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Entsprechend den Gleichungen (1a)—-(1c) (vgl. Einlei-
tung) dissoziieren Proteinmolekiile entweder direkt
oder stufenweise in die Polypeptidketten. Das der Glei-
chung (1c) entsprechende Dissoziationsschema ist sehr
viel seltener zu beobachten als das der beiden anderen
Gleichungen. Erste Ergebnisse deuten darauf hin, daB
beim heterogenen Typ der Quartirstruktur die Disso-
ziation in die Untereinheiten entsprechend Gleichung
(1b) symmetrisch erfolgt, d. h. es entstehen gleichartige
Untereinheiten.

Bei einigen Enzymen ist die Zahl der Polypeptidketten
und die Zahl der aktiven Zentren gleich (vgl. Abschnitt
1V, 10). In anderen Fillen, z. B. bei der Aldolase oder
der 3-Galaktosidase, iibersteigt die Zahl der Polypeptid-
ketten die der aktiven Zentren (vgl. Abschnitte IV 4
und 7). Man konnte daran denken, daBl die Polypeptid-
ketten in diesen Fillen nicht gleichartig sind. Es gibt
aber durchaus Proteine, wie das Hdmoglobin oder die
Isozyme der Milchsdure-Dehydrogenase (vgl. Abschnitte
1V,1 und 5), die aus ungleichartigen Polypeptidketten
bestehen, aber doch ebenso viele Polypeptidketten wie
aktive Zentren besitzen.

2. Spontane Bildung der nativen Konformation

Nach der Rontgenstrukturanalyse besitzt jedes Protein-
molekiil im nativen Zustand eine definierte Struk-
tur 2031, Diese Definiertheit der rdumlichen Anordnung
nahezu aller Atome 601 wirft die Frage auf, ob diese al-
lein durch die Aminosduresequenz bedingt ist oder ob
spezielle Mechanismen die native Konformation bestim-
men. Nach Dissoziation in die Polypeptidketten, die mei-
stens von einer volligen Entfaltung begleitet ist, war es in
vielen Fillen moglich, die native Konformation sowie
die biologische Aktivitit zuriickzugewinnen (vgl. Ab-
schnitt IV). Auch die Bildung der ,,richtigen* Disulfid-
briicken zwischen verschiedenen Bereichen einer ,,redu-
zierten* Polypeptidkette kann in Gegenwart von Sauer-
stoff erfolgen. Kiirzlich wurden aber Enzymsysteme
entdeckt [204], die im Falle der Ribonuclease nach deren
Reduktion die Bildung der ,,richtigen‘ Disulfidbriicken
katalysieren. Es ist also moglich, da bei Beteiligung
von Disulfidbriicken die Bildung der nativen Konfor-
mation in vivo durch die Mitwirkung eines Enzymsy-
stems beschleunigt wird.

Renaturierungen (201 sowie die Abschidtzungen der ener-
getischen Stabilisierung der Konformation durch Ne-
benvalenzbindungen [21,22] stiitzen die Hypo-
these 12052071, daB sich die Konformation eines Protein-
molekiils zwangsweise aus der Aminosduresequenz in

[203] R. E. Dickerson in H. Neurath: The Proteins. 2. Aufl.,
Academic Press, New York, London 1964, Bd. 2, S. 603.

1204) P.Venetianer, E. G. Krause u. F. B. Straub in T. W. Good-
win, J. I. Harris u. B. S. Hartley: Structure and Activity of En-
zymes. Academic Press, London, New York 1964. S. 31; R. F.
Goldberger, C. J. Epsteinu. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 239,
1406 (1964).

[2051 R. Lumry u. H. Eyring, J. physic. Chem. 58, 110 (1954).
[206] L. Pauling in A. Neuberger: Symposium on Protein Struc-
ture. Methuen, London 1958, S. 17.

[207] F. H. C. Crick in: The Biological Replication of Macro-
molecules (Symposia of the Society for Experimental Biology,
Nr. XII). The University Press, Cambridge 1958, S. 138.
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den Polypeptidketten ergibt, d. h. die ,,Strukturinforma-
tion* ist in der Primérstruktur enthalten. Es ist bis
heute jedoch noch nicht méglich, aus der Aminosiure-
sequenz die Gesamtstruktur eines Proteinmolekiils
vorauszusagen,

3. Svedbergs Multiplengesetz

Jede Diskussion des Problems der Quartirstruktur mufl auf
die grundiegenden Arbeiten Svedbergs aus den zwanziger
Jahren [25:2081 hinweisen. IThm gelang erstmals der Nachwesis,
daB Proteine Makromolekiile definierter GroBe sind. AuBer-
dem konnte er feststellen, dafl die Molekiile einiger Proteine
aus kleineren Untereinheiten bestehen. Aus vergleichenden
Untersuchungen folgerte Svedberg weiterhin, dafl die
Molekulargewichte globulirer Proteine ganzzahlige Viel-
fache eines ,,Einheitsmolekulargewichtes von 17500 (,,Sved-
bergsche Untereinheit®) seien. Seine Annahme, daf3 Proteine
mit groem Molekulargewicht nicht aus einer einzigen Poly-
peptidkette bestehen, erwies sich als richtig. Wir wissen aber
heute, daBl die Molekulargewichte der Polypeptidketten
innerhalb eines groBeren Bereiches liegen und ein Einheits-
molekulargewicht nicht existiert.

4. Riickkoppelung und Allosterie

Eine Regulation der Synthese eines Stoffwechselpro-
duktes kann dadurch bewirkt werden, daB3 dieses bei
entsprechender Konzentration das erste Enzym in der
Reaktionskette, durch welche es synthetisiert wird,
hemmt. In diesen Fallen ist das Substrat des ersten
Enzyms mit dem Endprodukt strukturell nicht oder nur
wenig verwandt. Dieses Prinzip der Regulation bezeich-
net man als Endprodukt-Hemmung oder Hemmung
durch Riickkoppelung (Feedback-Hemmung). Zur Erkld-
rung des Phinomens fiihrten Monod etal. die Vorstellung
der ,,Allosterie‘‘ ein [2091; Ein allosterischer Effektor (z. B.
ein Stoffwechselendprodukt) wird nicht im aktiven Zen-
trum, sondern im allosterischen Zentrum des Enzyms
gebunden. Die Folge dieser Bindung soll eine Kon-
formationsdnderung (allosterische Umwandlung)
sein, die die Bindung des Substrats im aktiven Zen-
trum und damit den Ablauf der Enzymreaktion ver-
indert. Diese Konformationsdnderung kann sogar zur
Dissoziation oder Assoziation fithren. Diese Vorstellun-
gen sind nicht auf Enzyme beschridnkt, sondern lassen
sich auch auf andere Proteine (z. B. Hémoglobin)
iibertragen.

Die Hemmung der Aspartat-Transcarbamylase (Reaktion:
Carbamyl-phosphat + Aspartat - Carbamyl-aspartat) durch
das Endprodukt der Synthesekette, Cytidin-triphosphat, ist
nur beim assoziierten Enzymmolekiil (Molekulargewicht
3,1x 105) zu beobachten (411, Nach der Dissoziation lassen sich
zwei verschiedene Untereinheiten nachweisen: Die ,,regulato-
rische‘* Untereinheit (Molekulargewicht etwa 30000) bindet
den Hemmstoff, d. h. das Cytidin-triphosphat, und ist en-
zymatisch inaktiv. Die , katalysierende** Untereinheit (Mole-
kulargewicht etwa 96 000) ist enzymatisch aktiv, bindet den
Hemmstoff nicht und wird daher auch nicht durch ihn ge-
hemmt. Da nur im assoziierten Enzymmolekiil eine Wech-
selwirkung zwischen den Untereinheiten moglich ist, zeigt

[208] T. Svedberg, Nature (London) 723, 871 (1929); Kolloid-Z.
51, 10 (1930).

[209] J. Monod, J. P. Changeux u. F. Jacob, J. molecular Biol. 6,
306 (1963).
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die katalysierende Untereinheit im Gegensatz zum assoziier-
ten Molekiil auch in Gegenwart des Hemmstoffs eine normale
Michaelis-Kinetik. Ein Beispiel fiir die Anderung der Quar-
tarstruktur bei der Endprodukt-Hemmung ist die Homo-
serin-Dehydrogenase [210],

Besitzt ein Protein mehrere aktive Zentren und mehrere
Polypeptidketten, so kann man bei regulatorischen Pro-
teinen nach dem Prinzip der Allosterie erwarten, dafl sich
die aktiven Zentren durch Konformationsinderung ge-
genseitig beeinflussen: bei dem aus vier Polypeptidketten
bestehenden Himoglobin wird nach Bindung eines
Sauerstoff-Molekiils die Anlagerung der weiteren drei
erleichtert [111, Auf Grund der Rontgenstrukturanalyse ist die
Sauerstoffbindung von einer Konformationsinderung beglei-
tet. Die Abstinde zwischen den Eisen-Ionen der beiden
B-Ketten im sauerstoff-freien und sauerstoff-haltigen Hdmo-
globin differieren um 7 A1), Die Sauerstoff-Dissoziations-
kurve des ,,monomeren‘‘ Myoglobins weicht daher prinzipiell
von der des ,,tetrameren‘‘ Himoglobins ab [209],

5. Quartirstruktur und Proteinbiosynthese

Nach den heutigen Vorstellungen (21172131 jst fiir die
Biosynthese eines Proteins ein bestimmterzAbschnitt
der DNS, das Strukturgen, verantwortlich. Die in ihm
niedergelegte Information wird iiber eine ,,bewegliche
Matrize“, messenger-RNS oder Boten-RNS, zu den
Ribosomen, den eigentlichen Orten der Proteinbiosyn-
these, gebracht. Dort werden — diktiert durch die Infor-
mation der messenger-RNS — die an transfer-RNS ge-
bundenen Aminosdurereste zur Polypeptidkette an-
einandergereiht.

Eine Punktmutation im Strukturgen kann zum Austausch
eines Aminosidurerestes in der Polypeptidkette fiihren. Hier-
fiir gibt es bereits zahlreiche Beispiele. Besonders eindrucks-
voll wurde dies an den verschiedenen Himoglobinen belegt.
Der Austausch von nur einem Aminosidurerest (Glutamin-
sdure durch Valin in der (-Kette) fiihrt zum Sichelzellen-
Himoglobin mit veranderten physikalisch-chemischen Eigen-
schaften, die eine Hiamoglobinopathie zur Folge haben [581,
Die Mutation kann auch wie z. B. bei der B-Galaktosidase
(vgl. Abschnitt 1V,7) zu einer Verinderung der Quartir-
struktur fithren.

In einigen Fillen war es durch Hybridisierung verschiedener
nach Punktmutation erhaltener inaktiver Enzymproteine
moglich, sowohl in vivo als auch in vitro enzymatisch aktive
Proteine mit gativer Quartirstruktur (Komplementations-
Enzyme) zu erhalten (Beispiel: B-Galaktosidase [142,143] und
Glutaminsiure-Dehydrogenase [192)), Es ist sehr wahrschein-
lich, daB das genetische Phinomen der interallelen Komple-
mentation auf Grund der Quartérstruktur zu erklaren und
bei einkettigen Enzymen nicht zu erwarten ist [214}, Die Quar-
tarstruktur und ihre Veridnderungen sind biologisch wichtig,

USA 51, 125 (1964).

[211] F. H. Crick, Angew. Chem. 75, 425 (1963).

[212] M. H. F. Wilkins, Angew. Chem. 75, 429 (1963).
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[214] F. H. C. Crick u. L. E. Orgel, J. molecular Biol. 8, 161
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1(1964).
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z.B. bei der Kontrolle von Enzym-Aktivitiaten. Stoffwechsel-
produkte kénnen durch allosterische Umwandlung eines En-
zyms ihre eigene Biosynthese regulieren. Liegen Isozyme vor,
dann wird durch Abwandlung ihrer Zusammensetzung eine
Anpassung an den Stoffwechsel erméglich (vgl. Abschnitte
IV,5 und 6). Durch Zusammenlagerung von Untereinheiten
kann wie bei den Hidmocyaninen eine hohe Konzentration
an biologischer Wirksamkeit ohne Steigerung des osmoti-
schen Druckes erreicht werden [2142],

Im Einklang mit den Anschauungen iiber die Protein-
biosynthese (2151 steht die Tatsache, dal} sich die native
Konformation der Proteinmolekiile spontan aus den
Polypeptidketten bildet. Damit wird auch die univer-
selle Bedeutung der Quartirstruktur verstindlich: dieses
Prinzip bietet die Moglichkeit, mit einem relativ ge-
ringen Aufwand an genetischer Information hochmole-
kulare Proteinmolekiile zu synthetisieren, wenn nur die
nach Assoziation entstehenden Komplexe biologisch ak-
tiv sind. Dieses Okonomieprinzip wird besonders deut-
lich in jenen Fillen, in denen Molekiile hohen Mole-
kulargewichtes aus gleichartigen Polypeptidketten be-
stehen: Virenhiillproteine (das Hiillprotein des Tabak-
mosaik-Virus vom Molekulargewicht 37x106 besteht
aus 2130 gleichartigen Polypeptidketten!) und Struktur-
proteine. Auch Apoferritin (vgl. Abschnitt IV,2) oder
Glutaminsdure-Dehydrogenase aus Neurospora cras-
sa(192] bestehen aus gleichartigen Polypeptidketten.
Eine einfache Rechnung ergibt z. B. fiir das Apoferritin
folgendes: bei Anwendung des Triplett-Codes speichern
etwa 600 Basenpaare in der DNS die Information fiir
die Biosynthese der aus etwa 200 Aminosiureresten be-
stehenden Polypeptidkette (Molekulargewicht 24000).
Bestiinde das Apoferritin-Molekiil dagegen aus einer
einzigen Polypeptidkette, dann wire die zwanzigfache
Zahl der Basenpaare erforderlich. Entsprechendes gilt
fiir die messenger-RNS. Ahnliches gilt fiir Proteine, die
nicht aus gleichartigen Polypeptidketten, wohl aber aus
gleichartigen Untereinheiten bestehen.

Fiir die Uberlassung von Abbildungsvorlagen danken wir
Prof. G. M. Edelman, Dr, Pauline M, Harrison, Dr. P. H.
Hofschneider, Dr. J. C. Kendrew, Dr. O. Levin und Dr.
M. F. Perutz. Die hier beschriebenen eigenen Untersu-
chungen wurden durch die Deutsche Forschungsgemein-
schaft und den Fonds der Chemischen Industrie unter-
stiitzt.

Eingegangen am 8. Januar 1965 [A 493)

[214a] C. Baglioni, Brookhaven Symposia Biol. 17, 191 (1964),
[215] Die GréBe des Gens als ,,funktionelle Einheit** 148t sich
durch verschiedene genetische Methoden abschitzen. Diese Ab-
schitzung ergibt fiir das Polypeptidketten-Aquivalent Werte von
etwa 10000 bis {iber 100000 Daltons [216]. Daein Gen die funk-
tionelle Einheit fiir mehrere Polypeptidketten auf dem DNS-
Niveau sein kann, ist das Polypeptidketten-Aquivalent — beson-
ders bei hohen Werten — hiiufig mehreren Polypeptidketten zu-
zuordnen (vgl. [140]). Dies steht im Einklang mit der Diskussion
im Abschnitt V, 1.

[216] R. C. Clowes in 1. C. Gunsalus u. R.Y. Stanier: The Bac-
teria. Academic Press, New York, London 1964, Bd. 5, S. 253.

Angew. Chem. | 78. Jahrg. 1966 | Nr. 4





