
Hydrophobe Wechselwirkungen 
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Es wird iiber Fortschritte in der theoretischen und experimentellen Untersuchung hydro- 
phober Wechselwirkungen berichtet. Besonders behandelt werden die Theorie der Wasser- 
struktur in ihrer Anwendung auf die hydrophobe Bindung, theoretische Abschatzungen der 
freien Energie der Auffaltung von Proteinen und die statistisch-mechanische Theorie der 
hydrophoben Bindung in Polyaminosauren. Experimentell lassen sich die thermodynami- 
schen Parameter der hydrophoben Bindung aus Loslichkeits- upid Dimerisierungsverhalten 
niedermolekularer Verbindungen abschatzen. Untersuchungen iiber die Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen und unpolaren Losungsbestandteilen werden diskutiert. Hydrophobe 
Bindungen konnen auch fur andere Wechselwirkungen bei Proteinen wichtig sein. In diesem 
Zusammenhang wird der Harnstof-Efekt erwahnt, obwohl es bis jetzt keine theoretische 
Deutung fur diesen Efekt gibt. SchlieJlich wird gezeigt, welche Methoden zum Nachweis 
hydrophober Wechselwirkungen zur Verfugung stehen. 

Einleitung 

In den letzten Jahren ist die Rolle, die hydrophobe Bin- 
dungen bei der Aufrechterhaltung der Sekundiir- und 
Tertiarstruktur der Proteine (und anderer Makromole- 
kiile) in waBriger Losung spielen, immer deutlicher ge- 
worden. Die Bezeichnung ,,hydrophobe Bindung" oder 
besser ,,hydrophobe Wechselwirkung" bringt zum Aus- 
druck, da8 unpolare Gruppen in wa13riger Losung die 
Tendenz haben, sich zu assoziieren und auf diese Weise 
die Beriihrung mit benachbarten Wassermolekiilen zu 
vermindern. Der Grund fur diese Tendenz liegt nicht 
darin, daD der Kontakt unpolarer Gruppen mit dem 
Wasser energetisch ungiinstig wke. Im Gegenteil: die 
Bildungsenthalpie einer hydrophoben Bindung ist sogar 
positiv (AHo > 0). Die Bildung hydrophober Bindun- 
gen ist lediglich durch einen Entropie-Effekt begiinstigt : 
in der Umgebung einer verfugbaren unpolaren Gruppe 
sind die Wassermolekiile starker geordnet. Bildet sich 
eine hydrophobe Bindung, so nimmt die Ordnung ab, 
was zu gunstigeren Entropieverhaltnissen und damit zu 
einer negativen freien Bildungsenergie fiihrt. 

Hydrophobe Bindungen werden haufg herangezogen, 
um Anomalien in der Struktur und Reaktionsfahig- 
keit eines Proteins zu deuten. Zweifellos gehoren hy- 
drophobe Wechselwirkungen zu den wichtigsten Effek- 
ten, welche die Konformation eines Proteins in wa13- 
riger Losung stabilisieren. Sie diirfen jedoch nicht kri- 
tiklos zur Deutung jeglicher experimenteller Ergebnisse 
verwendet werden. Hydrophobe Bindungen sind nicht 
die einzigen nicht-kovalenten Wechselwirkungen in Pro- 
teinen, obwohl sie einen grol3en oder sogar den wichtig- 
sten Teil zur Stabilisierung einer Konformation beitra- 
gen konnen. Sie sind aber nicht geniigend spezifisch, um 
die Bildung einer bestimmten Struktur zu ermingen : 
die Zahl der in Wechselwirkung tretenden unpolaren 
Gruppen, ihre gegenseitige Orientierung und das AUS- 
ma13 des Kontaktes zwischen ihnen ist nur einer ma13igen 
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Beschrankung unterworfen. Die Faltung eines Protein- 
molekiils zu einer ganz bestimmten Konformation 
durfte daher das Zusammenwirken verschiedener nicht- 
kovalenter Wechselwirkungen verlangen. 

Theoretische Behandlung der hydrophoben 
Bindung 

Bei der Besprechung der hydrophoben Bindung kommt 
man nicht ohne eine Diskussion der Struktur des fliissi- 
gen Wassers aus. Wichtig ist in diesem Zusammenhang 
vor allem die Fahigkeit der Wassermolekiile, iiber zwi- 
schenmolekulare Wasserstoffbriicken dreidimensional 
vernetzte Strukturen (sogenannte Cluster) zu bilden 
(Abb. 1). Versuche, die Wasserstruktur theoretisch und 
experimentell zu bestimmen, sind von Nkmethy und 
Scheraga [I] sowie von Kavanau [21 zusammenfassend 
dargestellt worden. Andere Autoren haben seither ver- 
sucht, die Struktur des Wassers noch genauer zu be- - 
Abb. 1. Schematiscbe Darstellung der Struktur fliissigen Wassers nacb 
der Theorie von Nimethy und Scheraga [l]. Man erkennt die Cluster, 
in denen die Wassermolekiile durch Wasserstoffbriicken verkniipft sind, 
und Gebiete, in denen keine Wasserstoffbrucken auftreten. 

[l] G. Nitnethy u. H.  A. Scheraga, J. chem. Physics 36, 3382 
(1962). 
[2] J. L. Kuvanau: Water and Solute-Water Interactions. Hol- 
den-Day, Inc. San Francisco, 1964. 
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schreiben, beispielsweise durch die Annahme mehrerer, 
miteinander in Wechselwirkung stehender multimole- 
kularer Strukturen [3,41 oder durch eine Verallgemei- 
nerung 1 5 ~ 3  des Konzepts der verschiedenen Energie- 
niveaus, das Bestandteil der Theorie von Nkmethy und 
Scheraga ist. Zur Deutung von IR- und Raman-Spek- 
tren wird oft die Annahme gemacht t7-91, daD der Anteil 
nicht gesclilossener Wasserstoff briicken klein ist (unter- 
halb 10%) und damit wesentlich unter friiheren Ab- 
schatzungen 21 liegt. Welche Schwierigkeiten sich der 
Interpretation einiger Beobachtungen iiber die Wasser- 
struktur entgegenstellen, hat kiirzlich Frank [lo] erlau- 
tert. 
Obwohl Einzelheiten der Struktur des fliissigen Wassers 
noch Gegenstand der Diskussion sind, kann man sich 
von den Einfliissen unpolarer Losungsbestandteile auf 
die Wasserstruktur und von der Natur der hydrophoben 
Bindung bereits ein recht gutes Bild machen. Alles deu- 
tet darauf hin, daD die zuerst von Frank und Evans 1111 

vorgeschlagene und spater von Kauzmann sowie von 
Nkmethy und Scheraga [I31 enveiterte Annahme zutrifft, 
die besagt, daB die strukturelle Ordnung des Wassers 
in der Nachbarschaft unpolarer Losungsbestandteile zu- 
nimmt. Thermodynamische Parameter und das Loslich- 
keitsverhalten verschiedener unpolarer Substanzen las- 
sen sich am besten mit der Vorstellung deuten, da13 die 
Zahl der Wasserstoffbriicken pro mol Wasser in der Um- 
gebung unpolarer Losungsbestandteile groBer ist (Ab- 
bildung 2) 1131. 

Die Anwesenheit von stark durch Wasserstoffbriicken 
verkniipften Wassermolekulen in unmittelbarer Nach- 
barschaft unpolarer geloster Molekiile ist begunstigt, 
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Abb. 2. Relative Zahl XHB (berechnet) der Wasserstofiriicken in rei- 
nem Wasser (-) und in der ersten Schicht von Wassermolekiilen in 
der Umgebung eines aliphatischen (- - -) oder aromatischen (...*) Koh- 
lenwasserstoffmolekuls. Die Werte von XHB, deren Temperaturab- 
hangigkeit hier gezeigt ist, sind auf den Wert XHB = 1 fur ideal kri- 
stallisiertes Eis bezogen. Sie wurden nach der Theorie von Nirnerhy und 
Scheraga [I 31 berechnet. 
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nat. Edit. 5, 106 (1966). 
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American Chem. Society, Atlantic City, Sept. 1965, S. 18-1. 
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[8] W. A .  P.  Luck, (a) Ber. Bunsenges. physik. Chem. 69, 626 
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141 (1963); (b) Federat. Proc. 24, Suppl. 15, S-1 (1965). 
[ll] H. S. Frank u. M. W. Evans, J. chem. Physics 13, 507 (1945). 
[I21 W. Kauzmann, Advances Protein Chem. 14, 1 (1959). 
[13] G. NZtnerhy u. H. A .  Scheraga, J. chem. Physics 36, 3401 
(1962). 

weil in dieser Umgebung die Anzahl anziehender zwi- 
schenmolekularer (van der Waalsscher) Kontakte zu- 
nimmt. Das Ergebnis ist eine Stabilisierung von Wasser- 
netzen oder Clusters, die durch Wasserstoffbriicken zu- 
sammengehalten werden. Da hierdurch mehr Wasser- 
niolekiile immo bilisiert werden als in reinem Wasser, 
findet man eine negative UberschuDentropie [I31 und 
eine groBe positive freie Energie der Losung (Abb. 3). 
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Abb. 3. Vergleich der experimentellen (I) und der theoretischen 
(--a -up) freien UberschuBenergien (kcal/mol) von waDrigen Lo- 
sungen geradkettiger aliphatischer Kohlenwasserstoffe bet 25 "C. n ist 
die Zahl der Kohlenstoffatome im Kohlenwasserstoff. Die Kurve ver- 
bindet die theoretischen Punkte miteinander, die nach Nemethy und 
Scheraga [13] berechnet wurden. 

Der mit der Bildung neuer Wasserstoffbrucken und mit 
der Zunahme der van der Waalsschen Wechselwirkun- 
gen einhergehende Enthalpie-Gewinn erklart [I31 die 
Beobachtung, daD sich aliphatische Kohlenwasserstoffe 
in Wasser exotherm losen. 
Die Bildung hydrophober Bindungen (Abb. 4) kann im 
wesentlichen als eine teilweise oder vollstandige Um- 
kehrung der Auflosung eines Kohlenwasserstoffs in 
Wasser betrachtet werden. Kauzmann 1121 hat darauf 
hingewiesen, daD die stabilen Konformationen eines 

Abb. 4. Schematische Darstellung der Bildung einer hydrophoben Bin- 
dung zwischen einer Alanyl- und einer Leucyl-Seitenkette an einem 
Protein. Die beiden Seitenketten nahern sich, bis sie einander beriihren, 
wobei die Zahl der unmittelbar benachbarten Wassermolekiile (schema- 
tisch durch Kreise angedeutet, ohne da8 damit eine Vorstellung iiber 
die Struktur zum Ausdruck gebracht werden soil) abnimmt [141. 

[14] G. Nimethy u. H. A.  Scheraga, (a) J. physic. Chem. 66, 
1773 (1962); (b) 67, 2888 (1963). 
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Proteins in waBriger Losung diejenigen sind, in denen 
unpolare Gruppen miteinander in Kontakt stehen und 
so dem Wasser teilweise oder vollstandig entzogen 
sind [141. Die Bildung solcher Kontakte hat eine grol3e 
negative freie Energie (AF"), die sich aus einem groBen 
positiven Entropieteil (ASo) und einem kleinen positi- 
ven Enthalpieteil (AH"), der auch nahe Null sein kann, 
zusammensetzt 1141. Das Enthalpieglied AH" ist in der 
Nahe der Raumtemperatur ungefahr Null fur aromati- 
sche Gruppen und positiv fur aliphatische Gruppen [141. 

Die freie Energie AFO ist ein MaB fur die Tendenz un- 
polarer Gruppen, sich zusammenzulagern, und damit 
fur die Starke der hydrophoben Bindung. Treibende 
Kraft fur die Bildung hydrophober Bindungen ist die 
Entropieanderung. 
In anderen polaren Losungsmitteln konnen unpolare Grup- 
pen gleichfalls die Tendenz haben, miteinander in Kontakt zu 
kommen, aber dies geschieht dann, weil die Energiebilanz der 
Wechselwirkungen Losungsmittel/Losungsmittel und Gelo- 
stes/Gelostes gunstiger ist als die der Wechselwirkungen zwi- 
schen Losungsmittel und Gelostem. Die treibende Kraft sol- 
cher lyophober [I51 Wechselwirkungen ruhrt also von Enthal- 
pieanderungen her. 

Eine Folge dieser thermodynamischen Eigenart hydro- 
phober Bindungen besteht also darin, daB sie bei tiefen 
Temperaturen mit steigender Temperatur fester wer- 
den "4,161. Das Maximum der Bindungsstarke liegt fur 
aliphatische Seitenketten schatzungsweise bei etwa 
58 "C und fur aromatische Seitenketten bei etwa 
42 "C [141. 

Das partielle Molvolumen eines Kohlenwasserstoffs ist 
in waBriger Losung wesentlich kleiner als in unpolaren 
Losungsrnitteln (AVO < 0 fur den Losungsvorgang). 
Dies laBt sich aus der strukturellen Anordnung der 
Wassermolekiile in der Umgebung des gelosten Stoffes 
erklaren 1131 : Durch Wasserstoff brucken verknupfte 
Wassermolekiile haben zwar ein groBeres spezifisches 
Volumen als die nicht so verbundenen Wassermolekiile, 
doch werden die so entstehenden Hohlraume teilweise 
von den gelosten inerten Molekulen ausgefullt, so da6 
sich der Volumenbedarf durch die Entstehung dieser 
Strukturen verringert. Umgekehrt erscheint daher bei 
der Bildung hydrophober Bindungen eine Volumen- 
zunahme 1141. 

Klutz [17,181 hat eine andere Deutung fur den Effekt unpola- 
rer Gruppen in waRrigen Losungen vorgeschlagen. Danach 
sollen sich in der Nachbarschaft unpolarer Gruppen Gebiete 
geordneter Struktur in Form eis-ahnlicher Hullen (,,Hy- 
drotaktoide" [181) bilden, weil unpolare Gruppen derartige 
Strukturen stabilisieren (Analogie mit kristallinen Gashy- 
draten) [19,201. Solche Eishullen wurden reaktionsfahige 
Gruppen maskieren. Diese Theorie stoBt aber aus thermody- 
namischen und strukturellen Griinden auf Schwierigkeiten. 
Es gibt keinen direkten Hinweis fur die Existenz stabiler, 
langlebiger und unbeweglicher Wasserschichten an Makro- 
molekulen, wie man sie fur permanente Maskierung von 
Gruppen annehmen miil3te. AuBerdem muDten groBe un- 

[lS] H. J.  Sage u. S.  J .  Singer, Biochem. I, 305 (1962). 
[16] H. A. Scheraga, G .  Nernethy u. 1. 2. Steinberg, J .  biol. 
Chemistry 237, 2506 (1962). 
I171 1. M. Klutz, Brookhaven Symp. Biology 13,25 (1960). 
[18] I. M .  Klotz, Federat. Proc. 24, Suppl. 15, S-24 (1965). 
[19] M . v .  Stackelberg u. H .  R .  Miiller, Z. Elektrochem., Ber. 
Bunsenges. physik. Chem. 58, 25 (1954). 
[20] R. McMuIlnn u. G .  A .  Jeffrey, J .  chern. Physics 31, 1231 
(1959). 
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polare Flachen an Makromolekuken zur Aggregation fuhren, 
ahnlich wie bei der Micell-Bildung [121. 

Nkmethy und Schevuga [I41 befaBten sich besonders mit 
Wechselwirkungen in Proteinen, an denen nur wenige 
Aminosaure-Seitenketten beteiligt sind, beispielsweise 
rnit ,,paarweisen" Wechselwirkungen (Abb. 4). Auf 
Grund der Loslichkeit von Kohlenwasserstoffen und 
der statistisch-thermodynamischen Theorie fur Kohlen- 
wasserstoff-Losungen 1131 wurden fur AF", AHo und 
ASo solcher Wechselwirkungen zwischen unpolaren 
Aminosaure-Seitenketten obere und untere Grenzwerte 
abgeschatzt. Tabelle 1 enthalt eine Auswahl dieser 
Werte. 

5 

6 

Tabelle 1. Thermodynamische und strukturelle Parameter (herechnete 
Werte) fur die Bildung paarweiser hydrophoher Bindungen maximaler 
Starke zwischen einigen Aminosaure-Seitenketten [a] hei 25 "C. 

7hermodynamische 
Parameter Strukturelle 

Ala-Ala [hl 
Ileu-Ileu 
Phe-Leu 
Phe-Phe 

(kcal 
molt 1) 

-0,3 
-1.5 
-0,5 
--1,4 

4%$ 
(kcal 
rno1-l) 

Parameter [cl 

[a] Ala ~ Alanin, lleu = Isoleucin, Leu = Leucin, Phe i Phenylalanin. 

[h] Die hier angegebenen Werte gelten naherungsweise auch fur eine 
paarweise hydrophohe Bindung minimaler Starke zwischen zwei 
beliebigen Aminosaure-Seitenketten. 

[c] Die Bedeutung von AYS und ZR wird im Text erklart. 

Die freie Energie AF;, einer hydrophoben Bindung 
setzt sich aus mehreren Teilbetragen zusammen: aus der 
Anderung der freien Energie (AF;) bei der Struktur- 
anderung im Wasser, an der sich AYs Wassermolekule 
beteiligen, die nach des Bildung der hydrophoben Bin- 
dung nicht mehr Nachbarn , der vorher offenliegenden 
unpolaren Gruppen sind; aus der Differenz der Energien 
der van der Waalsschen Wechselwirkungen zwischen 
den unpolaren Gruppen (ZRE,, wobei E R  die Energie 
fur eine paarweise Wechselwirkung und ZR die Zahl 
solcher Paare ist) und den Energien der Wechselwir- 
kungen zwischen den freiliegenden unpolaren Gruppen 
und den AYs Wassermolekulen, die ihre Nachbarn 
waren (0,5 AYSERw); und aus der Entropieanderung, 
die mit dem teilweisen Verlust der Flexibilitat der un- 
polaren Seitenketten (am Makromolekul) einhergeht, 
wenn sich die hydrophobe Bindung bildet ( CAFrot). 
Man erhalt also die Gleichung: 

AF:, = AYsAF& -t ZRER-0,5 4YSERW + 2: AFrot (1) 

Die beiden Energie-Parameter der van der Waals- 
Wechselwirkungen sind ER = -0,15 kcal/mol fur ali- 
phatische und -0,50 kcal/mol fur aromatische Gruppen 
sowie 0,5 ERW = -0,031 kcal/mol fur aliphatische und 
-0,16 kcal/mol fur aromatische Gruppen. Fur die in 
Proteinen auftretenden Aminosauren liegt AFrot je nach 
GroBe der Seitenkette zwischen 0 und 0,3 kcal/mol. 
AF% ist temperaturabhangig. Bei 25 "C hat es den Wert 
von -0,123 kcal/mol[l31. Tabelle 1 enthalt typische 
Werte fur AYs und fur Z,.  
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Diese Berechnungen wurden auf hydrophobe Bindun- 
gen zwischen den unpolaren Teilen von Seitenketten 
ausgedehnt L14,211, die auch polare Gruppen enthalten, 
beispielsweise auf Glutaminsaure, Glutamin, Lysin und 
Tyrosin. Es lief3 sich zeigen 1211, daB solche Seitenketten 
hydrophobe Bindungen mit anderen Seitenketten oder 
sogar selbst mit der Peptidkette des Proteins bilden 
konnen, wahrend ihre endstandigen polaren Gruppen 
rnit dem Losungsmittel oder rnit anderen polaren Grup- 
pen in Kontakt stehen. So findet man beispielsweise in 
kristallinem Myoglobin Seitenketten, die parallel zur 
Oberflache des Molekuls laufen [221. 

Auch fur Wechselwirkungen, an denen mehrere Seiten- 
ketten beteiligt sind, wurden die freien Energien be- 
rechnet [141. Insbesondere wurden die thermodynami- 
schen Parameter fur den Ubergang einer unpolaren 
Seitenkette aus einer vollkonimen warJrigen Umgebung 
in ein bereits existierendes unpolares Gebiet abge- 
schatzt [14J. Die Spalten 2 bis 4 der Tabelle 2 enthalten 

Tabelle 2. Berechnete thermodynamische Parameter fur den Obergang 
von Aminosaure-Seitenketten und entsprechenden Kohlenwasserstoffen 
aus Wasser in ein unpolares Losungsmittel bei 25 "C. 

~ 

Ala 
Val 
Leu 
Ileu 
Met 
Pro 
Phe 

- 

Aminosaure-Seiten kette 

-l,3 
-1,9 
-1.9 
-1,9 
-2,o 
-2,o 
-02 Ibl 
-i,a ICI 

a1 

Aft [dl 
(kcal 
mol-1) 

--0,73 
-1,69 
-2.42 
-2,9? 
-1,30 

-2,65 

Inkrement fur eine Methylgruppe -0,73 

Lit. ] I141 1 1141 1 [I41 1 1231 

Kohlenwasserstoffe 

Methan 
Propan 
Butan 

Toluol 

-2,6 
-5 ,O 
-5.8 

-5,3 

- 0 3  [el 

[a] Ala - Alanin, lleu ~ Isoleucin, Leu = Leucin, Met =~ Methionin, 
Phe = Phenylalanin, Pro -~ Prolin, Val ~ Valin. 

[b] Obergang in ein aliphatisches Losungsmittel. 

[c] ubergang in ein aromatisches Losungsmittel. 

Id] Beitrag der Seitenkette zur freien Energie des ubergangs einer 
Aminosaure aus Wasser in Athanol nach Berechnungen von Tanford [23]. 

[el Inkrement fur eine Methylengruppe. Nach 1131. Fur unverzweigte 
Kohlenwasserstoffe istAHo = -0,23 kcal/mol und ASo= 1,76 cl. 

berechnete Werte fur diesen Vorgang. Sie sind zum Ver- 
gleich der freien Energie des Ubergangs von Kohlen- 
wasserstoffen ahnlicher GrorJe von Wasser in einen 
Kohlenwasserstoff als Losungsmittel gegenubergestellt 
(Spalte 6). Beim Vergleich der Werte fur Kohlenwasser- 
stoffe und fur Aminosaure-Seitenketten mu13 man be- 
rucksichtigen, daB die Parameter fur den Ubergang 
einer Seitenkette aus einem Medium in ein anderes 
kleiner sein mussen als fur die Losung eines freien Koh- 
lenwasserstoffs rnit der gleichen Zahl von Kohlenstoff- 
atomen, da das Volumen der Peptid-Hauptkette die 
Zahl der Losungsmittelmolekule vermindert, die mit der 
Seitenkette in Beruhrung stehen konnen. 
Ein andersartiger Versuch, die Stabilisierung von Pro- 
tein-Konformationen durch hydrophobe Bindungen ab- 

[21] G. Ntmethy, I .  Z .  Steinberg u. H. A.  Scheraga, Biopolymers 
I ,  43 (1963). 
[22] J .  C. Kendrew, Brookhaven Symp. Biology 15, 216 (1962). 

zuschatzen, stammt von Tunfordr23-261. Er nahm an 1231, 

daB die freie Energie fur die Auffaltung eines Proteins 
gegeben ist durch 

A F  = TASConf t C Af,, (2) 

wobei ASconf die Anderung der Konformationsentro- 
pie der Polypeptidkette bedeutet und XAfu die Ande- 
rung der freien Energie fur den Ubergang der Gruppen 
des Proteinmolekuls aus ihrer Umgebung in der nativen 
Form des Proteins in ihre Umgebung in der aufgefalte- 
ten Form (Abb. 5). Er nahm weiter an, (a) daB XAfu 

Abb. 5. Schematische Darstellung des nativen (links) und des aufgefal- 
teten Zustands (rechts) eines Proteinmolekiils nach Tanford [ 2 5 ] .  Die 
Rechtecke symbolisieren Peptidgruppen, die Kreise deuten Seitenketten 
an. Schwarz gezeichnete Symbole entsprechen Gruppen, die in Be- 
ruhrung mit dem Losungsmittel stehen, weiB gezeichnete Symbole sind 
gegen das Losungsmittel abgeschirmt. Nachgedruckt aus (251 mit Ge- 
nehmigung der American Chemical Society. 

zum groRten Teil durch die Freigabe vorher abge- 
schirmter unpolarer Gruppen an die wal3rige Umge- 
bung entsteht, (b) daB sich r A f u  additiv aus den Af,- 
Werten fur die einzelnen Aminosaure-Seitenketten des 
Proteins zusammensetzt und (c), daf3 Af, fur den Uber- 
gang einer Aminosaure-Seitenkette gleichgesetzt wer- 
den kann mit Aft, d.h. mit der Anderung der freien 
Energie beim Ubergang der gleichen Seitenkette aus 
einer athanolischen Losung in eine waBrige Losung. Er 
berechnete Aft fur Aminosaure-Seitenketten, indem er 
von der freien Energie des Ubergangs der Aminosaure 
den Wert fur den Ubergang des Glycins subtrahierte. 
Durch die Bestimmung der Loslichkeiten verschiedener 
Aminosauren in gemischten Losungsmitteln wurden die 
Werte von XAf, fur die durch das Losungsmittel her- 
vorgerufene Denaturierung abgeschatzt 123,241. Tun- 
ford hat auch ein Verfahren fur die numerische Ermitt- 
lung der Unterschiede der konformativen Stabilitat von 
Proteinen in verschiedenen Losungsmitteln beschrieben, 
das auf einem Vergleich der Afu-Werte fur den uber- 
gang von einem Losungsmittel zum anderen beruht. 
Die von Tanford[231 fur den Ubergang aus Athanol in 
Wasser experimentell bestimmten Aft-Werte sind in 
Tabelle 2 berechneten Werten (AFP,) gegenuberge- 
stellt [141. Der Unterschied zwischen beiden Reihen kann 
zwei Grunde haben: ist lAftl > ' A F ~ ~ ' ,  so kann darin der 
sterisch bedingte Unterschied zwischen einer freien 
Aminosaure und ihrer Seitenkette im Protein zum Aus- 
druck kommen. Die andere Ursache kann in der Natur 
d er Losungsm i ttel begr un det 1 i egen . Die berechn eten 

[23] C.Tunford, J .  Amer. chem. SOC. 84, 4240 (1962). 
[24] Y. Nozaki u. C. Tunford, J. biol. Chemistry 238, 4074 (1963). 
[25] C. Tunford, J. Amer. chem. SOC. 86, 2050 (1964). 
[26] Y. Nozaki u. C.  Tanford, J. biol. Chemistry 240, 3568 (1965) 
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Werte gelten fur den Ubergang aus einem Kohlen- 
wasserstoff in Wasser, wahrend Tanjord und Nuzaki 
Athanol als organisches Medium verwendeten. Dessen 
polare OH-Gruppe kann Unterschiede verursachen. 

Es ist zu hoffen, daM man eines Tages in der Lage sein 
wird, die freie Energie der Stabilisierung einer Protein- 
Konformation aus der Aminosaure-Zusammensetzung 
und der Gesamtzahl der moglichen Wechselwirkungen 
zwischen den Seitenketten abzuleiten. In der Anwen- 
dung von Gleichung (2) ist jedoch Vorsicht geboten. 
Nicht alle Aminosaure-Seitenketten mussen im nativen 
Protein verborgen sein, und einige unpolare Wechsel- 
wirkungen treten vermutlich auch im aufgefalteten Zu- 
stand auf[27al. Beide Effekte fuhren dazu, daB xAfu 
kleiner ist als man es aus den Aft-Werten und der 
Aminosaure-Zusammensetzung berechnet. Auf das F'ro- 
blein der Additivitat kommen wir spater zuriick. 

Der EinfluB innermolekularer hydrophober Bindungen 
auf die Konformation einer Polyaminosaure-Helix laBt 
sich mit der statistischen Mechanik erfassen [271. Hy- 
drophobe Bindungen konnen sich zwischen ausreichend 
groBen Seitenketten in benachbarten Windungen der 
cr-Helix [I41 und sogar zwischen dem P-Kohlenstoffatom 
einer L-Aminosaure und dem cc-Kohlenstoffatom des 
vierten vorangehenden Aminosaurerestes in einer rechts- 
gangigen cc-Helix bilden [14J. Diese Bindungen konnen 
zur Stabilitat der %-Helix beitragen [161. Die Theorie von 
Lifson und Ruig [281 fur den Helix-Knauel-ubergang 
von Polyglycin wurde so erweitert 1291, daB sie auch die 
hydrophobe C@)-C(cr)-Bindung berucksichtigt, die in 
Poly-~-alanin auftritt. Bei einer Kettenlange v m  100 
Aminosaureresten ergibt sich dann rechnerisch auf 
Grund des von Ngmethy und Scheraga [I41 angegebenen 
AF&-Wertes, daB die Temperatur des Helix-Knauel- 
Ubergangs fur Poly-L-alanin um 175 "C hoher liegt als 
fur ein Polyglycin gleicher GroBe. Experimentell findet 
man [2Yal, daR Poly-L-alanin mit einer Kettenlange von 
etwa 175 Aminosaureresten selbst bis zumindest 95 "C 
die a-Helix-Konformation beibehalt. Hingegen existiert 
Poly-glycin (das allerdings in Wasser nicht loslich ist) 
nicht einmal in nichtwaBrigen Losungsmitteln als eine 
cr-Helix. 
Bei einer ausfuhrlicheren Behandlung der nicht-kova- 
lenten Bindungen in Polyaminosauren haben Poland 
und Scheraga [271 auch die hydrophoben Bindungen im 
statistischen Knauel berucksichtigt. Sie zeigten, daB 
hydrophobe Bindungen in helixformigen Sequenzen die 
Helix betrachtlich stabilisieren, daB dieser Effekt aber 
weitgehend ausgeglichen wird, wenn hydrophobe Bin- 
dungen auch im statistischen Knauel auftreten. Die 
(berechnete) Temperaturabhangigkei t des Helix-Knauel- 
Umwandlung ist in volliger Abwesenheit hydrophober 
Bindungen sehr ahnlich derjenigen, die man errechnet, 
wenn sowohl Helix als auch Knauel hydrophobe Bin- 
dungen enthalten (Abb. 6). Im statistischen Knauel ist 

[27] D. C.  Poland u. H. A .  Scheraga, Biopolymers 3, (a) 283, 
(b) 305, (c) 335 (1965). 
1281 S. Lifson u. A .  Roig, J. chem. Physics 34, 1963 (1961). 
[29] M. Bixon, H .  A .  Scherugiz u. S. Lifson, Biopolymers I ,  
419 (1963). 
[29a] W. B. Gratzer u. P .  Dofy ,  J. Amer. chem. Soc. 85, 1193 
(1 963). 
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Abb. 6. Berechnete Kurven fur den Helix-Knauel-Umwandlung einer 
aus 20 Aminosaure-Resten bestehenden Polypeptidkette (A) in Ab- 
wesenheit hydrophober Bindungen, (9) mit hydrophoben Bindungen 
nur in der Helix und (C) mit hydrophoben Bindungen sowohl in der 
Helix als auch im statistischen Knauel. Auf der Ordinate ist die relative 
Zahl der Wasserstoffbrucken aufgetragen. Nach Poland und Schc- 
raga [27al. 

die Wahrscheinlichkeit, daB sich zwischen den Seiten- 
ketten benachbarter Aminosaurereste hydrophobe Bic- 
dungen bilden, relativ hoch. Sie betragt etwa 0,2 fiir 
Ala-Ala, 0,3 fur Leu-Leu und 0,6 fur Ileu-Ileu (Ta- 
belle 111 in [27c]). Die Wahrscheinlichkeit, daB sich im 
Knauel groBe Schlaufen bilden, nimmt niit der GroBe 
solcher Schlaufen rasch ab. 1st t die Zahl der Peptid- 
gruppen zwischen zwei gegenseitig hydrophob gebun- 
dener Seitenkettes, so betragt die Wahrscheinlichkeit 
0,03 bis 0,04 fur t = 2 und 0,02 fur t = 3 [27cl. 

Poland und Scheraga haben jedoch gezeigt, daR die 
Helix wiederum betrachtlich stabilisiert wird, wenn 
hydrophobe Bindungen zwischen den Helices in Be- 
tracht gezogen werden (interhelicale hydrophobe Bin- 
dungen). Man findet dann rechnerisch einen scharfen 
Helix-Knauel-Ubergang 12% I 27d. Normalerweise bil- 
den kurze Polyaminosaureketten eine einzige helixartige 
Sequenz. Jedoch ist die Wahrscheinlichkeit, daB an 
Stelle einer einzigen Helix mehrere kiirzere auftreten, 
ziemlich grol3, wenn sich dadurch Bindungen zwischen 
den Seitenketten mehrerer Helices formen konnen. 
So berechneten Poland und Scheraga [Ubl,  daB eine aus 
20 Aminosiiureresten bestehende Poly-L-alanin-Kette 
unter bestimmten Bedingungen bei niedrigen Tempera- 
turen (< 40 "C) vorzugsweise in einer Struktur vorliegt , 
in der zwei parallele Helices miteinander in Wechselwir- 
kung stehen. Die Einzelkette und drei miteinander 
in Wechselwirkung stehende parallele Helices haben 

1 
0 ' ;o ' 1,; ' $0 ' ;o ' ,do  ' 1;o 
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Abb. 7. Berechnele Kurve Fur den Helix-Knauel-Obergang einer aus 
20 Aminosiure-Resten bestehenden Poly-L-alaninkette unter der An- 
nahme von Wechselwirkungen zwischen den Helices. Auf der Ordinate 
ist die relative Zahl der WasserstoFbriicken aufgetragen. Nach Poland 
und Sclzerriga [27bl. 
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geringere Wahrscheinlichkeiten. Zwischen 40 und 80 "C 
ist die stabilste Struktur diejenige mit drei in Wechsel- 
wirkung stehenden Helices, wahrend sich oberhalb 
80 "C ein statistisches Knauel bildet (Abb. 7). Ahnliche 
Ergebnisse sind fur langere Helices errechnet wor- 
den [27cl. Die so ermittelten Wahrscheinlichkeiten uiid 
Ubergangstemperaturen hangen jedoch sehr empfind- 
lich von der Wahl der Parameter ab. 
Gegenwartig sind derartige Berechnungen noch rein 
theoretisch, denn die von ihnen geforderten ubergange 
sind bisher nicht beobachtet worden. Es konnte sogar 
sein, dab sie mit den heute zur Verfugung stehenden 
Methoden zur Untersuchung von Polyaminosauren gar 
nicht nachzuweisen sind. Man hat jedoch fur ein Co- 
polymer aus L-Leucin und L-Glutaminsaure 1301 drei 
thermische Ubergangspunkte beobachtet, und Poland 
und Scheraga [27cl nehmen an, dalj darin Unterschiede 
in den Wechselwirkungen zwischen Helices zum Aus- 
druck kommzn konnten. Bemerkensivert ist auch,dalj der 
berechnete Helix-Knauel-ubergang wesentlich schar- 
fer wird, wenn man annirnmt, dal3 zwischen den Helices 
Wechselwirkungen bestehen, und daD die mit dieser 
Annahme berechneten Kurven denjenigen ahnlich sind, 
die man fur die Umwandlungen globularer Proteine 
beobachtet [27b7. 

Experimentelle Studien an Modellverbindungen 

Der Hauptzweck von Loslichkeitsuntersuchungen an 
Modellverbindungen ist die Bestimmung der freien Ener- 
gie des ubergangs unpolarer Gruppen (a) aus einer 
wal3rigen in eine unpolare Losung und (b) aus Wasser 
in ein gemischtes Losungsmittel. Im Falle (a) erhalt man 
Anhaltspunkte fur die Anderung der freien Energie beim 
Eintritt unpolarer Gruppen in die hydrophoben Be- 
reiche eines Proteins, wahrend man bei (b) Auskunft 
iiber den Beitrag bekommt, den hydrophobe Bindungen 
zur Stabilisierung von Proteinen gegen eine Denaturie- 
rung durch das Losungsmittel leisten. 

1. Loslichkeiten von Kohlenwasserstoffen 
und der Eintlurj von schwerem Wasser 

Durch eine Bestimmung der thermodynamischen Eigen- 
schaften von Kohlenwasserstoffen gewinnt man den 
direktesten AufschluR uber das Verhalten unpolarer 
Gruppen. Aus diesem Grund wurden Loslichkeitswerte 
aus der Literatur bei der Entwicklung der Theorie der 
Wasserstruktur und der hydrophoben Bindung verwen- 
det [13,141. Neuerdings haben Kresheck et al. 1311 die 
Loslichkeiten von Propan und Butan zwischen 0 und 
60°C mit Hilfe einer gasometrischen Technik neu be- 
stimmt und die Ergebnisse friiherer Messungen (in 1131 

zitiert) bestatigt. Sie untersuchten auch die Loslichkei- 
ten dieser Kohlenwasserstoffe in D 2 O  und fanden, dal3 

[30] G .  I). Fasman, C .  Lindblow u. E. Bodenheimer, Biochemistry 
3, 155 (1964). 
[311 G. C. Kresheck, H.  Schneider u. H .  A. Scheraga, 5. physic. 
Chem. 69, 3132 (1965). 

sie um weniges groRer sind als die Loslichkeiten in H 2 0 .  

Die freie Energie AF; fiir den uberganp 

RH (in H20) -+ RH (in D20) 

betragt bei 0°C etwa -40 f10 cal/mol und wird bei 
50 "C nahezu Null. Andererseits ergaben Messungen der 
Loslichkeit von Aminosauren in D 2 0  und H20 fur die 
Beitrage der Seitenketten (Aft) kleine positive Werte [311 

Auch die kritische Mizellbildungskonzentration in leich- 
tem und schwerem Wasser [311 spricht fur eine etwas ge- 
ringere Loslichkeit unpolarer Gruppen in D20. Kres- 
heck et al. schlossen daraus, daI3 hydrophobe Bic- 
dungen in D20 etwas fester sind. Fur Argon hat AF; 
dagegen das gleiche Vorzeichen 1321 wie fur Kohlen- 
wasserstoffe. Entweder stort also die polare Gruppe, 
mit der die Seitenkette einer Aminosaure verbunden ist, 
die Wechselwirkungen, oder enthalten die fur voll- 
kommen unpolare Stoffe mitgeteilten Beobachtungen 
einen Fehler. Da aber die Loslichkeitsunterschiede 
in leichtem und schwerem Wasser sehr gering sind, 
ist auch fur die Starke der hydrophoben Bindungen 
in diesen Losungsmitteln kein groljer Unterschied zu 
erwarten. 
Wethufer et al. [333 untersuchten die Loslichkeiten ver- 
schiedener Kohlenwasserstoffe in 7 M Harnstoff- und 
4,9 M Guanidiniumchlorid-Losung (Abb. 8). Aul3er fur 
Methan und k h a n  bei niedrigen Temperaturen ist die 
freie Energie des ubergangs aus Wasser in diese Lo- 
sungen negativ (d.h. die Loslichkeit nimmt beim Uber- 
gang zu). Hauptkomponente der Anderung der freien 

;-. -.. 
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Abb. 8. Temperaturabhangigkeit der Anderung der freien Energie 
(cal/mol) beim Ubergang von Kohlenwasserstoffen aus waOriger Losung 
(a) in eine 7 M Losung von Harnstoff und (b) eine 4,9 M Losung von 
Guanidiniumchlorid, bezogen auf Konzentrationen, ausgedruckt in 
Molenbruchen. Nach Wetlayfei et al. 1331, nachgedruckt mit Erlaubnis 
der American Chemical Society. 

o o Methan 0 I-J Butan 
[7 0 Athan - Neopentan 

-0 Propan 0 o Toluol 
A A Isobutan 0 0 Skatol 

[32] A .  Ben-Nairn, J. chem. Physics 42, 1512 (1965). 
[33] D .  B. Wetlaufer, S .  K .  Malik, L. Stoller u. R. L. Coffin, J .  
Amer. chem. SOC. 86, 508 (1964). 
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Energie ist die positive Entropie des ubergangs, die die 
ebenfalls positive Enthalpie uberwiegt. Rei 25 "C liegt 
AF;, zwischen +60 cal/mol fur Methan und -770 
cal/mol fur Skatol, das Analoge der Seitenkette des 
Tryptophans. Diese Werte stimmen rnit den Ergeb- 
nissen von Loslichkeitsbestimmungen bei Aminosauren 
durch Nozaki und Tanfordr241 (siehe unten) uberein und 
zeigen, daB Harnstoff und Guanidiniumchlorid hydro- 
phobe Bindungen schwachen [341. 

Kohlenwasserstoffe haben als Modellverbindungen zwei 
Nachteile: Infolge ihrer geringen Loslichkeit in Wasser 
ist es schwierig, ausreichend genaue Werte zu bekom- 
men, und man gelangt zu falschen Folgerungen, falls 
polare Substituenten in Proteinen oder anderen mehr- 
funktionellen Losungsbestandteilen einen storenden 
EinfluB haben, d.h. wenn sich die Wechselwirkungen 
der verschiedenen funktionellen Gruppen mit dem Was- 
ser nicht genau additiv verhalten. Aus diesen Grunden 
sind fur viele Untersuchungen Alkohole, Amide, Car- 
bonsauren oder Aminosauren als Modellverbindungen 
verwendet worden. 

Ala [a] 
Leu 
Met 
Phe 
Try 
T Y ~  
Gln 

2. Loslichkeiten von Aminosauren 

Aft (cal/mol) 

Harnstoff Athylenglykol 
6 u  I S M  30 % 

10 10 30 
-225 -29s -130 
-325  -415 - 65 
-470 -600 -215  
-730 -920 --515 
- - s o  -735 -305 
-190 -230 10 

Die Folgerungen, die Tanford[231 aus Loslichkeitsdaten 
gezogen hat, sind oben beschrieben worden. In spateren 
Arbeiten 124,261 wurden auch Losungen von Harnstoff 
und Athylenglykol in die Messungen einbezogen. Es er- 
gab sich, daB die meisten Aminosauren in diesen Lo- 
sungen starker loslich sind, was bedeutet, daB Harnstoff 
und Athylenglykol hydrophobe Bindungen schwachen. 
Einige MeBergebnisse sind in Tabelle 3 zusammenge- 
fafit. Man erkennt, da13 Harnstoff ein sehr vie1 wirk- 
sameres Denaturierungsmittel als Athylenglykol ist. 
Wetlaufer L331 hat darauf hingewiesen, daB es besser ist, 
sich auf die Loslichkeiten von Aminosauren als auf die 
von Kohlenwasserstoffen zu beziehen, wenn durch die 
Peptidgruppe das Prinzip der Additivitat der Einflusse 

funktioneller Gruppen verletzt wird. Es ist jedoch zwei- 
felhaft, ob freie Aminosauren als vollkommen adaquate 
Modelle fur die Peptide in einer Proteinkette angesehen 
werden konnen, denn freie Aminosauren enthalten ge- 
ladene NH;- und COO--Gruppen. 

3 .  Wechselwirkungen zwischen anderen 
niedermolekularen Verbindungen 

Loslichkeitsmessungen gestatten Schliisse auf die Ver- 
haltnisse bei In ubergang unpolarer Gruppen aus einem 
waBrigen Medium in das Innere eines Proteins, wo sie 
,,verborgen" sind. Will man die Stabilisierung von Pro- 
teinen durch hydrophobe Bindungen abschatzen, ist es 
ebenso wichtig, die Wechselwirkungen zwischen nicht 
vollstandig ,,verborgenen" unpolaren Gruppen zu ken- 
nen. Sie entsprechen den ,,paarweisen" hydrophoben 
Bindungen, fur die Ne'nzethy und Scheraga 1141 eine 
Theorie entwickelt haben. 
Schrier, Pottle und Scheraga [361 haben gezeigt, daD man 
die Zunahme der Dimerisierungskonstanten von Car- 
bonsauren rnit der Kettenlange (Ameisensaure < Essig- 
saure < Propionsaure < Buttersaure < Phenylessig- 
saure) in Wasser erklaren kann, wenn man zwischen 
den unpolaren Seitenketten der dimeren Sauren hydro- 
phobe Bindungen annimmt, wie dies Formel ( I )  zeigt. 

b - H  

Zwischen den Carboxylgruppen bildet sich eine einfache 
Wasserstofirucke, wahrend Dimere in der Gasphase 
vermutlich durch zwei Wasserstoff brucken zusammen- 
gehalten werden (in der Gasphase ist die Dimerisierungs- 
konstante von der Kettenlhge unabhangig). Die Inkre- 
mente der Dimerisierungskonstanten in wafiriger Lo- 
sung stimmen mit den Werten, welche die Theorie der 
hydrophoben Bindung liefert 1141, ungefahr uberein. 
Auch fur die Adsorption verschiedener Carbonsauren 
und Alkohole aus Wasser an Polystyrol wurden die ther- 
modynamischen Parameter bestimmt 1371. Wahrend man 
fur den EinfluS der unpolaren Seitenketten der Sauren 
eine ungefahre ubereinstimmung zwischen den theoreti- 
schen [I41 und experimentellen Werten findet, gilt dies 
fur die Alkohole nicht. Die Deutung der experimentellen 
Ergebnisse ist rnit einigen Unsicherheiten behaftet, weil 
die polare Gruppe bei der Adsorption eine sehr bedeu- 
tende Rolle spielt und weil die Art der unpolaren Wech- 
selwirkungen im System Polystyrol/adsorbierte Verbin- 
dung nicht so gut definiert ist wie in einem Losungs- 
system. 
Auch Mukerjee [3*1 hat die Dimerisierung hoherer Car- 
bonsauren rnit der Bildung von hydrophoben Bindun- 

[36] E. E. Schrier, M.  Pottle u. H .  A. Scheraga, J .  Amer. chem. 
SOC. 86, 3444 (1964). 
[37] H. Schneider, G. C. Kresheck u. H.  A .  Scheraga, J. physic. 
Chem. 69, 1310 (1965). 
[38] P. Mukerjee, J. physic. Chem. 69, 2821 (1965). 
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gen zu erklaren versucht. Nach seinen Ergebnisseii 
bleibt der Beitrag hydrophober Bindungen von einer 
bestimmten Lange der Seitenkette (C16H31COOH) an 
konstant, vermutlich infolge einer Verknauelung der 
langen Seitenketten und der damit einhergehenden An- 
derungen im Kontakt zwischen den Methylengruppen 
und dem Wasser (vgl. [131). 

Nach einer Untersuchung von Eagland und Franks [391 

hangt die Geschwindigkeit der Hydrolyse von Fettsaure- 
alkalisalzen in einer solchen Weise von der Kettenlange 
ab, daB man auf eine Assoziation der Fettsaure-Mole- 
kule zu Aggregaten der Form HX.X- schlieBen kann. 
Dabei stimmen die experimentell ermittelten thermody- 
namischen Parameter mit denjenigen Werten uberein, 
die sich aus der Theorie der hydrophoben Bindung "4' 

ergeben. 

Micellen 

Die Micellbildung ist ein ausgezeichnetes Beispiel fur 
die Stabilisierung unpolarer Aggregate durch hydro- 
phobe Bindungen. Bei der Bildung von Micellen spielen 
die Kopfgruppen der Molekule eine ausgepragte Rolle, 
was aus der starken Variation der kritischen Micell- 
bildungskonzentration, der MicellgroBe und -gestalt in 
verschiedenen Systemen hervorgeht. Dab die Wechsel- 
wirkung zwischen unpolaren Cruppen ein entscheiden- 
der Faktor ist, war schon in den fruhen Theorien der 
Micellbildung [40,411 erkannt worden. Poland und Sche- 
raga 1421 haben die Stabilitat nicht-ionischer Micellen 
unter Berucksichtigung hydrophober Bindungen stu- 
diert. Danach setzt sich die freie Energie einer Micelle 
aus Anteilen zusammen, die sich auf die Micelle als 
Ganzes, auf die Bewegungsfreiheit der Kohlenwasser- 
stoffketten in ihr und auf Beitrage des Losungsmittels 
beziehen. Auf letztere wurde die Theorie der hydro- 
phoben Bindung ~ 4 1  angewendet. Auf diese Weise la& 
sich die Abhangigkeit der MicellgroBe von Konzentra- 
tion und Temperatur erklaren 1431. 

Micellen konnen auch als Modelle bei der Untersuchung 
des Einflusses anderer Losungsbestandteile auf hydro- 
phobe Bindungen dienen. Besonders die Wirkung von 
Harnstoff auf Micellen ist wiederholt studiert wor- 
den [45,461. Harnstoff erhoht die kritische Micellbil- 
dungskonzentration, was fur eine Schwachung der 
hydrophoben Bindungen spricht (vgl. die oben erwahn- 
ten Loslichkeitsdaten). Ahnliche Resultate erhielt man 
bei der Untersuchung der Assoziation von Farbstoff- 
molekiilen [471. 

[39] D .  Eugland u. F. Franks, Trans.Faraday Soc.61,2468 (1965). 
[40] P. Debye, J. physic. Collold Chem. 53, 1 (1949). 
[41] E. D .  Goddard, C. A .  J .  Hoeve u. G. C.  Benson, J .  physic. 
Chem. 61, 593 (1957). 
[42] D .  C. Poland u. H. A .  Scheruga, J.  physic. Chem. 69, 2431 
(1965). 
[43] Die Theorie kann auch zur Behandlung von Micellen er- 
weitert werden, deren Molekule Ladungen tragen [44]. 
[44] D. C. Polundu. H. A. Scheraga, J. ColloidSci.21, 213 (1966). 
[45] W. Bruning u. A .  Holtzer, J .  Amer. chem. SOC. 83, 4865 
(1961). 
[46] P. Mukerjee u. A. Ray, J .  physic. Chem. 67, 190 (1963). 
[47] P. Mukerjee u. A .  K.  Ghosh, J. physic. Chem. 67, 193 (1963). 

Proteine 

I. Wechseiwirkungen 
mit unpolaren Losungsbestandteilen 

Eine Moglichkeit zum Studium hydrophober Bindun- 
gen in Proteinen ist die Untersuchung der Wechselwir- 
kungen mit niedermolekularen, unpolaren Losungsbe- 
standteilen. Die Bindung unpolarer Losungsbestand- 
teile an unpolare Bereiche eines Proteins kann zwei Wir- 
kungen haben : (a) die Loslichkeit des unpolaren Stoffes 
steigt durch Adsorption an die Proteinoberflache oder 
durch Einlagerung in hydrophobe Bereiche oder (b) die 
unpolare Verbindung ruft konformative hde rungen  im 
Protein hervor, indem sie in Wechselwirkung mit un- 
polaren Gruppen des Proteins tritt und dadurch dessen 
hydrophobe Bereiche aufbricht. 
Ein Beispiel fur den Effekt (a) fand Wishnia 1481. Er be- 
stimmte die Loslichkeit von k h a n ,  Propan und Butan 
in wal3rigen Losungen von Rinder-Serumalbumin, Ha- 
moglobin und Lysozym. Die Loslichkeiten in den Pro- 
teinlosungen sind wesentlich hoher als in reinem Wasser. 
Das Verhaltnis der Loslichkeiten ist iiber einen Tem- 
peraturbereich von 25 "C nahezu konstant, was dafur 
spricht, daB die Bindungsenthalpie gering ist und daB 
hinter der erhohten Loslichkeit eine Entropiezunahme 
steht. Ein ahnlicher Effekt wurde beim Losen der glei- 
chen Kohlenwasserstoffe in einer micellaren waBrigen 
Losung von Dodecylsulfat beobachtet [491. 

Wishnia und Pinder [501 haben gezeigt, daB die F-Form 
von Rinder-Serumalbumin, die bei pH < 4 stabil ist, 
Kohlenwasserstoffe wesentlich schwacher bindet als die 
N-Form. Das Bindungsverhaltnis betragt 1 : 4 fur Butan 
und 1 : 5 fur Pentan. Fur den Ubergang von Butan aus 
Wasser in die Proteinlosung ist ASo =- 17 cl und AHo 
nahezu Null. Beide Werte sind denen ahnlich, die man 
fur den Ubergang eines Kohlenwasserstoffs aus Wasser 
in eine unpolare Losung ermittelt hat [131, was als An- 
zeichen dafur interpretiert wurde [ S O ] ,  daB die Bindungs- 
stellen fur Kohlenwasserstoffe in hydrophoben Berei- 
chen der Proteinmolekule liegen und durch Konfor- 
mationsanderungen (Aufbrechen der hydrophoben Be- 
reiche) verandert werden. Aus ahnlichen Untersuchun- 
gen am P-Lactoglobulin A und B schlossen Wishnia 
und Pinderr511, daB es in diesen Proteinen nur einen 
hydrophoben Bereich begrenzter GroBe gibt, der rnit 
Kohlenwasserstoffen in Wechselwirkung treten kann. 
Bei Proteinen geringer konformativer Stabilitat kann 
die Bindung eines unpolaren Losungsbestandteils zu 
Anderungen der Konformation fuhren. Wetlaufrr und 
Lovrien 1521 haben rasche reversible Anderungen in der 
Viscositat, im Verhalten bei der Titration, in der opti- 
schen Drehung und im UV-Spektrum von Rinder- 
Serumalbumin bei alkalischem pH und von P-Lacto- 
globulin bei neutralem pH beobachtet, wenn sie w a b  

[48] A. Wishnia, Proc. nat. Acad. Sci. USA 48, 2200 (1962). 
[49] A. Wishwia, J.  physic. Chem. 67, 2079 (1963). 
[50] A. Wishnia u. T. Pinder, Biochemistry 3, 1371 (1964). 
1511 A. Wishnia u. T. W. Pinder j r . ,  Biochemistry 5 ,  1534 (1966). 
[52] D .  E.  Wetluufer u. R .  Lovrien, J. biol. Chemistry 239, 596 
(1964). 
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rigen Losungen dieser Proteine verschiedene Kohlen- 
wasserstoffe zusetzten. 
Andererseits kann die hydrophobe Bindung kleiner 
Molekule an der Oberflache eines Proteins dieses vor der 
Auffaltung schiitzen. So bewahrt Natrium-dodecyl- 
sulfat Rinder - Serumalbumin vor der Denaturie- 
rung [53,541. Voraussetzung dafiir ist, daB die anionische 
Kopfgruppe des Detergens von einer kationischen 
Gruppe an der Proteinoberflache gebunden wird 1541. 
Das Detergens wirkt also als bifunktionelles Agens, 
was vermutlich der Grund fur den Unterschied zwischen 
seiner Wirkung und der eines Kohlenwasserstoffs ist. 
Den EinfluB unpolarer Verbindungen auf die Denatu- 
rierung von Proteinen haben Schrirr und Scheraga [55,561 

systematisch untersucht. Setzt man einer waDrigen Lo- 
sung von Ribonuclease Alkohol zu, so sinkt die Tem- 
peratur Ttr der thermischen Denaturierung. Die An- 
derung ist der Alkoholkonzentration (bis zu mehreren 
mol pro Liter) proportional und wachst mit der Ketten- 
lange des Alkohols (Abb. 9 und Tabelle 4). Die Ab- 
nahme der Umwandlungstemperatur Ttr IaRt sich niit 
Hilfe der Theorie der hydrophoben Bindung berechnen, 

- 1,6 
- 3,1 
- 7, l  
-13, l  

Abb. 9. Temperatur der tbermischen Denaturierung von Ribonuclease 
(1 M Losungen in verschiedenen Alkoholen). Links geradkettige Alko- 
hole als Losungsmittel, rechts verzweigte Alkohole als Losungsmittel. 
n ist die Zahl der C-Atome in der Alkylkette der Alkohole. Nach 
Schrier, IngwaN und Scheraga [561, nachgedruckt mit Erlaubnis der 
American Chemical Society. 

-1,4 
-3,O 
- 7 3  

Tabelle 4. Erniedrigung der Temperatur Ttr der thermischen Denatu- 
rierung von Ribonuclease in wadriger Losung bei Zusatz verschiedener 
Alkohole (Konzentration: 1 M). 

-0,80 
-1 , IS  
-1,55 
-1,95 

Methanol 
Athanol 
n-Propanol 
n-Butanol 

- 1,9 
- 3,3 
- 6,O 
-11,O 

[a] Freie Energie fiir die Bildung einer hydrophoben Bindung zwischen 
dem unpolaren Teil des Alkohols und einem unpolaren Bereich ahn- 
licher Grol3e an der Ribonuclease. Fiir 62 OC berechnete Werte. Nach 
[%I. 
[b] In rein wa5riger Losung (PH = 6,7) betragt die ubergangstempera- 
tur Ttr = 61,5 OC [551. 
[c] Vgl. Abbildung 9. 

[53] R .  Lovrien, J. Amer. chem. SOC. 85, 3677 (1963). 
1541 G. Markw, R. L .  Love u. F. C. Wissler, J. biol. Chemistry 
239, 3687 (1964). 
[55] E. E. Schrier u. H. A .  Scheraga, Biochim. biophysica Acta 
64, 406 (1962). 
[56] E. E. Schrier, R.T. IngwaN u. H. A. Scheraga, J. physic. 
Chem. 69, 298 (1965). 

wenn man fur die Bindung des Alkohols an das Protein 
aus der freien Energie AF;, der beteiligten Bindungen 
und aus dem mit der Assoziation einhergehenden En- 
tropieverlust eine Bindungskonstante ermittelt (Ta- 
belle 4) 1561. 

Merkwiirdigerweise wird die Temperatur der Denatu- 
rierung durch einen Alkohol mit verzweigter Alkyl- 
kette (2.B. durch Isopropanol) nur etwa so stark herab- 
gesetzt wie durch das niedrigere Homologe mit unver- 
zweigter Alkylkette (Athanol), wahrend der entspre- 
chende Alkohol mit gerader Alkylkette (n-Propanol) 
starker wirkt 1557. Moglicherweise haben die unpolaren 
Bindungsstellen eine begrenzte GroBe oder Gestalt, so 
daB sie nicht den gesamten unpolaren Teil eines ver- 
zweigten Alkohols binden konnen. Vielmehr muD man 
den Alkoholen eine effektive Kettenlange zuschreiben, 
die dem unverzweigten Teil der Alkylkette entspricht. 
Ahnliche Ergebnisse erhielten van HQpel und Wong 1571, 

als sie den EinfluB verschiedener Tetraalkylammonium- 
Salze und Alkohole auf die Denaturierungstemperatur 
der Ribonuclease untersuchten. Die Ubergangstem- 
peratur sinkt umso starker, je langer die Alkylkette ist. 
Die effektive Kettenlage fur die Tetraalkylammonium- 
Salze unterscheidet sich jedoch von der fur die Alkohole. 
Beispielsweise setzen Isopropanol und Tetra-n-propyl- 
ammonium-Salz die Ubergangstemperatur um nahezu 
den gleichen Betrag herab. Tabelle 4 zeigt, dal3 die 
beobachteten Abnahmen der ubergangstemperatur fur 
Losungen, die 1 mol Alkohol pro Liter enthalten, in 
beiden Untersuchungsreihen gut ubereinstimmen. Von 
Hippel und Wong interpretieren ihre Ergebnisse nicht 
durch die Annahme einer direkten Bindung des gelosten 
Stoffes an unpolare Gruppen des Proteins, sondern sie 
vermuten, daR fiir offenliegende unpolare Seitenketten 
des Proteins durch Konkurrenz niit dem gelosten Stoff 
weniger Wassermolekule zur Bildung eines ,,Eisbergs" 
zur Verfugung stehen. Die Annahme einer direkten 
Wechselwirkung zwischen den Molekulen des gelosten 
Stoffs und unpolaren Gruppen des Proteins 1561 konnte 
indessen die Ergebnisse besser erklaren : Bestunde der 
Grund namlich tatsachlich in einer verminderten Ver- 
fugbarkeit von Wassermolekulen, so muBte Tetra-n- 
propylammonium-bromid mindestens viermal so wirk- 
sam sein wie Athanol, da es vier langere Kohlenwasser- 
stoff-Ketten besitzt. Dies ist jedoch nicht der Fall. 
Wahrend sich die Effekte hier eindeutig hydrophoben 
Wechselwirkungen zuschreiben lassen, ist es bei anderen 
multifunktionellen Zusatzen nicht immer leicht, die 
Natur der Wechselwirkung zu bestimmen, welche die 
Denaturierung verursacht, oder vorauszusagen, welche 
Funktion der wichtigste stabilisierende oder destabili- 
sierende Faktor ist. Jencks et al. 15% 591 untersuchten den 
EinfluB verschiedener Denaturierungsmittel auf Pro- 
teine und Desoxyribonucleinsaure und fanden, daD die 
denaturierende Wirkung nicht in allen Fallen mit dem 
hydrophoben Charakter eines Reagens in Beziehung 
steht. 

[57] P .  H . v .  Hippel u. K.-Y. Wong, J. biol. Chemistry 240, 3909 
(1965). 
[58] J. A .  Gordon u. W .  P .  Jencks, Biochemistry 2, 47 (1963). 
[59] L .  Levine, 1. A .  Gordon u. W. P.  Jencks, Biochemistry 2, 
168 (1963). 
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1. Andere Effekte LR d 
Die Assoziation von Protein-Untereinheiten kann durch 
hydrophobe Bindungen stabilisiert werden. Beispiels- 
weise ist die Zusammenlagerung von Tabak-Mosaik- 
virus-Protein 1601 ein endothermer Vorgang und von der 
Freigabe groRer Mengen gebundenen Wassers und 
einer Zunahme des partiellen Molvolumens begleitet 
(AVO > 0). Ursache der Assoziation kann entweder die 
Bildung zwischenmolekularer Ionenpaare sein, wobei 
das an die Ionen gebundene Wasser freigegeben wird, 
oder sie kann in der Bildung zwischenmolekularer hy- 
drophober Bindungen liegen. 
Konformationsanderungen bei Enzymen, die durch 
Substrate, Aktivatoren oder Inhibitoren hervorgerufen 
werden, sind oft durch die Annahme hydrophober Bin- 
dungen erklart worden, doch vermil3t man in den mei- 
sten Veroffentlichungen (auch neueren Datums) eine 
quantitative Auswertung der Daten. 
Nur in wenigen Fallen ist der EinfluB hydrophober Bin- 
dungen auf die Bindung eines Substrates oder Inhibitors 
an einem Enzym quantitativ untersucht worden. Ein 
Beispiel findet sich in einer Arbeit von Anderson et al. [GI], 

die die Hemmung von Alkohol-Dehydrogenase aus 
Hefe durch 1-Alkyl-3-aminocarbonylpyridinium-chlo- 
ride als Funktion der Alkyl-Kettenlange von C1 bis C11 
untersuchten. Von C3 bis C11 nimmt die Wirksamkeit 
des Inhibitors (gemessen an der Bindungskonstante fur 
die Hemmung) linear rnit der Kettenlange zu. Das In- 
krement der freien Bindungsenergie ist -0,37 kcal/mol 
pro CHz-Gruppe, was gut rnit theoretisch berechneten 
Werten iibereinstimmt (siehe Tabelle 4, Spalte 2). 
Zahn [621 hat auf die Rolle hydrophober Bindungen in 
Faserproteinen hingewiesen; beispielsweise schwacht 
Alkohol die Zugfestigkeit von Wollkeratin-Fasern und 
setzt die Schrumpfungstemperatur von Kollagen her- 
ab 162,631. Dabei tritt eine ahnliche Abhangigkeit von 
der Lange der Alkylkette im Alkohol auf, wie bei der 
thermischen Denaturierung der Ribonuclease 155,561, 

und die Ubereinstimmung geht so weit, daB man auch 
hier eine effektive Kettenlange braucht, um die Ergeb- 
nisse zu interpretieren. Die Reaktionsfahigkeit der SH- 
Gruppen von Wolle wird durch Alkohole erhoht, durch 
Natriuni-dodecylsulfat dagegen herabgesetzt (vergleiche 
den EinfluB dieser Stoffe auf Rinder-Serumalbumin). 

3. Konforrnative Stabilitat von Polyaminosauren 

Hydrophobe Bindungen diirften auch bei der Stabili- 
sierung sowohl der a-Helix wie der P-Strukturen von 
Polyaminosauren eine Rolle spielen (Abb. 10 und 
11) 1141. Fasman et al. [301 fanden fur Poly-L-glutamin- 
saure und fur ein Copolymer aus L-Glutaminsaure und 
L-Leucin in einem begrenzten Temperaturbereich eine 
Zunahme des Helixgehaltes (ausgedruckt durch bo der 

[60] C. L. Stevens u. M. A .  Lauffer, Biochemistry 4, 31 (1965). 
[61] B. M. Anderson, M. L. Reynolds u. C. D.  Anderson, Biochim. 
biophysica Acta 99, 46 (1965). 

[62] H. Zahn, Kolloid-Z. 197, 14 (1964). 
[63] J.  SchneN u. H .  Zahn, Makromolekulare Chem. 84, 192 
(1965). 

Abb. 10. Hydrophobe Bindung zwischen einer L-Leucyl- und einer 
L-Valyl-Seitenkette in benachbarten Windungen einer rechtsgangigen 
a-Helix. Die gestrichelten Linien sind Peptid-Wasserstoffbriicken. 
A: Zeichnung des Molekiilgeriistes, das die Atomlagen erkennen lafit; 
die punktierte Linie deutet die Methylgruppen an, die miteinander in 
Beriihrung stehen. B: Raumfiillendes Model1 der Seitenketten, man- 
stabsgerecbt gezeichnet [141. 

Abb. 11 .  Hydrophobe Bindungen zwischen mehreren Peptidketten in 
Faltblattstrukturen. (A) Antiparallel, (B) parallel laufende Ketten. 
Die van der Waalsschen Radien sind rnafistabsgerecht gezeichnet 1141. 
Die Peptidketten stehen senkrecbt zur Zeichenebene. Dargestellt sind 
Alanin-Seitenketten. Rechts Kalottenmodelle, links entsprechende 
Strukturformeln. Die Abstande zwischen den P-CHa-Gruppen sind 
korrigierte Werte [14al. 

Moffit-Gleichung) rnit steigender Temperatur. Diese 
Umkehrung der thermischen Stabilitat ist hydropho- 
ben Bindungen zugeschrieben worden [27c* 301. 

Wie erwahnt, ist nach Gratzer und Doty [64J eine Poly- 
L-alanin-Helix aus 175 Aminosaureresten in Wasser sehr 
bestandig. Auch diese Beobachtung la& sich rnit der 
Annahme hydrophober Bindungen erklaren [16127a,b,291. 

Der Theorie entsprechend [27a, 297 sollten kiirzere Poly- 
L-alanin-Ketten Helix-Knauel-Ubergange in einem 
niedrigeren Temperaturbereich haben, was qualitativ 
bestatigt wurde 1651. Bei diesen Untersuchungen wurde 
die unpolare Polyaminosaure dadurch wasserloslich 
gemacht, daB man sie an beiden Enden rnit Blocken 
aus statistisch geknauelter Poly-D,L-glutaminsaure oder 

[64] W. B. Gratzer u. P. Doty, J. Amer. chem. SOC. 85, 1193 
(1963). 
[65] N. Lotan, A. Berger, E. Katchalski, R.T.  IngwaN u. H. A .  
Scheraga, Biopolymers 4, 239 (1966). 
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statistisch geknaueltem POly-D,L-lySin versah. Auer und 
Doty [661 zeigten, daB cc-Helices von Poly-L-leucin und 
Poly-L-phenylalanin in Chloroform weniger bestandig 
sind als es die cc-Helix von Poly-L-alanin ist, was vermut- 
lich auf abstoBende Wechselwirkungen zwischen den 
voluminosen Seitenketten in den beiden zuerst genann- 
ten Fallen zuriickzufiihren ist. Dagegen nimmt die Sta- 
bilitat der Helices in Wasser in der Reihenfolge Poly-L- 
leucin > Poly-t-phenylalanin > Poly-L-alanin ab, und 
fur diese Reihenfolge diirften hydrophobe Bindungen 
zwischen den Seitenketten verantwortlich sein. 

ser maBgebend sein. Aus geometrischen Griinden kann 
sich Harnstoff nur dort aufhalten, wo die Wasserstruk- 
tur ungeordnet ist. Auf diese Weise setzt er das chemi- 
sche Potential der ungeordneten Bereiche herab und 
veranlaBt einige Bereiche geordneter Struktur zu schmel- 
Zen, so daB das Gleichgewicht wieder hergestellt wird. 
Eine ins Einzelne gehende theoretische Behandlung des 
Problems auf Grund dieser uberlegungen ist jedach 
noch nicht veroffentlicht worden. Die Wirkung des 
Harnstoffs auf hydrophobe Wechselwirkungen und da- 
mit auf die Denaturierung von Proteinen bleibt also 
eine der wichtigsten ungelosten Fragen auf diesem Ge- 
biet. 

Wirkungen des Harnstoffs 

Untersuchungen an anderen Makrornolekiilen 
Friiher glaubte man, daR die denaturierende Wirkung 
des Harnstoffs ausschliefilich seiner Fahigkeit zuzu- 
schreiben sei, mit den intramolekularen Wasserstoff- 
briicken der Peptidgruppen einesproteins inKonkurrenz 
zu treten. Neuerdings hat man erkannt, daR Harnstoff 
auch hydrophobe Bindungen zu schwachen vermag. 
Messungen von Loslichkeiten [24,331 und der Micell- 
stabilitat 145,461 haben ergeben, daB unpolare Gruppen in 
waDrigen Harnstofflosungen loslicher sind als in Wasser. 
Gleiches beobachtet man fur Azofarbstoffe, fur welche 
thermodynamische Daten vorhanden sind [671. Kalori- 
metrische Untersuchungen 1681 an verschiedenen Amino- 
sauren und Peptiden mit unpolaren Seitenketten erga- 
ben, daB diese Stoffe in waBriger Losung eine grone par- 
tielle Molwarme Cp2 haben, was mit dem Postulat einer 
in ihrer Umgebung starker geordneten Wasserstruk- 
tur [I31 ubereinstimmt. Cp2 ist jedoch in Harnstofflo- 
sungen geringer. Wahrscheinlich werden bei der Dena- 
turierung von Proteinen durch Harnstoff hydrophobe 
Gebiete aufgebrochen. Es gibt aber auch Falle, in denen 
Harnstoff anders wirkt, als man es auf Grund von Mo- 
dellstudien erwarten wiirde. Beispiele sind die Ther- 
modynamik der Chymotrypsinogen-Denaturierung 1691 
oder die Differenz zwischen den Molwarmen des Oval- 
bumins [681 in Wasser und in waRriger Harnstofflosung. 
Tanford [251 hat nach Untersuchungen an Modellverbin- 
dungen [241 die Anderung der freien Energie abgeschatzt, 
die mit der Auffaltung von Proteinketten in waI3riger 
Harnstofflosung verbunden ist. Eine Gleichgewichts- 
konstante lie13 sich a priori nicht berechnen. Der Ver- 
gleich zwischen experimentellen und berechneten Wer- 
ten IaRt aber vermuten, daB die Auffaltung in mehreren 
Schritten vor sich geht [251. 

Es gelang bisher nicht, die Wirkung des Harnstoffs rnit 
hderungen der Wasserstruktur oder der Wasser-Koh- 
lenwasserstoff-Wechselwirkung quantitativ zu verknup- 
fen. Nach Frank und Franks1701 sollen bei Zusatz von 
Harnstoff auftretende hderungen im Mengenverhalt- 
nis von strukturell geordnetem und ungeordnetem Was- 

[66] H. E. Auer u. P .  Doty, Biochemistry 5, 1716 (1966). 
[67] A .  Katayama, T.  Matsuura, K .  Konishi u. N .  Kuroki, Kol- 
loid-Z. 202, 157 (1965). 
[68] G. C. Kresheck u. L. Benjamin, J. physic. Chem. 68, 2476 
(1964). 
[69] J. F. Brandts, J. Amer. chem. SOC. 86, 4302 (1964). 
[70] H. S. Frank u. F. Franks, personliche Mitteilung. 

Hydrophobe Wechselwirkungen in anderen Makromole- 
kulen sind nur sehr wenig untersucht worden. 

Man darf annehmen, daR die Basenstapelung in Poly- 
nucleotiden und Nucleinsauren durch hydrophobe 
Wechselwirkungen zwischen den groRen, teilweise un- 
polaren Gebieten der in Beriihrung kommenden Basen 
mitbegiinstigt wird. Fasman et al.[711 haben die Ro- 
tationsdispersion einstrangiger Polycytidylsaure unter- 
sucht. In waBriger Losung bei pH = 7,O ist das Molekul 
weitgehend geordnet. Setzt man Methanol oder k h y -  
lenglykol hinzu, so wird die Ordnung zerstort. Daraus 
ist auf die Bedeutung hydrophober Wechselwirkungen 
fur die Basenstapelung geschlossen worden. Anderer- 
seits haben Untersuchungen an Trinucleotiden 1721 und 
an Polyadenylsaure [731 gezeigt, daR hier der Hauptbei- 
trag zur Stabilisierung der Basenstapelung sicher nicht 
von hydrophoben Bindungen herriihrte, obwohl diese 
einen wichtigen Beitrag leisten mogen. 

Sinanoglu [741 hat versucht, die Denaturierung von Des- 
oxyribonucleinsaure rnit Vorstellungen uber hydro- 
phobe Wechselwirkungen zu erklaren. Er deutet jedoch 
die Anderung der freien Energie beim ubergang einer 
unpolaren Gruppe in die Losung als Energie, die fur die 
Bildung einer Losungsmittelblase um diese Gruppe er- 
forderlich ist und bringt diese Energie in Beziehung zur 
Oberflachenspannung. Strukturelle Annahmen werden 
hier also durch die Beschreibung an Hand einer makro- 
skopischen Eigenschaft der Flussigkeit ersetzt. 

Es gibt sehr wenige Untersuchungen iiber das Verhalten 
synthetischer Polymere in waBriger Losung, denn hier 
tritt das Problem der Loslichkeit auf. Eliassaf [751 hat die 
Unterscheide einiger thermodynamischer Eigenschaften 
von Polyacrylsaure- und Polymethacrylsaure-Losungen 
darauf zuruckgefuhrt, daB nur in ersteren hydrophobe 
Bindungen auftreten konnen. 

[71] G .  D .  Fasman, C. Lindblow u. L. Grossman, Biochemistry 3, 
1015 (1964). 
[72] J .  N.  Vournakis, H .  A .  Scheraga, G. W. Rushizky u. H.  A. 
Sober, Biopolymers 4,  33 (1966). 
[73] D .  Poland, J. N .  Vournakis u. H. A .  Scheraga, Biopolymers 
4, 223 (1966). 
[74] 0. Sinanoglu u. S. Abdulnur, Federat. Proc. 24, Suppl. 15, 

[75] J.  Eliassaf, J. Polymer Sci. B 3, 767 (1965). 
S-12 (1965). 
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Methoden zum Nachweis 
hydrophober Wechselwirkungen 

Die meisten Uberlegungen iiber den EinfluB unpolarer 
Stoffe auf die Wasserstruktur und uber hydrophobe 
Wechselwirkungen in Makromolekulen beruhen auf in- 
direkten Beweisen, vor allem auf thermodynamischen 
Daten, denn es gibt kein Verfahren fur die direkte Mes- 
sung hydrophober Wechselwirkungen. 
Es ware jedoch wiinschenswert, eine Methode zum di- 
rekten Nachweis der Zunahme der Wasserstruktur in der 
Umgebung unpolarer geloster Stoffe zu haben, damit 
sich die Richtigkeit der Theorien uber die Strukturen 
waBriger Losungen prufen 1aBt und zum Nachweis der 
Bildung und Offnung hydrophober Bindungen. Die 
NMR-Spektroskopie sollte sich zu solchen Untersu- 
chungen eignen, da sie es gestattet, die Beziehungen 
zwischen benachbarten Molekulen und deren relative 
Bewegungen zu messen. Die bisherigen Messungen che- 
mischer Verschiebungen der Signale haben jedoch nicht 
zu eindeutigen Resultaten gefuhrt, so daD sie nur schwer 
zu interpretieren sind (siehe z.B. die Diskussion von 
CliTord und Pethicu 1761). Andererseits ist die Relaxa- 
tionszeit der Wassermolekiile in der Nachbarschaft ge- 
loster unpolarer Stoffe etwa doppeIt so groD wie in rei- 
nem Wasser "7,781, was fur eine groRere Ordnung der 
Wassermolekiile in Anwesenheit eines gelosten Stoffes 
spricht. Hertz hat auf Grund seiner NMR-Messun- 
gen [771 eine neue Theorie 1791 der wal3rigen Losungen 
entwickelt, um strukturelle hderungen zu erklaren. 
Bisher ist diese Theorie aber nur qualitativ beschrieben 
worden, so dal3 sich ihr Geltungsbereich noch nicht 
ubersehen IaBt. 
Das Vorhandensein hydrophober Gebiete im Inneren 
oder an der Oberflache von Proteinmolekulen ist oft aus 
der Bindung kleiner Molekule [z.B. [4*,531611] oder aus 
Anderungen der Reaktionsfahigkeit funktioneller Grup- 
pen [z.B. [52,621] erschlossen worden. Auch Anderungen 
der UV-Absorption der im Makromolekul enthaltenen 
chromophoren Gruppen lassen sich mit der Annahme 
deuten, daB diese Gruppen in unpolaren Gebieten des 
Makromolekuls ,,begraben" werden und dadurch nicht 
in Beruhrung mit dem Wasser kommen konnen [80,811. 

[76] J. Clifford u. B. A. Pethica, Trans. Faraday SOC. 60, 1483 
(1964). 
[77] H .  G. Hertz u. M .  D.  Zeidler, Ber. Bunsenges. physik. Chem. 
68, 821 (1966). 
[78] S.S.Danyluk u. E.S.Gore, Nature (London) 203, 748 (1964). 
[79] H. G. Hertz, Ber. Bunsenges. physik. Chem. 68, 907 (1964). 
[80] S.Yanari u. F. Bovey, J. biol. Chemistry 235, 2818 (1960). 
[81] T.T. Herskovits u. M. Laskowski jr.,  J. biol. Chemistry 
237, 2481 (1962). 

Derartige chromophore Gruppen konnen im Makro- 
molekiil von vornherein enthalten sein (beispielsweise 
Tyrosin oder Tryptophan in Proteinen r8ol) oder sie 
konnen kunstlich eingefiihrt werden, wodurch man ein 
leicht zu deutendes Spektrum erhalt und bestimnite 
Stellen des Molekiils markieren kann [821. 

Die Fluoreszenz einiger Farbstoffe hangt stark von der 
Natur ihrer Umgebung im gelosten Zustand ab. Fluores- 
zierende Farbstoffe, die von unpolaren Gruppen adsor- 
biert werden, sind daher zur Untersuchung hydrophober 
Bereiche in Proteinen vorgeschlagen worden 183,841. 

McClure und Edelmun [841 haben mit derartigen Unter- 
suchungen in verschiedenen Losungsmitteln begonnen. 

SchluB 

Hydrophobe Wechselwirkungen sind in wabrigen Lo- 
sungen von biologischen Makromolekiilen und nieder- 
molekularen Stoffen weit verbreitet. Wahrend man die 
Bedingungen kennt, unter denen sie auftreten, und 
wahrend es moglich ist, ihre Starke auf Grund theoreti- 
scher Uberlegungen zu berechnen, gibt es hinsichtlich 
ihres Nachweises und der Interpretation ihrer Wirkun- 
gen noch zahlreiche offene Fragen. 

Zuverlassige und genaue Verfahren zum Nachweis und 
zur Messung hydrophober Bindungen gibt es noch nicht. 
Die Frage der Additivitat verschiedenartiger Wechsel- 
wirkungen und ihres Einflusses auf das thermodynami- 
sche Verhalten geloster Stoffe und auf die Konforma- 
tion von Makromolekulen ist ungelost : 1st der Gesamt- 
effekt der nicht-kovalenten Wechselwirkungen die 
Summe aller einzelnen durch Molekiilzusammenset- 
zung und raumliche Anordnung bestimmter Wechsel- 
wirkungen, deren GroDe sich aus Versuchen mit Modell- 
verbindungen ableiten lafit, oder beeinflussen sich die 
einzelnen Wechselwirkungen gegenseitig? Besonders 
NPmethy et al. [211, Tunford[231 und Wetlaufer et al. [331 
haben sich mit dieser Frage beschaftigt. Danach scheint 
es, daB sich die Wirkungen verschiedener funktioneller 
Gruppen in recht guter Naherung additiv verhalten. Bei 
sehr genauen Rechnungen wird man jedoch Abweichun- 
gen von der Additivitat beriicksichtigen mussen. 
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