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Bifunktionelle Reagentien zur Quervernetzung von Proteinen 

Von Hugo Fasold, Jiirgen Klappenberger, Christa Mayer 
und Heinz Remold"' 

Proteine konnen durch chemische Verbindungen quervernetzt werden, ohne daJ die komplizierte 
Raumstruktur sich dabei iindert. Man kennt inzwischen uiele bifunktionelle Reagentien, die mit 
funktionellen Gruppen in den Seitenketten der Aminosauren zu reagieren vermogen. Aus der 
bekannten Lange der eingefihrten Briicke kann nicht nur auf den Abstand der verkniipfen Amino- 
saurereste geschlossen werden, sondern es lassen sich u. a. auch Aussagen iiber Konformations- 
anderungen wahrend anderer Reaktionen und iiber die Anordnung der Bestandteile einer Quartar- 
struktur gewinnen. 

1. Einleitung 

Die monotone Verkniipfung von a-Aminosauren iiber ihre 
a-Amino- und a-Carboxygruppen zu Peptidbindungen 
la& als Riickgrat eines Proteinmolekuls die Hauptkette 
oder Peptidkette entstehen. Von ihr zweigen an den a-C- 
Atomen die charakteristischen Reste der Aminosauren als 
Seitenketten ab. Die Konformation der Haupt- und Seiten- 
ketten ergibt sich am Ort der Protein-Biosynthese offen- 
sichtlich zwangslaufig aus der genetisch festgelegten Rei- 
henfolge der Aminosauren. Dabei zwingen Wechselwir- 
kungen zwischen den Seitenketten das Gesamtmolekul in 

['I Prof. Dr. H. Fasold, Dr. J. Klappenberger, Ch. Mayer und 
Dr. H. Remold 
Institut fir Biochemie der Universitat 
6 Frankfurt/Main-Sachsenhausen, SandhofstraDe 

eine rigide, nur in kleinen Teilbereichen geringfugig ver- 
schiebliche Raumstruktur. 

Die Sequenz der Aminosauren bezeichnet man als Primiir- 
struktur. Die Konformation der Hauptkette und aller ihrer 
Seitenketten erhielt den Namen Tertiarstruktur ; charak- 
teristische Untereinheiten wie Wendeln (Helices) lassen 
sich als Sekundarstruktur abgrenzen (siehe auch Abb. 1). 
Manchmal bilden mehrere Hauptketten, kovalent durch 
Disulfidbriicken verknupft, gemeinsam eine Tertiarstruk- 
tur (siehe Abb. 3). Setzen jedoch mehrere Tertiarstrukturen 
ohne kovalente Bindung in einem festen Aggregat ein 
Gesamtmolekiil zusammen, so gilt hierfur die Bezeichnung 
Quartarstruktur. 

In den bisher aufgeklarten Tertiarstrukturen liegen die 
meisten hydrophoben Seitenketten unter WasserausschluB 
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eng im Inneren des Molekuls zusammengepackt, wahrend 
die ionisierbaren und polaren Seitenketten an der Mole- 
kuloberflache in Kontakt rnit der Wasserhiille stehen. 
Diese zweite Gruppe ist substituierenden chemischen 
Reaktionen zuganglich ; als Beispiele seien die Acylierung 
der E-Lysin-Aminogruppen, die Alkylierung der Cystein- 
SH-Gruppen oder die Nitrierung der phenolischen Tyro- 
sin-Seitenketten rnit Tetranitromethan genannt. Von 
Zuhn" j1 stammt der Vorschlag, derartige Reaktionen 
mit bifunktionellen Briickenreagentien durchzufuhren und 
so kiinstliche Quervernetzungen in das Protein einzufugen. 

2. Anwendungsmoglichkeiten 

Die Quervernetzungs-Methodik wurde bisher fur drei 
Arten von Fragestellungen vorgeschlagen : 

1. Um den Abstand zwischen zwei funktionellen Gruppen 
in einem Proteinmolekul bestimmen zu konnen, mussen 
sie durch ein starr gebautes bifunktionelles Reagens ver- 
knupft werden. Nach enzymatischem Abbau des querver- 
netzten Proteins stellt sich dann die Aufgabe, die an den 
beiden ,,FuRpunkten" der Brucken gelegenen Teilsequen- 
zen in der Primarstruktur des Proteins zu identifizieren. 
Viele polare Seitenketten an der Proteinoberflache sind 
in begrenztem Umfang beweglich ; die Auswertung der 
Quervernetzungsreaktion ergibt deshalb einen Wert fur 
den Abstand, der zwischen oberem und unterem Grenzwert 
liegt (siehe Tabelle 1). 

2. Manche Proteine gehen charakteristische und physio- 
logisch bedeutsame Konformationsanderungen ein. Allo- 
sterische Enzyme etwa werden durch ein niedermolekula- 
res Produkt des Stoffwechsels mit eigener Haftstelle am 
Protein so umgelagert, daB ihre enzymatische Aktivitat bei 
der Anheftung dieses Liganden zu- oder abnimmt. Man 
kann versuchen, durch Quervernetzung diese Konforma- 
tionsanderung zu blockieren, um aus der Lokalisation der 
eingefugten Brucken Schliisse iiber den Mechanismus der 
Umlagerung zu ziehen. Auch konnen manche Querver- 
bindungen nur in einem der Konformeren moglich sein. 
Dies erlaubt es, den bevorzugt von der Umlagerung betrof- 
fenen Molekulbezirk aufzufinden. 

3. Quervernetzungen zwischen zwei Proteinmolekulen sol- 
len dazu beitragen, die Lagerung und die Kontaktflachen 
der einzelnen Proteine in Multi-Enzym-Komplexen, in 
Membranpraparationen oder anderen Protein-Aggregaten 
aufzuklaren. Mehr und mehr wird aus den Untersuchungen 
der bisher bekannten Enzyme rnit Quartarstrukturen und 
der Membranenzyme deutlich, wie stark die katalytische 
Aktivitat der Untereinheiten solcher Systeme durch Kon- 
takt mit ihren Nachbarn reguliert werden kann. 

3. Reagentien und Auswertung der Versuche 

Tabelle 1 zeigt jeweils nur einige Vertreter der fur den 
Zweck der Quervernetzung synthetisierten Substanzklas- 
sen. Azofarbstoff-Reagentien weisen zusatzlich zum starren 
Bau den Vorteil auf, daB sie in schonender Reaktion durch 

Dithionit spaltbar sind. Nach enzymatischem Abbau eines 
damit quervernetzten Proteins konnen aus den Azo-Pep- 
tiden die beiden FuBpunkt-Peptide getrennt isoliert wer- 
den. Auch 1aBt sich eine Verbindung zwischen verschiede- 
nen Proteinmolekulen vorsichtig wieder losen. 

Der erste Schritt bei der Auswertung solcher Quervernet- 
zungsversuche zur Ermittlung des Abstandes besteht stets 
im Nachweis der eingebauten Brucken mit dem ,,Finger- 
print-Verfahren". Zunachst ist dazu der Abbau der Pro- 
teine rnit Enzymen notwendig, die, wie etwa Trypsin, re- 
produzierbar nur an wenigen Stellen der Sequenz die Pep- 
tidverbindungen hydrolysieren. Das so erhaltene Peptid- 
gemisch wird in zweidimensionaler Kombination von 
Papier-Hochspannungselektrophorese und Papierchroma- 
tographie aufgetrennt. So entsteht fur jedes Protein ein 
charakteristisches Peptidmuster. Bei quervernetzten Pro- 
teinen ermoglicht das Muster der hier neu hinzutretenden 
Bruckenpeptide eine Charakterisierung der Tertiarstruktur 
des Proteins. Die Raumstrukturen verwandter Sequenzen 
konnen damit verglichen werden. Anwendungsbeispiele 
bieten das Verdauungsenzym Chymotrypsin und seine 
Vorstufe Chymotrypsinogen" 'I. 

4. Fehlerquellen und Storungen 

Die Ankupplung der vorwiegend hydrophoben Reagentien 
an das Protein kann die natiirliche Faltung der Molekule 
angreifen und aufbrechen. Nach der Quervernetzung mu13 
deshalb die Unversehrtheit der Raumstruktur bestatigt 
werden, z. B. durch enzymkinetische Messungen, durch 
Bestimmung der Zuganglichkeit einzelner Seitenketten- 
Familien fur chemische Modifikationen oder durch Mes- 
sungen der Rotationsdispersion und des Molekiilvolu- 
men~[ '~ l .  

Ein Teil der Molekiile des Reagens wird nur einseitig rnit 
dem Protein reagieren, denn die zweite kupplungsfahige 
funktionelle Gruppe wird nicht immer einen Reaktions- 
teilnehmer in geeignetem Abstand finden. Wahrend der 
Aufarbeitung entstehen dadurch fehlerhafte Quervernet- 
zungen. In einigen Fallen wurde es notig, die Quervernet- 
zung abzustoppen, etwa rnit dem Farbstoff (12). 

Unerwunschte Verkniipfungen des bifunktionellen Reagens 
rnit zwei Proteinmolekiilen zu kunstlichen Doppelmole- 
kiilen lassen sich leicht vermeiden. 

5. Beispiele 

5.1. Insulin 

Die erste Identifizierung einer Quervernetzung gelang 
Zahn im Insulin[41; sie lag bei Verwendung des Reagens 
(2) zwischen den Amino-Endgruppen der beiden durch 
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Tabelle 1. Reagentien zur Quervemetzung in Proteinen. 

Formel erfaBte erfaBter Abstand Lit. 
Seitenketten in der Hauptkette (A) 

Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Histidine) 6-18 E l l  

Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Histidine) 3-12 r11 

Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Histidine, Serine) 3-12 

6 1 4  

141 

Cysteine 
(Histidine, Lysine) r 5 3  61 

Cysteine 
(Histidine, Lysine) 4-14 [5,61 

abhangig von n r71 Lysine 

N-C-0 a (61 
N=C=O 

Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Serine, Histidine) i81 4-14 

COOH 

X G N = I i P  

COOH 

(7a), X = N=C=O,  (7b), X = N=C=S 

Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Serine, Histidine) 6-24 [91 

COOH Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Serine, Histidine) 16-34 

N=C=O COOH Lysine 
(Cysteine, Tyrosine, 
Serine, Histidine) 3-10 (91 

COOH N=C=O 

Cysteine 
(Histidine, Lysine) 

6 O O H  

( l O a ) ,  X = B r ,  ( l o b ) ,  X = J 

Cysteine 
(Histidine, Lysine) 

Disulfidbrucken verkniipften Peptidketten des Molekiils. 
Die kiirzlich vollendete Rontgen-Strukturanalyse an Insu- 
linkristallen bestatigte diesen Befund. Zugleich ermoglich- 
ten die Versuche mit dem gleichen Reagens die erste Ver- 
kniipfung - zwischen einer Amino-Endgruppe und einer 
Lysin-Seitenkette - zweier Proteinmolekule. Dies wurde 
als Indiz fur eine parallele Lagerung der Molekule in den 
festen, in Losung stabilen Aggregaten des Insulins gewertet. 

5.2. Wal-Myoglobin 

Die bekannte Tertiarstruktur des Wal-Myoglobins diente 
als Testobjekt fur die Ausmessung intramolekularer Ab- 
stande mit einer Reihe der Reagentien auf Azofarbstoff- 
Basis vom Typ (7)-(10). Die gefundenen Verbruckungen 
waren alle mit moglichen Abstanden im Einklang, die sich 
aus dem Model1 des Molekiils ergaben (Abb. 1). Erst bei 
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Beladung mil sechs Azofarbstoff-Briicken je Molekul lielj 
sich eine teilweise Denaturierung nachweisen. Sie war am 
hamtragenden Protein besonders leicht durch Anderung 
des Absorptionsspektrums zu erkennen; auBerdem wurde 
die Zuganglichkeit der Imidazolringe des Histidins ge- 
messenrtt.  13.141 

5.3. Ribonuclease 

In der Rinder-Pankreas-Ribonuclease, die Phosphorsaure- 
diester-Bindungen in Ribonucleinsauren stets bei Pyrimi- 
dinbasen zu spalten vermag, konnten zwei Lysin-Seiten- 
ketten (Position 7 und 41) durch das Reagens ( 2 )  verknupft 
werden. Die Anderung der enzymatischen Aktivitat wies 
darauf hin, dalj die Vernetzung in unmittelbarer Nahe des 
aktiven Zentrums liegen mul3te (Abb. 2)[151. 

Abb. 2. Gezeichneter Verlauf der Peptid-Hauptkette der Ribonuclease 
aus Rinder-Pankreas (nach 117, IS]). NH,, COOH: Amino- bzw. 
Carboxyende der Kette. Die Zahlen beziehen sich auf die Positionen 
der Aminosauren in der Sequenz des Molekiils. Gestrichelte Linien : 
Disulfidbriicken. P: Anheftungsstelle des Substrates an das Enzym- 
molekiil. Eingezeichnet ist die Quervernetzung zwischen zwei Lysin- 
Seitenketten durch das Reagens (2) (Positionen 7 und 41) (nach [15]). 

Abb. 1. Oben: Gezeichneter Verlauf der Peptid-Hauptkette des Wal- 
Myoglobins (nach R. E. Dickerson). NH,, COOH: Amino- bzw. Car- 
boxyende der Kette. Die in gerade verlaufende Linien eingefaDten 
heiicdlen Bereiche der Hauptkette wurden vom Arninoende her rnit 
groDen Buchstaben A, B, C und so fort markiert. Die schwarze Scheibe 
stellt den UmriB des Porphyrinringes dar. Zu ihm ziehen zwei Histidin- 
Seitenketten (P und D) aus der F-Helix (proximal) bzw. der E-Helix 
(distal). An der Seite des distalen Histidins heftet sich das Sauerstoff- 
molekul an den Eisenkomplex an. Eingezeichnet sind die funf mit den 
Reagentien (7u) und (7b)  erzielten Quervernetzungen zwischen Ly- 
sinen (ausgezogen) und die mit dem Reagens ( I f l a )  erreichte Querver- 
netzung zwischen zwei Histidin-Seitenketten (gestrichelt). Mitte: Stab- 
chen-Modelle des Wal-Myoglobins mit eingefugten Quervernetzungen 
zwischen Histidin-Seitenketten [Reagens (IOa)]. Unten: Gleiches 
Modell mit Quervernetzungen zwischen Lysin-Seitenketten [Reagen- 
tien 17a) und (7b)l .  

Die Aufklarung der Peptidsequenz in der Nachbarschaft 
der Brucke forderte irn Verein mit Ergebnissen stufenweiser 
Blockierungsversuche an Histidin-Seitenketten die Auf- 
klarung der Wirkungsweise des Enzyms. Demnach voll- 
ziehen hier die beiden Imidazolringe der Seitenketten 12 
und 119 gemeinsam die wesentlichen Schritte der Kataly- 
se[16]. Durch die Auswertung der Rontgen-Strukturanalyse 
wurde diese Hypothese eindrucksvoll bestatigt. 

5.4. Chymotrypsin und Chymotrypsinogen 

Das in Pankreas-Drusen synthetisierte inaktive Chymo- 
trypsinogen geht im Darrn unter Abspaltung von zwei Di- 
peptiden in das aktive Verdauungsenzym Chymotrypsin 
iiber (siehe Abb. 3). Die Hauptkette des Proenzyms wird 
somit in drei - durch Disulfidbrucken verbundene - Teil- 
ketten zerlegt. Zwei Arninosaure-Seitenketten im aktiven 

878 Angew. Chem. 183. Jahrg. 1971 Nr. 22 



Zentrum des Molekuls, Histidin in Position 57 und Serin 
in Position 195, rucken dabei in unmittelbare raumliche 
Nachbarschaft ; die Aktivierung des Proenzyms lost also 
eine Umfaltung der Tertiarstruktur aus. An Chymotrypsi- 
nogen und Chymotrypsin wurden nach Quervernetzung 
mit den Reagentien (7a )  und (7b)  reproduzierbare Fin- 
gerprints der Azo-Bruckenpeptide gewonnen. Die Finger- 
prints stimmten nahezu vollig uberein. Dies lie13 den SchluI3 

Abb. 3. Gezeichneter Verlauf der Peptid-Hauptkette des Chymotryp- 
sins aus Rinder-Pankreas (nach [19]). Durch Abspaltung zweier Di- 
peptide (Positionen 14 und 15 sowie 147 und 148) aus der Peptidkette 
der inaktiven Vorstufe Chymotrypsinogen bei der Aktivierung im 
Darm entstehen die drei durch Disulfidbriicken verbundenen Einzel- 
ketten A, B, C. NH,A, COOHC: Amino- bzw. Carboxyende der ur- 
spriinglichen Peptid-Hauptkette des Chymotrypsinogens. NH,B, 
COOHA : Neugeschaffenes Amino- bzw. Carboxyende nach Abspal- 
tung des Dipeptids in den Positionen 14-15 der Chyrnotrypsinogen- 
kette. NH,C, COOHB: Neu geschaffenes Amino- bzw. Carboxyende 
nach Abspaltung des Dipeptids 147-148 aus der Chymotrypsinogen- 
kette. Gestrichelte Kreise: Schematisch angegebene Lokalisation der 
beiden Seitenketten im aktiven Zentrum, Histidin (Position 57) und 
Serin (Position 195). Eingezeichnet sind die drei durch die Reagentien 
( 7 a )  und (7b )  im Chymotrypsinogen identifizierten Quervernetzungen 
(nach [I l l ) .  -S-S-: Natiirliche Disulfidbriicken. Die Zahlen be- 
ziehen sich auf die Positionen der Aminosauren in der Sequenz des 
Chymotrypsinogens. 

zu, daI3 die Umfaltung der Tertiarstruktur bei der Aktivie- 
rung des Chymotrypsinogens nur einen begrenzten Teil des 
gefalteten Molekiils betreffen konnte. Der Bauplan der 
Peptid-Hauptkette mul3te in beiden Proteinen fast vollig 
gleich sein, da jede grooere Veranderung das Quervernet- 
zungsmuster stark beeinflufit. Drei der Azo-Peptide lieBen 
sich aus quervernetztem Chymotrypsinogen isolieren und 
identifizieren. Sie sind in Abbildung 3 in die inzwischen 
rontgen-strukturanalytisch aufgeklarte Tertiarstruktur des 
Chymotrypsins eingezeichnet"'! Die vergleichende Ront- 
gen-Strukturanalyse des Chymotrypsinogens erhartete in 
der Zwischenzeit diesen Befund. 

5.5. Hamoglobin 

Mehrere Arbeitskreise haben es unternommen, Querver- 
netzungen an Hamoglobin auszufuhren und in ihrer Stel- 
lung zu identifizieren. Beim Hamoglobin sind vier Tertiar- 
strukturen zu einer Quartarstruktur zusammengelagert. 

Je zwei von ihnen - ct- und P-Ketten genannt - sind iden- 
tisch. Die im Arbeitskreis von M .  F.  Perutz ausgefuhrten 
Rontgen-Strukturanalysen ergaben zunachst die raumliche 
Lagerung der vier Ketten zueinander (siehe auch Abb. 5 )  
und sind heute bis zur genauen Lokalisation der Atome 
dieser Raumstruktur vorgedrungen[''! 

Schon fruhzeitig wurde erkannt, da13 sich die Quartarstruk- 
tur bei der Sauerstoff-Aufnahme oder -Abgabe andert. 
Diese Umlagerung ist das Resultat der gegenseitigen Be- 
einflussung der vier Ketten, die auch in der charakteristi- 
schen Sauerstoff-Sattigungskurve des Proteins zum Aus- 
druck kommt (Abb. 4). Gegeniiber der des monomeren 

Abb. 4. Verlauf der Sauerstoff-Bindungskurven fur Myoglobin (a) und 
Hamoglobin bei pH = 7.4 (b) sowie pH = 6.8 (c). Gestrichelte Linien: 
Sauerstoff-Partialdruck im peripheren Gewebe, z. B. im Muskelgewebe 
(M) und in  der Lunge (L). 

Ham-Proteins Myoglobin ist sie zu deutlich sigmoidalem 
Verlauf verandert, da die Bindung des Sauerstoffmolekuls 
an eine oder mehrere Untereinheiten die Afinitat der ubri- 
gen fur das Substrat erhoht. Fur die optimale 0,-Aufnahme 
in der Lunge und die optimale 0,-Abgabe im peripheren 
Gewebe ist diese Eigenschaft notwendig (Abb. 4). Ein zwei- 
tes Charakteristikum der Wechselwirkung auI3ert sich im 
alkalischen Bohr-Effekt : Bei der Sauerstoff-Abgabe steigt 
der pK-Wert mehrerer funktioneller Gruppen an ; das 
Protein nimmt im physiologischen pH-Bereich des Blutes 
0.8 Protonen je Untereinheit auf, die es in der Lunge bei 
der Sauerstoff-Abgabe wieder freisetzt. Diese Pufferwir- 
kung ermoglicht den Abtransport des Kohlendioxids aus 
dem Gewebe. 

Die Tertiarstrukturen des Myoglobins und der Hamo- 
globinketten sind nahezu identisch. Bei der Sauerstoff- 
Aufnahme oder -Abgabe andern sie sich nur geringfugig. 
Die Verschiebungen einzelner Atome in der Umgebung 
des Hams dabei liegen unter 1 A. Die Umlagerung der 
Quartarstruktur bedingt hingegen Verschiebungen bis zu 
8 A. 
Die Affinitat des Desoxy-Hamoglobins und damit die der 
Untereinheiten zum Sauerstoff ist geringer als die der Oxy- 
Form. Zu welchem Zeitpunkt der Oxygenierung des Mole- 
kiils sich die Affnitaten, die Quartarstruktur und die pK- 
Werte (Bohr-Effekt) andern, ist noch unklar. Bis vor kur- 
zem blieb auch vollig ungewiI3, wie die gegenseitige Beein- 
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flussung an den Grenzflachen zwischen den vier Unterein- 
heiten zustandckommt. 

Auch hier koririten Quervernetzungsreaktionen zur Auf- 
klarung beitragen. Im Innern der Tertiarstrukturen fest 
eingefugte Quervernetzungen sollten das Sauerstoff-Bin- 
dungsvermogen des Gesamtmolekult dann beeinflussen, 
wenn sie sich in der Nahe eines fur Wechselwirkungen zwi- 
schen den Untcreinheiten besonders wichtigen Bezirks der 
Grenzflachcn befinden. Insbesondere versuchte man, Briik- 
ken zwischen verschiedenen Untereinheiten zu schlagen. 
Dabei solltc beobachtet werden, wie die Sauerstoffbindung 
durch Behinderung der Konformationsanderung der Quar- 
tarstruktur beeinflu& wird. Verwendet wurden die Reagen- 
tien j 4 ) ,  ( 4 0 j  und ( l a b ) .  weil sie mit Sichcrhcit zunachst 
rnit den beiden an der Molekiil-Oberflache gelegenen SH- 
Gruppen der Cysteine in Position 93 der j3-Ketten reagieren 
mufiten. Die bciden von Maleinimid abgeleiteten Reagen- 
tien erziel ten Quervernetzungen von Maleinimid abgelei- 
teten Reagcntien erzielten Quervernetzungen innerhalb der 
P-Ketten [ / 4 )  LU Histidin 97 und (4a)  zur Amino-End- 
gruppe dcr j3-Ketten][6! Bei der Quervernetzungsreaktion 
rnit (10 b j IieBeii sich zwei HPmoglobin-Derivate isolieren, 
deren Struktur Abbildung 5 zeigt. Alle diese Derivate ver- 
iinderten die signioidale 0,-Bindungskurve zur hyperboli- 
schen Form des monomeren Myoglobins, sie schalteten 
also die Wcchselwirkungen der Untereinheiten aus (Abb. 4). 

Die drei Quervernetzungen innerhalb der beiden P-Ketten 
dcs Molekiils zeigen ~ in das detaillierte Modell des Hamo- 
globins eingefugtr2'I - iibereinstimmend die gleiche Wir- 
kutig auf die Molekiilstruktur : Die Carboxy-Endgruppen 
der (l-Kctten werden um mehrere 8, aus ihrer naturlichen 
Lage herausgedrangt. 

Dabci war die beidseitige kovalente Bindung des Reagens 
ZLIT Ablenkung notwendig ; die entsprechenden monofunk- 
tionellen Reagentien vermochten die Sauerstoffbindung 
nach Anheftung an Cystein P 93 nur geringfugig zu ver- 
andern. 

Im Oxy-Hamoglobin sind die Carboxy-Endgruppen aller 
vier Ketten frei beweglich. Im Desoxy-Hamoglobin hin- 
gegen ist jede dieser vier Aminosauren durch zwei Salz- 
briicken fest verankert (Abb. 5) :  Die Carboxygruppen der 
Arginine in den n-Ketten sind rnit den Amino-Endgruppen 

Abb. 5. Ohen. Ge7eichneter Verlauf der vier Peptid-H;~uptketten des 
Hamoglohiir~Mol~kuls analog zu Abb. 1. Die Buchataben A-H be- 
reichnen hclicalc Bereiche wie in Abb. 1 angegehen, A ISI jeweils am 
Aminoendc dcr Einzelketten und am Anfang der A-Hclix eingezeichnet. 
COOH : C'arboxyenden der Ketten. Die schwarien Scheiben mit ein- 
gelagerten weikn Kugeln bedeuten die Porphqrinringe rnit Eisen- 
Atomen. An den Carboxyenden der P I -  und der a,-Ketten im Vorder- 
grund sind schematisch die beiden Salzbrucken der endstandigen 
Histidinc hrn Argininr als Strich? angegeben. AuUerdcm ist bei diesen 
Krtten dic Finlagerung der Ssitenketten der Tyrosine (T) in korletzter 
Position in die Tertiarstruktur mit ihren Wasserstoffbrucken zu einer 
Peptidhindung im Bereich des F-G-Uberganges angegeben (siehe 
Text). Eingtrcichnet sind ferner die beiden mit dem Reagens ( l o b )  
innerhalb der beiden P-Ketten erreichten Qucrvernetzungen. Mitte: 
Hiimoglohin-Modelle mit eingefiigten Querveriic17ungen durch das 
Reagem ( /Obi C: Carboxyende einer der bciden (3-Ketten (schwarz). 
Die Qurl-vcrnetzungen innerhalb der beiden [l-Kelten verlaufen von 
Cysteiir in Position 93 zu Lysin in Position 82 in der Nahe des Carboxy- 
endec. IJntcn : Gleiches Modell mit Quervernetzung innerhalb einer 
P-Kette (im Hlntergrund, wie mittlere Abb.) und Zwischenketten-Quer- 
vernctnnig yon Cystein in Position 93 der P,-Kette 7u Histidm 15 der 
benachbarten xc2-Kette iim Yordergrund [22]) 

der Valine der gegeniiberliegenden ct-Ket ten verbunden, 
wahrend ihre Guanidogruppen rnit den C'arboxygruppen 
der Asparaginsaure in Position 126 (Helix H) der gegen- 
iiberliegenden a-Kette zusammentreten. Ahnlich sind die 
Carboxygruppen der Histidine am Ende der j3-Ketten rnit 
den E-Aminoendgruppen der Lysine in Position 40 (Helix 
C) der benachbarten a-Kette (etwa P I  rnit r 2 )  verkniipft, 
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wahrend der Imidazolring rnit der Carboxygruppe der 
Asparaginsaure in Position 94 der eigenen P-Kette ver- 
bunden ist. 

Zusammen rnit dieser Verankerung der Carboxy-Endgrup- 
pen beim Ubergang von Oxy- zu Desoxy-Hamoglobin 
werden die Seitenketten der in allen vier Ketten an vor- 
letzter Position stehenden Tyrosine dabei im Inneren der 
vier Tertiarstrukturen gebunden (siehe Abb. 5). Durch die 
Fixierung der Carboxy-Endgruppen werden sie in Nischen 
zwischen den jeweiligen Helices F und H eingeschoben 
und dort zum Teil durch van-der-Waals-Krafte, zum Teil 
durch die in Abbildung 5 eingezeichneten Wasserstoff- 
brucken zwischen ihren Hydroxygruppen und den Car- 
bonylgruppen der Peptidbindung von Valin am obergang 
von der F- zur G-Helix festgehalten. Dabei konnen die 
Tyrosine nicht aus diesen Taschen austreten, ohne gleich- 
zeitig die Salzbrucken der Carboxy-Endgruppen aufzu- 
losen. Die an der Oxy-Form vorgenommenen und charak- 
terisierten Quervernetzungen rnit den Reagentien (4 ) ,  (4u)  
und ( I O U )  (Abb. 5)  verhindern jedenfalls den Eintritt der 
Carboxy-Enden und der Tyrosine in die vorgesehenen Bin- 
dungen beim Ubergang zur Desoxy-Form und fixieren 
damit die beiden P-Ketten in der Oxy-Form. 

Der kurzlich von M .  F.  P e r ~ t z [ ' ~ ]  veroffentlichte Verlauf 
der Hamoglobin-Umlagerung bei der Sauerstoff-Aufnahme 
stutzt sich denn auch neben anderen Befunden auf die 
Blockierung des uberganges in typische Desoxy-Struk- 
turen, wenn das Molekul derartige Quervernetzungen ent- 
halt. Aus der Rontgen-Strukturanalyse von Hamoglobin- 
kristallen lie13 sich ablesen, daB bei der Oxygenierung der 
einzelnen Ketten die Eisenatome, die in der Desoxy-Form 
etwa 0.8w aus der Ebene der Porphyrinringe in Rich- 
tung auf die F-Helices herausragen, tiefer in diese Ebene 
hineinrucken. Wie der Zug, der dabei die Imidazol- 
gruppe im Histidin aus der F-Helix (siehe Abb. 1) um min- 
destens 0.2A auf den Porphyrinring zu bewegt, in eine 
Anderung der Tertiarstruktur im Bereich der E-, F- und 
H-Helix ubersetzt wird, ist nicht bekannt. Wahrscheinlich 
reagieren zunachst die beiden a-Ketten rnit Sauerstoffmole- 
kulen, da sie sowohl in der Oxy- als auch in der Desoxy- 
Form Platz fur die Anlagerung an der sechsten Koordina- 
tionsstelle des Eisens aufweisen. In jedem Fall 1aBt sich 
zeigen, daB die F-Helices etwas auf die H-Helices zuwan- 
dern und anscheinend die Bindungen der erwahnten Ty- 
rosin-Seitenketten unmoglich machen. Werden die Bin- 
dungen bei den beiden a-Ketten gelost, so mussen auch 
die endstandigen Arginine ihre Salzbrucken aufgeben. Da 
diese zu anderen Ketten fuhren, lockert sich die Quartar- 
struktur nunmehr soweit, daB sie in die Oxy-Form um- 
springen kann. Zugleich wird ein Teil der Protonen frei 
und verursacht den Bohr-Effekt. Die Salzbriicken zwischen 
den Carboxy-Enden der P-Ketten und den benachbarten 
a-Untereinheiten werden durch die Umlagerung aber zer- 
rissen, so daD nur die beiden Salzbrucken innerhalb der 
P-Ketten bestehen bleiben. Dies genugt offenbar, um die 
Anlagerung von Sauerstoff unter Freisetzung des Carboxy- 
Endes sehr zu erleichtern, wobei nun die restlichen ,,Bohr- 
Effekt-Protonen" freiwerden. In den quervernetzten Deri- 
vaten konnen diese Vorgange nicht ablaufen, da die An- 
heftung der Tyrosine und Carboxy-Endgruppen bei der 
Sauerstoff-Abgabe bei beiden 0-Ketten behindert ist 

und deshalb die Quartarstruktur in der Oxy-Form ver- 
bleibt. 

Die zweite rnit dem Reagens (IOb) quervernetzte Kom- 
ponente (Abb. 5) tragt in einer P-Kette dieselbe Querver- 
netzung wie das symmetrische Derivat. Die zugangliche 
SH-Gruppe der anderen P-Kette ist rnit dem Imidazolring 
des Histidins 46 der benachbarten a-Kette verknupft. Aus 
anderen Versuchen ist bekanntCz4I, da13 die Modifikation 
nur einer P-Kette nicht ausreicht, um die Wechselwirkung 
des Gesamtmolekuls mit Sauerstoff zu blockieren. Da die- 
ses Derivat ebenfalls die Sauerstoff-Bindungskurve des 
Myoglobin-Typs zeigt, mu13 die Zwischenketten-Querver- 
netzung, nach dem Model1 also die Fixierung der Quartar- 
struktur des Proteins, ebenso effektvoll die Umlagerung 
von der Desoxy- in die Oxy-Form verhindern konnen wie 
die Blockierung der endstandigen Histidine der P-Ketten. 
Die Anderung der Quartarstruktur ist nach diesen Ver- 
suchen eine notwendige Bedingung fur den Ubergang zwi- 
schen Oxy- und Desoxy-Form auch der Tertiarstrukturen. 

6. Ausblick 

AuDer den genannten Versuchen an Insulin und Hamo- 
globin sind nur sehr wenige Verknupfungen zweier Tertiar- 
strukturen oder Proteinmolekiile mit bifunktionellen Rea- 
gentien ge l~ngen[~~!  Die meisten bisher angewendeten 
Reagentien sind zu kurz ; langere unter ihnen besitzen zu 
stark hydrophoben Charakter und verursachen schon bei 
Einfuhrung von ein bis zwei Molekulen je Tertiarstruktur 
die Auffaltung des Proteins. 

Speziell fir Quervernetzungen wurden Reagentien der 
Formel (13) synthetisiert. Oligoprolin hat schon ab n =  5 

X = C1, - 0 O N 0 2  - 

die Struktur einer gestreckten, starren Helix[261. Das Mole- 
kul ist hydrophil, der denaturierende EinfluB auf Proteine 
sehr gering. Da sich der Oligoprolin-Anteil willkurlich ver- 
groDern la&, konnen derartige Reagentien zur Untersu- 
chung zahlreicher biologischer Protein-Assoziate dienen. 
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ZU S C HRIFTEN 

1,3-Dipolare Cycloaddition von Nitriloxiden 
an cyclische Imidsaureester und Amidine 
Von Karl-Heins Magosch und Roland Feinauer[*] 

Herrn Professor Karl Hamann zum 65. Gehurtstag geividmet 

Nitriloxide addieren sich in einer 1,3-dipolaren Cycloaddi- 
tion an zahlreiche ungesattigte Systeme unter Bildung von 
Derivaten des 1 ,2-O~azols~ '~ .  Cycloadditionen von cycli- 
schen Imidsaureestern und Amidinen sind z. B. mit Epoxi- 
den bekanntI2]. 

Wir untersuchten die Reaktion von Nitriloxiden mit cycli- 
schen Imidsaureestern und Amidinen und fanden, dal3 sich 
aus Benzonitriloxid und Oxazol-2-inen, 5,6-Dihydro-4H- 
1,3-oxazinen, Imidazol-2-inen sowie 1,4,5,6-Tetrahydro- 
pyrimidinen neuartige bicyclische 1,2,4-Oxadiazol-Deri- 
vate (3) bilden. 

2 0  CH3 87 64 
3 0  CH3 26 87 
3 N-CH, CH, 32 100 
3 N-C2H, CH, 41 95 
3 N-n-C,H, CH, 31 37 

[a] Die Ausbeuten wurden noch nicht optimiert 

Anstelle von Benzonitriloxid (2) kann man von Benz- 
hydroxamsaurechlorid ausgehen und dieses mit Triathyl- 
amin erst unmittelbar vor der Umsetzung mit ( I )  in das 
Benzonitriloxid iiberfuhren"]. 

Zur Herstellung der Verbindungen (3) werden die Aus- 
gangskomponenten ( I )  und (2) in einem Losungsmittel, 
z. B. Diathylather, bei 0°C umgesetzt (5 Std.) ; anschlieI3end 
werden die Heterobicyclen (3)  durch Eindampfen und 
Kristallisation isoliert. 

[*] Dr. K.-H. Magosch und Dr. R. Feinauer 
Forschungslaboratorien der Chemische Werke Huls AG 
437 Marl 

Durch waBrige Sauren und waiDriges Alkali werden die gut 
kristallisierenden, farblosen Verbindungen (3) leicht ver- 
seift. Ihre Struktur ist durch Elementaranalyse sowie IR- 
und NMR-Spektren gesichert. 
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(CH,As),S,N, - Ein neuer 
Arsen-Schwefel-Stickstoff-Heterocyclus 

Von Otto J .  Scherer und Reinhard Wies"] 

Denkt man sich im Tetraschwefel-tetranitrid (S,N,) zwei 
Schwefelatome durch je eine CH,As-Gruppe ersetzt, so ge- 
langt man formal zu 3,7-Dimethyl-1,5,2,4,6,8,3,7-dithia(1v)- 
tetrazadiarsocin ( I ) ,  das in 76-proz. Ausbeute bei der Spal- 
tung der Si-N-Bindungen['] des N,N'-Bis(trimethylsily1)- 
schwefeldiimids durch CH,AsCl, gebildet wird. 

S 

N N  
/ \  

I 1  

\y5+ 

ZCH,AsCl, 
-4(CH,),SiCl 

2(CHJ3Si-N=S=N-Si(CH,), CH,-As As-CH, 

A i i  
(1) 

( I )  ist eine hydrolyseempfindliche, in Ather, Benzol und 
Tetrachlorkohlenstoff gut, in Hexan maBig losliche rote 
Fliissigkeit (sie erstarrt bei tiefer Temperatur glasartig), die 
bei Kp = 84-86 'C/0.05 Torr unzersetzt destilliert werden 
kann. Mehrstiindiges Erwarmen auf 110-120°C fiihrt zu 
geringfugiger Zersetzung[']. 

Umsetzung von ( I )  mit SCl, im Molverhaltnis 1 : 2  ergibt 
neben CH,AsCl, unter anderem S,N, in ca. 40-proz. 
Ausbeute. 

[*I Prof. Dr. 0. J .  Scherer und DipLChem. R. Wies 
Universitat Trier-Kaiserslautern und z. Z. 
Institut fur Anorganische Chemie der Universitat 
87 Wurzburg, Landwehr 
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