Kooperative Konformationsiinderungen von
globuléren Proteinen

Von Fritz M. Pohl"

In globuldren Proteinen ist die komplizierte riumliche Anordnung der Polypeptidkette durch
mehrere voneinander abhingige, kooperative Wechselwirkungen bestimmt. Auf Anderungen
der Umwelt wie Temperatur und Druck sowie Konzentration verschiedenster Verbindungen
konnen diese Makromolekiile durch Anderung ihrer Konformation und damit ihrer bio-
logischen und chemischen Eigenschaften reagieren. Sie sind dadurch fiir Regelvorginge oder
Informationsspeicherung in Losung mit sehr unterschiedlichen Zeitkonstanten geeignet. Am
zeitlichen Verhalten bei der reversiblen Entfaltung einiger Proteine, die gut durch eine stark
kooperative , Alles-oder-Nichts"*-Umwandlung zwischen zwei Zustdnden beschrieben werden
kann, lassen sich solche Einfliisse der Umwelt verfolgen und zum Teil auf molekularer Ebene

erkldren.

1. Einleitung

Protcine oder EiweiBmolekiile gehéren zu den kompli-
ziertesten, zugleich aber auch faszinierendsten organischen
Molekiilen!. Zusammen mit den ,.lincaren* Makromole-
kiilen der Nucleinsduren, die besonders der Speicherung
und Ubertragung der genetischen Information dienen, den
.zweidimensionalen™ Membranen, die unter anderem als
Grenz- und Trennflichen fiir die rdumliche Aufteilung
sorgen, und Wasser mit seinen besonderen Eigenschaften
als Matrix(?~*I sind sie fiir eine Fiille von Strukturen und
Vorgingen in der Biologic verantwortlich. Als Enzyme
ctwa dienen die Proteine der Beschleunigung von chemi-
schen Reaktionen und erhdhen deren Spezifitit betriacht-
lich. Proteine sind wichtige Molekiile fiir Regelvorginge
in der Zelle, ohne die ein geordneter Ablauf der vielen
Reaktionen unter wechselnden Umweltbedingungen nicht
méglich ist!® 71,

Die Vielfalt der natiirlichen Proteine ist aus threm chemi-
schen Aufbau zu verstchen. Durch Verkniipfen von 20
Arten von Aminosiduren zu kettenartigen Polypeptiden von
meist 100-500 Gliedern ergibt sich eine sehr groBe Zahl
von moglichen Sequenzen. Zwischen den Gliedern der
Kette selbst, aber auch zwischen der Kette und anderen
kleinen und groBen Molekiilen, kommt cs zu schwachen
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriicken, ,.hydropho-

van-der-Waals-Wechselwirkungen,
[8-10]

ben*  Bindungen,
..Jonenbindungen* ctc.

Diese Wechselwirkungen beeinflussen cinander und fiihren
zur kooperativen Stabilisierung bestimmter rdumlicher
Anordnungen. Solche kooperativen Effekte sind bei kleinen
Molekiilen in der Form von Phaseniibergingen wie Schmel-
zen und Verdampfen vertraut.

Viele biologische und biochemische Eigenschaften der
Proteine sind an eine oft als ,,nativ* bezeichnete dreidimen-
sionale Anordnung von funktionellen Gruppen gebunden.
Andert sich diese Anordnung oder ..Konformation®, so
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werden auch dieentsprechenden Eigenschaften der Proteine
verdndert: Damit ist es moglich, molekulare Regel- und
Schaltkreise aufzubauen, in denen Anderungen der Um-
welt sich in den oft durch Kooperativitit verstidrkten
Anderungen der makromolekularen K onformation wider-
spiegelnt! ).

Die Umwelteinfliisse lassen sich dabei am besten durch
Gl. (1) zusammenfassen!'?]. Dabei ist AG;, dic Anderung
der Freien Energie eines Proteins, wenn die Temperatur um
AT, der Druck um AP und der Molenbruch der i-ten Par-
tikelsorte um AM, verdndert wird (Einfliisse etwa eines
elektrischen Feldes A€ werden vernachlissigt):

AGY = ZpiAMi—SAT+VAP (8}

(i; bezeichnet das chemische Potential, S die Entropie des
Systems, V das Volumen). Zur Veranschaulichung von
GlL. (1) kénnen etwa die Sinneseindriicke dienen wie
Geruch und Geschmack (AM,), Hitze und Kilte (AT),
Gerdusche und Wahrnehmungen des Tastsinns (AP). In
allen diesen Fillen ist schr wahrscheinlich die Konforma-
tionsdnderung bestimmter ,,Receptor”-Proteine, also AGy,
von Bedeutung fiir die Auslésung des Reizes.

Neben der moéglichst genauen Bestimmung der nativen
Konformation selbst sind Fragen nach dem AusmaB, der
Geschwindigkeit und dem Grund der Konformations-
dnderung eines Proteins bei Variation der Umgebung von
besonderem Interessc. Neben allgemeinen Ausfithrungen
zur Konformation globuldrer Proteine werden hier an
einem spezicllen Beispiel — der Kinetik der reversiblen
Entfaltung von einigen miteinander ,,verwandten® Pro-
teinen!*! — mit GI. (1) zusammenhingende Probleme der
Konformationsinderung von natiirlichen Proteinen dis-
kutiert.

Als Konformation eines Proteins bezeichnet man dabei die
rdumliche Anordnung der in vielen Fallen aus 1000 10000
Atomen bestchenden Polypeptidkette. Die Konformeren
koénnen durch Rotation um kovalente Bindungen inein-
ander iibergefithrt werden!'*!. Eine Konformationsinde-
rung bedeutet, da — mit Ausnahme von Wasserstoff-
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briicken - keine chemischen Bindungen verdndert werden
und die Torsionswinkel 8 um die Bindungen dic wesent-
liche Variable sind. Abbildung 1 gibt eincn Ausschnitt aus
ciner Peptidkette mit den Bezeichnungen der wichtigsten
Torsionswinkel wieder.

Streng genommen schlicBt dicse Definition eine Anderung
von Bindungslingen b und Bindungswinkeln % aus. Fir
dic allgemeine rdumliche Anordnung der Haupt- und
Seitenketten ist dies in erster Ndherung auch gerechtfer-
tigt!'3- 11 So verschiebt sich z. B. die relative Position cines
C*-Atoms bei einem Enecrgicaufwand von kT bei Variation
vonbum +0.04A vonxum +0.15A, von @aberum +1A).
Das schlieBt natiirlich nicht aus, daB gerade solche Ande-
rungen von b oder a, etwa bei der enzymatischen Katalyse,
von besonderer Bedeutung sein kénnen.

(@]

Abb. [. Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus einer Polypeptid-
kette mit Bezeichnung der Torstonswinkel um Bindungen der Haupt-
Kette (9. v, o) und der Seitenketie von Phenylalanin (x 1. x2) [14].

Diese ..geometrische” Definition, dic besonders an den
Bediirfnissen der Rontgen-Strukturanalyse von Protein-
kristallen ausgerichtet ist. gibt keine untere Grenze fiir
Konformationsidnderungen. In diesem Fortschrittsbericht
wird nur dann von ,.Konformationsianderungen* gespro-
chen. wenn sich cin Torsionswinkel um mindestens 30°
andert.

Die Ermittlung von Anderungen bestimmter Torsions-
winkel in Losung ist trotz der Fortschritte, etwa bei cy-
clischen Oligopeptiden!!”), bei Makromolekiilen zur Zeit
noch ziemlich hoffnungslos. Hier ist in vielen Fillen die
Beobachtung, dal3 Reaktionsschritte unabhéngig von der
Proteinkonzentration sind oder solche Schritte fiir die
quantitative Erklirung eines Reaktionsschemas erforder-
lich sind. ein wesentlicher Hinweis auf Konformations-
dnderungen!'S~2°1 Am besten lassen sich K onformations-
anderungen direkt verfolgen. bei denen sich Proteineigen-
schaften wie etwa Absorption oder Fluoreszenz aroma-
tischer Seitenketten dndern.

Reversible Konformationsdnderungen kénnen die Rota-
tion ciner einzigen Seitenkette, aber auch den Zusammen-
bruch der gesamten rdumlichen Struktur umfassen. Dies
macht oft sehr verschiedenartige MeBmethoden crforder-
lich. Fiir Vorgénge, an denen ein grofBler Teil cines Protein-
molekiils beteiligt ist, erscheint zumindest eine grobe Ein-
teilung gerechtfertigt :
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1. Die Anderung z. B. der Aktivitit ist auf einen Ubergang
von der nativen zu einer ,.flexiblen Konformation (A=F)
zuriickzufithren, dic praktisch nur in [.8sung untersucht
werden kann. Dabei kommt es zu gut meBbaren Anderun-
gen ctwa der hydrodynamischen und thermodynamischen
Eigenschaften. Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Glyce-
rinaldehyd-3-P-Dchydrogenase (GA PDH) aus Hefe!20 ~ 221,
Hierher sind aber auch Vorgiange wie die reversible De-
naturicrung (durch extreme Temperaturen und pH-Werte
oder Anderung des Losungsmittels) zu zihlen, die sich am
besten mit Umwandlungen zwischen fester und fliissiger
Phase vergleichen la6t.

2. Dic Anderung ist auf den Ubergang von der ,.aktiven® zu
einer ,.verklemmten* oder ,,verspannten Konformation
zurilickzufiihren, d.h. beide haben festkorperartige Eigeri-
schaften und konnen durch Roéntgen-Analyse im Kristall
untersucht werden. Ein Beispicl ist die Umwandlung der
arteriellen Form von ldmoglobin in die vendse (A==V)
bei der Abgabe von Saucrstoff!??!, die sich am besten mit
Umwandlungen zwischen zwei festen Phasen vergleichen
laBt.

2. Konformation globulirer Proteine
2.1. Anatomie von Proteinen

Zwei Methoden erginzen sich hervorragend bei der Ermitt-
lung der statischen dreidimensionalen Anordnung der
Polypeptidkette:

1. Die Bestimmung der Elektronendichteverteilung mit
atomarer Auflésung durch die Beugung von Rontgen-
Strahlen an Proteinkristallen'** 2!, (In jiingster Zeit kann
durch Beugung von Neutronen auch die Verteilung der
Wasscrstoffkerne ermittelt werden!?71.)

2.DicBestimmungder Aminosduresequenzmit chemischen
Methoden!?® ~ 301,

Beide Methoden zusammen erlauben es. Modelle fiir glo-
buldre Proteine zu bauen, in denen die Art und die rdum-
liche Lage einiger tausend Atome angegeben sind. Der
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Abb. 2. Zahl n von globuliren Proteinen, deren Primarstruktur
{ C -O-)[30] und deren dreidimensionale Kristailstruktur in atoma-
rer Auflosung besser als 3.5 A (—A — A ~)inden letzten Jahren bestimmt
wurden [25. 26]. Selbst die logarithmische Darstellung gibt noch cin-
drucksvoll die rasche Entwicklung wieder.
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rasche Fortschritt auf dicsem Gebiet ist in Abbildung 2
angedeutet.

Aus den erhaltenen Strukturen lassen sich keine cinfachen
~geometrischen® Bauprinzipien ableiten. Selbst die Be-
schreibung der Sekundérstruktur, d.h. der Anordnung
kleinerer Bereiche der Hauptkette, durch a-(Helix-) und
B-(Faltblatt-)Strukturen, ist nur einc relativ grobe Néhe-
rung; es ergeben sich betrdchtliche Abweichungen von der
bei Polyaminosduren beobachteten Geometric. Ein Beispiel

Abb. 3. Konformation der Polypeptidkette von a-Chymotrypsin (oben)
und Elastase {unten), zwei verwandten Protcinen. wie sie aus der Beugung
von Rontgen-Strahlen an Proteinkristallen folgt. Das Band, das an jedem
C*-Atom geknickt ist, stellt dic Hauptkette dar (nach [33]). Obwohl
cine Reihe von Aminosduren in den beiden Enzymen verschieden ist,
ergibt sich eine sehr dhnliche rdumliche Faltung.
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fir die komplizierte Struktur von zwei verwandten En-
zymen ist in Abbildung 3 wiedergegeben, wobei nur der
Verlauf der Peptidkette gezeichnet ist®! “331. Diese grofe
Ahnlichkeit der Konformationen, obwohl nur 39%, der
Aminosiuren homolog sind, findet sich auch bei anderen
Mitgliedern dieser Proteinfamilie. Chymotrypsinogen A3+

und Trypsint®31,

Auch verschiedene Kristallformen desselben Proteins wie
a- und y-Chymotrypsint?¢! oder Subtilisin Novo und Sub-
tilisin BPNI37-38) zeigen nur geringe Unterschiede der
Konformation. Kleine Unterschiede der Konformation
selbst innerhalb des gleichen Kristalls kénnen aber bei den
beiden Proteinen beobachtet werden, aus denen dic Di-
meren von x-Chymotrypsin und Insulin bestehen!®!-3°%1,
GroBe Ahnlichkeiten, wie sie schon bei Myoglobin und
Hamoglobin gefunden wurden, lassen erwarten, daB der
EinfluB des Austauschens von Aminoséduren auf die Kon-
formation von Proteinen verschiedencr Spezies relativ
genau vorausgesagt werden kann, wenn dic entsprechende
Grundstruktur bekannt ist.

Esistangebracht, die Konformation von geldsten Proteinen
auf dic Konformation im Kristall zu beziehen. Dic bis-
herigen Befunde sprechen dafiir, daB sich beide unter ver-
gleichbaren Bedingungen wahrscheinlich oft nur durch die
Beweglichkeit einiger Seitenketten unterscheiden.

Ein ..energetisches” Bauprinzip wird durch alle Rontgen-
Strukturanalysen zumindest als sehr gute Niherung be-
stitigt : Die polaren Seitenketten stchen fast alle in Kontakt
mit der willrigen Losung, und im Innern sind vorwiegend
unpolare oder hydrophobe Seitenketten angeordnet!8:#0),
Dic GroBe dieser Wechselwirkungen kann aus der Loslich-
keit von Aminosduren in Wasser und in organischen
Lésungsmitteln abgeschitzt werden!*!!. Die Anderung der
Freicn Energie fiir die Uberfithrung von Aminosiuren aus
Athanol in Wasser (AG)#2:431 ist als Funktion ihres Vo-
lumens'*#! in Abbildung 4 wiedergegeben.

Gefahren einer einfachen Anwendung dicser Zahlenwerte
auf Konformationsinderungen liegen darin, daf nicht
vollig geklart ist, ob und wicweit sich die Freie Energie bei
Makromolckiilen additiv verhilt. Modelle fir Fliissigkeits-
mischungen lassen z. B. cine stirkere als lineare Abhingig-
kcit vom relativen Volumen erwarten!**!, Auch ist nicht
gesichert, wie gut eine thermodynamische Beschreibung
des Proteininnern als fliissige organische oder 6lige Phase
zutrifft. Die Ergebnisse der Rontgen-Beugung sind besser
mit einer . festen™ Phase und schr dichter Packung der
Aminosiuren zu vereinbaren!*®-*31 Dariiber hinaus sind
dic fiir dic Peptidkettec anzunehmenden AG/-Werte fiir die
Chberfithrung schwer abzuschitzen und deshalb in Ab-
bildung 4 nur angedcutet. Diese Werte sowie Angaben
iiber den EinfluB von Losungsmittelgemischen auf die
Thermodynamik von Konformationsidnderungen sollten
aber eine zumindest grobe Abschitzung der Zahl von
Aminosduren crlauben, dic dabei zusdtzlich in Kontakt
mit der Lésung kommen!*!- 461,

Dieses Beispicl ciner ,.Hydrophobie-Skala™ zeigt, daB,
selbst wenn das Verhalten von kicinen Molekiilen relativ
gut bekannt ist. sich bei der Ubertragung der Daten auf
Proteine zusétzliche Probleme crgeben und quantitative
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Aussagen daher nur beschriankt méglich sind. Ahnliches
gilt auch fiir die Stabilisicrung durch Wasserstoffbriicken
oder elektrostatische Wechselwirkungen!4”- 81,
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Abb. 4. Anderung der Freien Energie AG? fir die Uberfiihrung mehrerer
Aminosduren aus Wasser in Athanol bei 25 C [42, 43]. dargestellt als
Funktion des Molekilvolumens [44]. Die Kurven verbinden Amino-
siuren. deren Seitenketten keine polaren Atome ( ). ein polares
Atom (- - ) oder zwei polare Atome ( -+ -+ ) wie Stickstoff oder
Saucrstoff enthalten. AG? ist aus der Loslichkeit [43] abgeleitet worden;
der Wert fiir Glycin wurde als Nullpunkt gewéhlt. Wird auch noch der
Loslichkeitsunterschied der Peptidgruppe beriicksichtigt, wie er sich aus
dem Unterschicd zwischen Glycin und Diglycin ergibt, so stellt did
punktierte Linie ctwa den Nullpunkt fiir den Transfer eines Peptids
dar [71].

Dic Teile der Polypeptidkette, die Seitenketten oberhalb dieser Linie
haben, werden cine nichtwiiBrige Umgebung bevorzugen, wihrend der
Rest vor allem Kontakt zum Wasser sucht. Die Aminosiuren sind nach
dem Ein-Buchstaben-Code [30] bezeichnet: A (Alanin). ¥ (Phenyl-
alanin). G (Glycin), G, ( Diglycin). H (Histidin), I (Isoleucin), L (Leucin),
M (Methionin), N (Asparagin), Q (Glutamin), S (Serin), T (Threonin),
V (Valin), W (Tryptophan). Y (Tyrosin) und Y’ (Dihydroxytyrosin).

In diesem Zusammenhang ist es angebracht. darauf hinzu-
weisen, daB praktisch keine systematischen Untersuchun-
gen iiber die Packungseigenschaften von ,.unregelmifigen*™
Polymeren vorlicgen. Das erforderliche Minimum an
freicm Raum im Innéern eines Polypeptids ist nicht bekannt.
Gerade die GesetzmaiBigkeiten fiir die Packung von Poly-
peptidketten sind aber besonders wichtig fiir das Verstind-
nis der Konformation von globulidren Proteinen!*®!. In
Wasser mub relativ viel Energic aufgebracht werden, um
ein .lceres” Volumen zu erzeugen.

Einc andere Schwierigkeit, dic thermodynamische Stabili-
tit von Proteinen aus der Kristallstruktur abzuleiten, liegt
auch darin, daB zu wenig iiber dic Hohe der Rotations-
barrieren um einzelne Bindungen in Polypeptidketten be-
kannt ist,zumindest nicht in der benétigten Genauigkeit!* 31,
Nachdem Werte fiir cinige tausend Bindungen zusammen-
gezihlt werden miissen, ergibt sich auch hierein schwieriges
Problem. Eine mogliche Vereinfachung durch Beriicksich-
tigung der an cinigen Protcinen selbst beobachteten Ver-
teilung der einzelnen Konformationen ist in Abschnitt 2.2
diskutiert.
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2.2. Konformationsanalyse

Dic Fiille der experimentell aufgekidrten Konformationen
(Abb. 2) erlaubt es, zusitzliche Informationen abzuleiten.
Dic wahrscheinlichsten Konformationen um bestimmte
Bindungen lassen sich dadurch ermitteln, da3 alle ent-
sprechenden Daten, die in vielen Proteinen bei hoher Auf-
16sung beobachtet wurden, zur Konstruktion von ,,Empi-
rischen Protein-Encrgie-Mustern” (EPEM) verwendet wer-
den!®°!. Durch dic Mittelung gehen zwar Besonderheiten
eines speziellen Proteins verloren. die zugrunde liegenden
~Konformationsmuster* werden aber sehr deutlich.

Um dies an einem Beispiel zu verdeutlichen, ist in Abbil-
dung 5 dic Verteilung der Konformationen aromatischer
Seitenketten wiedergegeben, wie sie an cif Proteinen be-
obachtet wurde, und zwar fir die Torsion um die C*—C"-
Bindung, die durch den Torsionswinkel X, beschrieben
wird (Abb. 1). Dabei wurde cine logarithmische Auftra-
gung gewahlt, aus der sich nach

E, =RT(nq, +1nQ) 2)

bis auf eine Konstante Q cinc Konformationsenergie F,
ableiten laBt.

Die rclative Dichte von MeBwerten q,, aus moglichst
viclen Proteinen ist dabei gleich der Zahl n,, von beobach-
teten Konformationen im Winkelintervall y1+Ax 1, geteilt
durch dic Gesamtzahl der beobachteten Werte N. In Ab-
bildung 5 sind die Konformationen von N = 230 aromati-
schen Seitenketten zusammengefaBt und jeweils fiir ein
Intervall von 4107 angegeben!*°!. Die ebenfalls cingezeich-
nete Kurve ergibt sich aus der Uberlagerung von zwei har-
monischen Funktionen

E,

Ey 5t reos(3yh 2y

E, - ’ ssin(y

E,. die dreifache ,Rotationsbarricre” um dic C*—C"-Bin-
dung, betrégt 8.6 kJ/mol, was durchaus mit den bei kleinen
Molekiilen mit sehr verschiedenen Mcthoden gefundenen
Werten vergleichbar ist!>!l. Der andere Beitrag zur Kon-
formationenergic, E; = —5.4 kJ/mol. gibt die Wechsel-
wirkung zwischen der Peptidkette und dem aromatischen
Ring wicder. Die relative Population der drei Konforma-
tionen I, II und III ist in Tabelle 1 angegeben. Diese
Verteilung ist praktisch fiir die Seitenketten von Phenyl-
alanin. Tyrosin, Histidin und Tryptophan gleich und
stimmt mit den aus NMR-Messungen an Modecllmolekiilen
erhaltenen Werten gut iiberein!®2,

Ein Vorteil dieses hier skizzierten Verfahrens liegt darin,
daBl aus der immensen Datenfiille der Rontgen-Struktur-
analyse von Proteinen in relativ cinfacher Weise wichtige
Informationen gewonnen werden kdnnen. Dies ist natiirlich
nicht auf die hier besprochene Drchung um eine einzige
Bindung beschriankt. Sobald geniigend Daten vorlicgen,
konnen zwei- und mehrdimensionale Korrelationen auf-
gestellt werden, die von betrichtlichem Wert bei der
Voraussage unbekannter Konformationen sein werden
und zur molckularen Erklirung von Konformations-
dnderungen beitragen sollten. Daneben lassen sich solche
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empirisch gewonnenen Verteilungen mit Berechnungen der
Konformationsenergie vergleichen!! - 33. 341,

31—

Abb. 5. Verteilung der Konformationen von 230 aromatischen Seiten-
ketten, wie sie an clf Proteinen durch Réntgen-Strukturanalyse bei ciner
Auflésung von 2.8 A oder besser beobachtet wurden [50]; die Konfor-
mationen 1, II und III, die sich durch Torsion um die C*-~C?-Bindung
unterscheiden, sind als Newman-Projektionen abgebildet. Die beob-
achtete Zahl von Konformationen n,, pro 20° des Torsionswinkels y1
(kurze Striche) ist in logarithmischer Darstellung wiedergegeben, um
den Vergleich mit der Konformationsenergie nach Gl. (2) zu erleichtern.
Die durchgezogene Kurve ist dic Uberlagerung zweier harmonischer
Funktionen nach Gl. (3).

Tabelle 1. Relative Population der drei Konformeren 1, Il und 111
(Abb. 5), die sich durch Rotation um die C*~CP-Bindung unterscheiden,
bei den Seitenketten aromatischer Aminosduren. Zum Vergleich sind
NMR-spektroskopisch ermittelte Daten fiir das Tripeptid Gly-Phe-
Gly in D,0 angefiihrt [52]. Die Daten fiir die Seitenketten (siche Abb. 5)
sind aus den an elf Proteinen beobachteten Werten gewonnen worden [ 50].

Seitenketten von Zahl der Beobachtungen Populationen

N P Pu Put
Hisudin 53 0.09 0,36 0,55
Tryptophan 34 0,15 0,35 0,50
Tyrosin 65 0,11 0,29 0,60
Phenylalanin 78 0,09 0,37 0,54
Summe: 230 011 0,34 0,55

Gly-Phe-Gly [52} 0.14 0,34 0.52

3. Reversible Konformationsiinderungen
3.1. Theoretische Erwiigungen

Uber die Theorie kooperativer Strukturinderungen von
linearen Polymeren, wie Helix-K nduel-Umwandlungen von
Polypeptiden, liegt cinc umfangreiche Literatur vor, sowohl
iiber die statistische Mechanik und Thermodynamik als
auch iiber die Kinetik solcher Systeme!®®*~ 571, Dabei hat
sich besonders das ,,lincare Ising-Modell* bewihrt, in dem
Wechselwirkungen zu nichsten Nachbarn beriicksichtigt
werden.

Fir den Fall kooperativer Umwandlungen globulirer
Proteine sind numerische Rechnungen an einem einfachen
dreidimensionalen Ising-Modell durchgefiihrt worden!*®).
Erschwerend ist hier aber noch, daB der Zustand eines
Elements im dreidimensionalen Netzwerk der Wechsel-
wirkungen nicht nur vom Zustand des nichsten Nachbarn
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in der Kette oder im Raum abhéngt, sondern durch den
Zustand relativ weit entfernter Teile des Makromolekiils
beeinfluBt werden kann. (Ein Beispiel dafiir sind die durch
die Unterbrechung der Peptidkette in Chymotrypsinogen A
bei der Aktivierung hervorgerufenen Anderungen der
Position einiger weit entfernter Gruppen!®°1.)

Das Falten von Proteinen kann auch in Analogie zu den
Keimbildungs- und Kondensationsphinomenen bei Pha-
senumwandlungen gesehen werden!69~63),

Die schwerwiegendsten Probleme liegen aber darin, daB
eine Vielzahl von Paramctern bekannt sein muBl, bevor
eine einigermaBen realistische quantitative Beschreibung
auf molekularer Ebene moglich ist. Dariiber hinaus sind
relativ wenige Konformationsédnderungen bisher experi-
mentell so systematisch untersucht worden, daB eine Ent-
scheidung zugunsten eines von mehreren Modellen méglich
ist.

Wenn von ,.kleinen“ Konformationsinderungen, wie der
Umorienticrungeiner einzigen Seitenkette, abgesehen wird,
fiir welche die bei kleinen Molekiilen iibliche Beschreibung
ausreicht, so ist bei kooperativen Anderungen immer eine
groBere Anzahl von Elementarschritten zu erwarten, wie
Offnen und SchlieBen von Wasserstoffbriicken und Rota-
tion um eine oder mehrerc Bindungen gleichzeitig. In sehr
vereinfachter Form 1aBt sich dies durch eine allgemeine
Konformationskoordinate

P, =P,=.. PPy )

wiedergeben, wobei P, jeweils eine unterschiedliche Kon-

# formation bezeichnet. Selbst unter der Annahme, daB jede

der n Aminosduren in nur zwei Konformationen vorliegen
kann, ergeben sich schon N = 2" mogliche Zustédnde, die
allerdings mit sehr unterschiedlichen Gewichten besetzt
sein werden. Nachdem die Konformationsédnderungen aber
nicht im Vakuum, sondern in Ldsung stattfinden, muB
dariiber hinaus noch der EinfluB anderer Molekiile be-
riicksichtigt werden!®* 5% Dazu dient die allgemeine Kon-
zentrationskoordinate. Beide Koordinaten lassen sich zu
(5) zusammenstellen.

Piy==Ppp ==+ ¢+ s oo eeeees== P,

-—
=
-
=

-

el TS Y

-5

E Py = P22 :
A :

;g. . ceT= Pjj =0 e 0 e,
R ! {

%‘: : f....,—:p“;—_‘...
= ! I - I I
| .

PMI=PM2°"'""""""":PMN

Konformationskoordinate —

Dabei unterscheiden sich die Zustinde durch Zahl und
Lage von ,gebundenen Wassermolekiilen, Kationen,
Anionen etc. Wichtig fiir die Beschreibung eines derartigen
Systems sind die relativen Konzentrationen der Zustiande
und ihre Abhingigkeit von duBeren Variablen. Fiir die
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Kinetik ist im allgemeinen ecin Relaxationsspektrum zu
erwarten,

Q@) = T exp( - v )

wenn cine kleine sprungartige Storung des Gleichgewichtes
erfolgt, d.h. daB im allgemeinen eine Uberlagerung von
Exponentialfunktionen mit unterschiedlichen Zeitkonstan-
ten t; und Amplituden B; zu beobachten sein sollte, wenn
die verschiedenen Zusténde in vergleichbaren Konzentra-
tionen vorliegen!*®l.

100 -

—=—— Crgl
=}
1
-
T
)

ol |/ i
o B
Reaktionskoordinate —

Abb. 6. Schematische Darstellung ciner Konzentrationsverteilung (rela-
tive Konzentration C,,, in willkiirlichen Einheiten) der unterscheidbaren
Konformationen eines Proteins, wic sie zu erwarten ist, wenn z. B. cine
Entfaltung bei der Schmelztemperatur T, als ..Alles-oder-Nichts™-
ProzeB beschrieben werden kann. Die Zustinde A und B kénnen dabei
Jeweils eine Ansammlung von sehr dhnlichen Konformationen darstellen,
die experimentell nicht unterschieden werden[79].

Eine bedeutende Vereinfachung ergibt sich, wenn, wic in
Abbildung 6 schematisch angedeutet, nur die beiden Zu-
stdnde P;; und P,, nachweisbar sind. Wenn die Konzentra-
tion von Zwischenzustinden und deren zeitliche Anderung
vernachlissigt werden kann, so handelt es sich um einen
.Alles-oder-Nichts"-ProzeB, der durch zwei Brutto- oder
“steady state”-Geschwindigkeitskonstanten beschricben
wird:

>

]
17
=

(7

=t

Dabei gehen Informationen iiber die einzelnen Zwischen-
zustande weitgehend verloren. Die Vereinfachung crlaubt
aber auch eine einfache geschlossene Lésung von umfang-
reichen kinetischen Gleichungssystemen. da unter quasi-
stationiren Bedingungen die zeitliche Anderung der Kon-
zentration von Zwischenzustinden Null ist; die Brutto-
geschwindigkeitskonstanten k und k sind dann durch das
Produkt aus der Konzentration des geschwindigkeitsbe-
stimmenden Zustands und der elementaren Geschwindig-
keitskonstanten gegeben.

3.2. Modellsysteme

In Losung sind bisher nur relativ wenige kooperative
Konformationsinderungen an Proteinen untersucht wor-
den, dic vollig reversibel sind, d.h. in denen der Ausgangs-
zustand nach ciner Storung wieder hergestellt wird und in
denen cin Parameter experimentell verfolgt wird, der die
Konformation des Proteins direkt charakterisiert. Oft
verhindern die geringen Konzentrationen — in vielen Fillen
10 * 1073 mol/l — Messungen. Manchmal ist es auch
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schwierig, zwischen Anderungen der Konformation selbst
und der Bindung von kleinen Molekiilen klar zu unter-
scheiden.

Wie eingangs erwdhnt, sind gerade die kooperativen
Effekte von besonderer Bedeutung. Leider gibt es kecine
einfach gebauten Makromolekiile, die eine dhnliche drei-
dimensionale Faltung wie einc Polypeptidkette aufweisen,
so daB zur Zeit natiirliche Proteine untersucht werden
miissen. Um diese kooperativen Effckte innerhalb eines
Molekiils zu beobachten, sollte auch keine Aggregation
zwischen den Molekiilen stattfinden, wodurch intramole-
kulare Prozesse iiberdeckt werden kénnen. Das Haupt-
problem ist, daf in vielen Proteinen, die aus Untereinheiten
bestehen!®®-©¢] eine kooperative Entfaltung oft nicht vollig
reversibel ist’®”!; thermodynamische und kinetische Aus-
sagen haben dann nur beschrinkte Giiltigkeit.

Die Sduredenaturierung einiger gut untersuchter Proteine
wic Chymotrypsinogen, Trypsin, Ribonuclease, Lysozym
etc. ist zur Zeit das einfachste Modellsystem fiir die Unter-
suchung kooperativer und reversibler Konformations-
dnderungen bei globuldren Proteinen, an dem sich auch
viele biologisch interessante Phdnomene simulieren lassen.
Diese auch als Umwandlung I bezeichnete Reaktion kann
am besten als Ubergang von einer kompakten zu einer
beweglicheren Konformation beschrieben werden, der aber
nur Teile des Proteins erfal3t!].

Uber diese Umwandlung liegen eine Reihe ausgezeichneter
Ubersichten vor, welche sich besonders mit den Gleich-
gewichtseigenschaften befassen!® %-¢°1 In Abbildung 7 ist
als typisches Beispicl die Umwandlung von Chymotryp-
sinogen A in saurer Losung als Funktion der Temperatur
gezeigt7% 7Y, Dabei ist die Anderung der Tryptophan-
absorption des Proteins nach Erreichen des Gleichgewichts
bei verschiedenen Temperaturen gemessen worden.

Beim Abkiihlen der Losung ergeben sich wieder die ur-
spriinglichen Werte; die Umwandlungskurve kann unter
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o
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Abb. 7. Gleichgewichtskurve der Umwandlung I von Chymotrypsinogen A
bei pH = 2.0 als Funktion der Temperatur. Dabei wurde die prozentuelle
Abnahme der Tryptophanabsorption bei 293 nm (I,4,) nach Erreichen
des Gleichgewichts gemessen. I, und Iy (- ) geben die aus dem
optischen Verhalten bei niedriger bzw. bei hoher Temperatur extrapolier-
ten Werte fiir diec Formen A und B im Umwandlungsbereich wieder.
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den gegebenen Bedingungen mehrmals durchlaufen wer-
den. ohnedaB es zu einer Abweichung von der urspriinglich
gemessenen kommt, d.h. die Umwandlung ist vollig rever-
sibel. (Im Fall von a-Chymotrypsin werden auch die en-
zymatischen Eigenschaften vollig wiederhergestellt, wenn
die Renaturierung in saurer Losung erfolgt, nur zum Teil
aber in neutraler Losung!"!1)

Innerhalb eines Bereichs von etwa 15°C gehen mehrere
Eigenschaften der bei niedriger Temperatur vorliegenden
nativen Form A in die der entfalteten Form B iiber. Die
Umwandlung kann auch als Schmelzvorgang innerhalb des
Makromolekiils angesehen werden!®). Die Temperatur in
der Mitte der Umwandlung wird auch als Schmelztempe-
ratur T bezeichnet.

Die Umwandlung kann mit den verschiedenen experimen-
tellen Mecthoden ausgelést werden ; Anderungen der Tem-
peratur, des pli-Werts oder des Drucks [Gl. (1)]U7°- 73
spiegeln ,,Umweltinderungen* wider. Ein spektroskopi-
scher Nachweis der Konformationsinderung ist unter an-
derem bei kinetischen Messungen bis in den Bereich von
Nanosekunden von Vorteil. Die wichtigsten bisher zur
Verfolgung der Umwandlung 1 angewendeten Messungen
schlieBen neben der Aufnahme von UV- und IR-Absorp-
tion, optischer Drehung, Fluoreszenz und NMR-Spek-
tren(®®~ 741 auch Messungen der Viskositit, des Sedimen-
tationsverhaltens, des spezifischen Volumens!”?!, der spe-
zifischen Wirme!”®), der Léslichkeit!””! und des Tritium-
austauschs!’® ein.

Eine strittige Frage ist, wie weit sich diese Umwandlung
als ,,Alles-oder-Nichts“-Prozel3 zwischen zwei makro-
skopischen Konformationen des Proteins beschreiben liABt,
ob also bei der Temperatur T,, die Hilfte aller Molekiile
in der Form A, die andere Hilfte in der Form B vorliegt,
oder ob etwa dic Hailfte eines jeden einzelnen Molekiils
verandert ist und sehr viele verschicdene Konformationen
in meBbarer Konzentration vorliegen, dhnlich wie es fiir
die Helix-Knéduel-Umwandlung von langen Polypeptiden
erwartet wird!8°!,

Eine Entscheidung dieser Frage aufgrund von Gleichge-
wichtsmessungen ist schwierig. Folgende Tests kénnen
angewandt werden! !

1. Ein Zwei-Zustindc-Modell ist anzunehmen, wenn
mehrerc MeBgroBen sich bei Anderung einer duBieren
Variablen um den gleichen relativen Betrag dndern. Die
cben angefithrten Mecthoden sollten daher  unter ver-
gleichbaren Bedingungen — dieselbe Gleichgewichtskon-
stante K [Gl. (7)] ergeben. Fiir einen solchen Vergleich ist
oft eine extrem hohe MeBgenauigkeit erforderlich: iso-
sbestische Punkte in den Proteinspektren 1im Umwand-
lungsbereich erfiillen z. B. dicses Kriterium.

2. Ein anderer Test ist die Ubereinstimmung von kalori-
metrisch gemessener und aus der van't-Ioff-Gleichung
bestimmter Enthalpie. Dieser Test hat fiir die bisher unter-
suchten Proteine Chymotrypsinogen! ¢, Ribonuclease A!8!!
und Lysozym!®2! in saurer Ldsung cin Zwei-Zustinde-
Modell gut bestitigt.
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3. Ein weiterer Test, der auch bei sehr kleinen Substanz-
mengen angewendct werden kann, ist die Priifung des kine-
tischen Verhaltens nach einer schnellen Stérung des Gleich-
gewichts.

4. Kinetik der reversiblen Faltung

Kinetische Messungen liefern neben Informationen zur
Thermodynamik noch zusétzlich Angaben iiber das zeit-
liche Verhalten des Systems. Dies ist besonders bei biolo-
gischen Phdnomenen mit ihrer starken Zeitgebundenheit
wichtig. Es konnen auch Zwischenzustinde mit sehr
kurzer Lebensdauer nachgewiesen werden, wodurch eine
Entscheidung zwischen mehreren méglichen Reaktions-
mechanismen wesentlich erleichtert werden kann.

4.1. Methoden

Die Entwicklung kinetischer Methoden crlaubt es, die
zeitliche Anderung der Konformation nach einer sprung-
haften oder periodischen Storung eines duBercn Para-
meters in Gl. (1) iiber viele GroBenordnungen zu verfol-
gen!®3 851 Fiir schr schnelle Reaktionen sind das rasche
Mischen von Lésungen in “stop-flow”-Apparaten (AM,)
sowic Relaxationsmethoden, z. B. Temperatursprung- (AT)
und Drucksprungmethoden (AP), neben Ultraschallmes-
sungen und Messungen der Magnetischen Kernresonanz
besonders wichtig.

Um dic Kinetik der Umwandlung 1 (Abb. 7) zu verfolgen,
mufB nur die Temperatur schnell genug verdndert werden
und die Einstellung eines ncuen Gleichgewichts, z.B. an-
hand der Absorptionsidnderung, verfolgt werden. Dies ist
ein relativ langsamer ProzeB im Sckunden- bis Minuten-
bereich. Dafiir hat sich cine sehr einfache Temperatur-
sprungmethode gut bewihrt!”%!:

Die zu untersuchende Losung befindet sich in einer
thermostatierbaren Mikrokiivette, die einen besonders
raschen Temperaturausgleich (Halbwertszeit x Is) zwischen
Thermostatierfliissigkeit und Losung erlaubt. Die Losung
kann positiven und negativen Temperaturspriingen belie-
biger GréBe unterworfen werden, wenn man die Flissig-
keiten von zwei auf verschiedener Temperatur befindlichen
Thermostaten mit Magnetventilen wahlweise durch den
Thermostatiermantel der Kiivette leitet. Die zeitliche
Anderung der Absorption, Fluoreszenz, optischen Dre-
hung etc. wird mit einem Schreiber registriert.

4.2. Kinetische Kriterien fiir einen ,,Alles-oder-Nichts*-
ProzeB

Im allgemeinen ist fiir ein vielstufiges Reaktionssystem vom
Typ (5), mit welchem beim Entfalten cines Proteins sicher-
lichgerechnet werdenmuB, beieinerkleinen Gleichgewichts-
storung ein Relaxationsspektrum nach (6) zu erwarten. Im
Fall der Denaturierung hochmolekularer DNA beispiels-
weise wird es auch beobachtet!®- 7). Entspricht die meB-
bare Konzentrationsverteilung, sowohl vor als auch nach
der Storung, ungefahr der in Abbildung 5 angedeuteten,
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so miissen sehr einschneidende Bedingungen fiir die Kinetik
erfiillt sein (s. Abb. §)13-871
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Abb. 8. .Alles-oder-Nichts*-Umwandlung von Trypsin bei pH - 1.8
[87. 13]. Die Relaxationszeit T hdngt fur Temperaturspriinge von 38.4
nach 26.5°C und umgekehrt nicht von der Proteinkonzentration (10 7
bis 10 3 mol:) ab. a) Zeitliche Anderung der optischen Drehung bei
3150m (— O — G -) und der Absorption bei 293 nm (— 0 — [0 —), geteilt
durch die jewcilige Gesamtdnderung zwischen t=0 und t=x. (Tempera-
tursprung aus dem Umwandlungsbereich bei 39° nach 20.2°C.) b) Unab-
hingigkeit der Relaxationszeit t vom Ausgangszustand (Temperatur zur
Zeit Null, T, _ ) und der Grofe der Stérung. Die Endtemperatur ist dabei
konstant gleich 38.4°C. Dic Fehlergrenzen sind durch die unterschied-
lichen Awmplituden der Relaxationskurven und das dadurch beeinfluBte
Signal, Rausch-Verhaltnis bestimmt.

1. Die zeitliche Einstellung des neuen Gleichgewichts nach
ciner sprungartigen Storung folgt einer einfachen Expo-
nentialfunktion, dic in halblogarithmischer Darstellung
einc Gerade ergibt (Abb. 8a), aus deren Steigung dann die
Relaxationszeit oder Zcitkonstante T bestimmt wird.
(Anderungen, wie sie die verdnderte Dichte der Losung
nach einem Temperatursprung oderdic verdnderte Bindung
von kleinen Molekiilen bedingen, miissen getrennt be-
riicksichtigt werden).

2. Dic Relaxationszeit ist unabhéngig davon, welcher Para-
meter verfolgt wird, wie Absorption bei verschiedener
Wellenldnge, Loslichkeit, ctc.

3. Die Zeitkonstante T hdngt nur von dem nach der Stérung
erreichten Endzustand und nicht vom Ausgangszustand
ab (Abb. 8b), wie es aufgrund der Gleichung!®®

(AL =(Al o-[Al=xle "+ (AL . (8)

zu erwarten ist, welche dic zeitliche Anderung der Kon-
zentration von A nach einer sprungartigen Storung be-
schreibt.

Sind diese Kriterien gut erfiillt, wie bei der hier diskutierten
Umwandlung I, so ist cinc Beschreibung der Konforma-
tionsinderung in der Ndherung cines ,,Alles-oder-Nichts*-
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Prozesses gerechtfertigt. (Mit sehr empfindlichen kineti-
schen Methoden lassen sich auch noch schnelle vorgelagerte
Gleichgewichte nachweisen, die aber meist nur wenige
Prozent der Gesamtinderung ausmachen''°®l) Es kon-
nen die Bruttogeschwindigkeitskonstanten fiir das Falten
k und das Entfalten k ermittelt werden. Die Gieichge-
wichtskonstante K kann z.B. nach Gl. (9)

K =[{Al_ /(1 -[A],)=kik )

aus der relativen Amplitude [A],-o—[A] -, abgeleitet
werden, die auch dic gesamte thermodynamische Informa-
tion enthilt. Zusammen mit der Definition der Relaxations-
zeit

th=k+k (10)

sind zwei Bestimmungsgleichungen fiir die beiden Unbe-
kannten k und k gegeben.

Dicsc beiden Bruttogeschwindigkeitskonstanten lassen
sich nach der Theorie des aklivierten Zustandes®*! als
»~quasi-thermodynamische GroBen" verstehen, wobei als
Nullpunkt der Freien Energic der Aktivierung (AG oder
AG) RT In (kT/h) gewéhlt wird (k ist die Boltzmann-Kon-
stante und h das Plancksche Wirkungsquantum). Fiir die
Entfaltung etwa fiihrt dics zu

k = (kT/h)- exp(— AG/RT) = (kT/h)- exp(— ATI/RT + AS/R) (11)

mit AH als Enthalpie und AS als Entropie der Aktivierung.
Dabei kann AH aus der Arrhenius-Gleichung oder der
ersten Ableitung von AG nach der Temperatur erhalten
werden.

dink

A =RT?- - RT. (12)
d1

Tst AH selbst noch von der Temperatur abhingig, so kann
auch noch cine ,,spezifische Wiirme der Aktivierung" defi-
niert werden.

AC =dHAdT . (13)

Analoge Gleichungen crgeben sich fiir k; die Verbindung
zu den iiblichen thermodynamischen Funktionen im Fall
des Gleichgewichts wird durch Gl. (9) und den Ausdruck
fiir die Freie Energie AG® hergestellt:

AG®=—RTInK. (14)

4.3. Temperaturabhingigkeit

Die Relaxationszeit als Funktion der Temperatur fiir die
Umwandlung 1 von Chymotrypsinogen A, ein typisches
Beispiel. ist in Abbildung 9 gezeigt!®?). (Auch dic entspre-
chende Abhingigkeit der Bruttogeschwindigkeitskonstan-
ten ist angegeben). Daraus ist ersichtlich, dafl unterhalb der
Umwandlungstemperatur die reziproke Relaxationszeit
17! gleich der Geschwindigkeitskonstante fiir das Falten
k wird: bei hohen Temperaturen wird 1~ ! gleich k. AuBer-
dem sind die MeBwerte cingezeichnet, die Eisenherg und
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Schwert vor rund 20 Jahren ermittelten!’”). Sie nahmen

nicht die Tryptophanabsorption, sondern dic Loslichkeit
des Proteins in einem Prizipitationspuffer als MeBgroe.
Die gute Ubercinstimmung ist u. a. auch cine Stiitze fiir den
vorgeschlagenen Ablauf der Umwandlung.
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Abb. 9. Relaxationszeit 1 (— O — O —)fir die Umwandlung I von Chymo-
trypsinogen A bei pH=2.0 in Abhingigkeit von der Endtemperatur,
bestimmt durch Verfolgung der zeitlichen Anderung der Tryptophan-
absorption des Proteins [70. 71]. Im Umwandlungsbereich sind die
Bruttogeschwindigkeitskonstanten fiir das Entfalten K (~--) und Falten
k(- -9 wiedergegeben. Die Werte < bzw. X erhiclten Eisenberg
und Schwert [77] durch Verfolgung der zeitlichen Anderung der Loslich-
keit des Proteins.

Auffallend im Vergleich mit iiblichen chemischen Reak-
tionen in diesem Temperatur- und Zeitbereich ist die hohe
positive Aktivierungsenergie fiir das Entfalten (AH) und
die starke Temperaturabhéngigkeit von AH fiir das Falten
mit negativen Werten bei hoher Temperatur (Abb. 10).
Beide Befunde sprechen dafiir, daB bei dicser Konformati-
onsinderung mehrere Elementarschritte notwendig
sind[!93- 1981 Eine dhnliche Temperaturabhiingigkeit wird
bei der De- und Renaturierung heterogener Biopolymere
wie DNA und Kollagen!®® ®' aber auch bei Phasenum-
wandlungen®3) beobachtet. Damit 148t sich dic Umwand-
lung I in den groBeren Problemkreis der kooperativen, von
einer Keimbildung abhingigen, Prozesse einordnen.

Ein wichtiges Ergebnis ist, da8 bei solchen Konformations-
inderungen von Proteinen sehr hohe positive, aber auch
negative Temperaturkoeffizienten fiir die Kinetik zu beob-
achten sind. Die negative Aktivierungsenergie von AH bei
hoher Temperatur kann darauf zuriickgefiihrt werden, daB3
mehrere Schritte fiir die Keimbildung notwendig sind, die
ihrerseits die Geschwindigkeit der Faltung bestimmt. Mit
abnechmender Temperatur ist nicht mehr die Bildung eines
richtigen Keims, sondern die weitere Faltung der Polypep-
tidkette geschwindigkeitsbestimmend.

Eine andere Erklirung ist, daB sich mit abnehmender
Temperatur mehr und mehr ,falsche* Keime bilden, die
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erst wicder geoffnet werden miissen, bevor sich ein richtiger
bilden kann. Beides fiihrt zu AH <0 bei hoher Temperatur.

Sehr wichtig dabei ist wahrscheinlich auch die Wechsel-
wirkung von unpolaren Gruppen mit Wasser, wie sie in
Form der Konzentrationskoordinate [siehe (5)] und der
damit verbundenen Beitrdge zur Freien Energie zum Aus-
druck kommt. Solche hydrophoben Wechselwirkungen
konnen fiir die Temperaturabhingigkeit der Aktivierungs-
energie verantwortlich sein, da es sich dabei ja auch um
schnelle Vorgleichgewichte handelt, die in die Brutto-
geschwindigkeitskonstanten eingehen.
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Abb. 10. Temperaturabhidngigkeit der thermodynamischen und kineti-
schen Parameter fiir die Umwandlung I von Chymotrypsinogen A.
a) Freie Energie, b) Enthalpie, ¢) Spezifische Wirme. Die diinnen Linien
geben jeweils die Extrapolation der experimentellen Daten an, wenn die
Anderung der spezifischen Wirme AC durch eine lineare Abhangigkeit
von der Temperatur beschrieben wird. (- O — O —) bezeichnet Daten aus
kalorimetrischen Messungen [76] und ( ) die Gleichgewichtsdaten.
Die kinctischen GroBen fiir das Entfalten (----) und Falten ( -- ) sind
angegeben. (Ein Fehler in der Messung der Temperatur von +0.1 °C und
der Geschwindigkeitskonstanten von 5% iiber cinen Temperaturbereich
von 10°C ergibt cine Unsicherheit von rund + 4 kImol~* grad = bei AC.)

In Abbildung 10 sind die zur Zeit fiir wahrscheinlich ge-
haltenen Abhédngigkeiten der thermodynamischen und
kinetischen Funktionen von der Temperatur wiedergege-
ben, wobei fiir die Anderung der spezifischen Wérme eine
lineare Abhingigkeit von der Temperatur angenommen
ist. (Die MeBgenauigkeit 140t eine eindeutige Entscheidung
- ob und wie AC von der Temperatur abhingt - nicht zu).
Durch Integration ergeben sich dann die entsprechenden
Funktionen fiir die Enthalpie und die Freie Energie. Schnei-
den sich die Kurven fiir k und k bei niedriger Temperatur,
so kann auch eine Kalteumwandlung beobachtet wer-
den[92,93].

Auf die betrichtliche Anderung der spezifischen Wirme
wurde besonders von Brandts aufmerksam gemacht'®2!, In
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Tabelle 2 sind entsprechende Ergebnisse fiir eine Reihe von
Proteinreaktionen zusammengefaBt. Kalorimetrische Mes-
sungen an kieinen - unpolaren und polaren -- Molekiilen
zeigen, dafl ihre Wechselwirkung mit dem Wasser zu
Anderungen der spezifischen Warme fithrt!®!,

Tabelle 2. Anderung der spezifischen Warme bei konstantem Druck,
AC’, fiir mehrere Proteinreaktionen.

Reaktion AC Lit.
[kJ mol ! grad ']

Chymotrypsinogen A

Solvatation 10 [76]
Umwandlung I, pH=2.0, A B 14 [761
Ribonuclease A: Umwandlung I. pH=2.8 8.2 [81]
S-Protein + S-Peptid +RNase S 29 [112]
GAPDH (Hefe)-» Holoenzym + NAD 2.2 [22]

.8 [113]

[l

2-Chymotrypsin: Dimer —Monomer

4.4. pH-Abhiingigkeit

Die Umwandlung I zeigt nicht nur cine starke und kom-
plizierte Temperaturabhingigkeit, sondern die pH-Ab-
hdngigkeit spiegelt auch die Kooperativitit der Umwand-
lung wider. So nimmt bei den bisher untersuchten Proteinen
dic Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung kK mit der
zweiten bis dritten Potenz der H;O ™ -Aktivitit zu (Abb. 11).
Protonen beeinflussen die native Form A als ,,negative™
Effektoren. indem sic diese mit wachsender Konzentration
destabilisicren!?3!. Die Geschwindigkcitskonstante der Fal-
tung k wird dagegen nur wenig verindert ; sic nimmt etwas
ab. Bei Proteinen, die aus Untereinheiten aufgebaut sind,
koénnen wesentlich kompliziertere Molekiile als koopera-
tive Effektoren (E)!®! wirken und z.B. die native Form
stabilisicren, wic es im Fall von GAPDH aus Hefe durch
NAD bei hoheren Temperaturen und pH-Werten zu be-
obachten ist!*).

10-5_
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Abb. 11. Geschwindigkeitskonstanten fiir die Konformationsénderung
als Funktion der Effektorkonzentration {E]. (-0 o )k und k fiir Chymo-
trypsinogen A mit H,0" als Effektor: Fir die Extrapolation sind zu-
sitzliche Messungen in Harnstofflésungen herangezogen worden [ 71,957,
( -- )k und k nach chemischer Modifikation (Entfernung der nega-
tiven Ladung) von 13 der 16 Carboxygruppen des Chymotrypsinogens A
[97. 71]. Die geringen Anderungen in der pH-Abhangigkeit von k sind
cin Hinweis auf die Stabilisierung der Form A durch spezielle . Trigger-
gruppen™. (-} Zum Vergleich die Kinetik einer ,.aliosterischen Um-
wandlung™ bei einem aus vier gleichartigen Untereinheiten aufgebauten
Enzyme, der GAPDH aus Hefe, mit NAD als Effektormolekiil (nach
[19D.
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Die Abhingigkeit der Bruttogeschwindigkeitskonstanten
k, k der K onformationsinderung 148t sich in beiden Fillen
durch ein sehr dhnliches Reaktionsschema beschreiben. So
gilt fiir Trypsin mit zwei Bindungsstellen!8”!

2H+AGBy+2H
Kb MK,
H+A =B, +H
KAt MK,
A,=B,

Die Konzentrationsabhidngigkeit von t ergibt sich im Fall
von vereinfachenden und gut erfiillten Annahmen in ge-
schlossener Form!®*). Die Annahmen sind:

1. Die Bindung des Effektors ist schnell gegeniiber der
Konformationsinderung (bei Protonierungsreaktionen
sind Geschwindigkeitskonstanten von etwa 10'°Imol " !s™!
zu erwarten!?%)),

2. Diec Anderung der Konzentration an freiem Effektor
infolge der Gleichgewichtsstérung und Konformations-
dnderung kann vernachldssigt werden.

3. Innerhalb der Formen A und B weisen alic n Bindungs-
stellen jewetls gleiche Bindungskonstanten fiir den speziel-
len Effektor auf; die Werte fiir die beiden Formen sind aber
verschieden (pK, # pK,)i¢-37-%2),

Aus den Werten von K und k. z B. fiir die bei Chymo-
trypsinogen oder a-Chymotrypsin gemessene pH-Abhén-
gigkeit, ergibt sich unter der Annahme eines ,,Alles-oder-
Nichts*“-Prozesses, daB drei Bindungsstellen fiir Protonen
mit ciner Bindungskonstante von K, = 0.05 mol/l dic native
Form A in der unprotonicrten Form ganz betrichtlich
stabilisiercn, etwa um einen Faktor 100-1000 pro Bin-
dungsstelle. Fiir die Bindungsstellen im Zustand B ergeben
sich dementsprechend 100- bis 1000-mal kleinere Kon-
stanten K, die sich (pK-Werte von 3.5-4.5) den fiir Carb-
oxygruppen in Wasser erwarteten Werten ndhern.

Eine Erkldarung fiir diesen EinfluB der Protoncn auf die
Konformation ist dadurch gegeben, daB sich Ionenbindun-
gen zwischen bestimmten Carboxygruppen und positiv
geladenen Gruppen, z. B. von Lysin, bilden, die Form A
stabilisieren'®3! (vergleichbar den Schnappverschlilssen
eines Koffers). Bis zu fiinf solcher lonenbindungen sind in
kristallinem a-Chymotrypsin vorhanden, zwei davon véllig
von der Ldsung abgeschirmt!!!3],

Ein experimenteller Hinweis auf solche .. Triggergruppen®
ist die Beobachtung, daB durch Entfernung der negativen
Ladung von 13 der insgesamt 16 Carboxygruppen in Chy-
motrypsinogen A durch chemische Modifikation die pH-
Abhiéngigkeit der Umwandlung 1 nicht wesentlich beein-
fluBt wird (Abb. 11)®7- 7", Dies ist zu erwarten, wenn die
elcktrostatische AbstoBung der positiven Nettoladung des
Proteins in Wasser nur wenig zur Destabilisierung der
Form A beitridgt. Bei cinem solchen allgemein elektro-
statischen Lffekt wire cinc monotone Abhingigkeit der
Geschwindigkeitskonstanten von der lonenstirke zu er-
warten, was aber nicht beobachtet wird (Abb. 12a). Der-
artige lonenverbindungen erkldren auch den fiir Carboxy-
gruppen in Form A gefundenen sehr niedrigen pK-Wert:
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Die Nihe ciner positiven Ladung bewirkt auch in kleinen
Molekiilen eine betrichtliche pK-Verschiebung!®®),
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al
1+
& T o
2 2
f_-lc of t= I
< = 0 rd
B s}
© / /O/
‘l r (o] o/o °
r [ e
/:O/ o e
£
U fﬁo. —1 1 2
001 01 05 13 14 15 16
VISalzT [mol/l] —= 100/0 —=
AS0312

Abb. 12. EinfluB von einwertigen lonen (a) und kleinen Molekiilen (b)
auf dic Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung K in 8-10 3 m HCI
fiir (—- ) Chymotrypsinogen A, (--- ) Trypsin und (----) Ribo-
nuclease [13, 93). 8Ink gibt das Verhiltnis der Geschwindigkeitskon-
stanten im entsprechenden Losungsmittelgemisch zu der in 8-1073 M HC!
wieder. 1) Anderung durch Zugabe von Salzen wie NaCl und korngiert
fiir den sekundiren Salzeffekt: b) Anderung in Losungsmittelgemischen
ber 0 C. aufgetragen gegen dic reziproke makroskopische Dielektrizi-
. tdtskonstante D des Gemischs [93].(—0O [1—)biszu 15 Vol.-°, Dioxan,
(-O -O-)biszu25% Athanolund (— A - A —)bis 25% Athylenglykol.

4.5. Salzeffekte

Dic Entfaltungsreaktion héngt in komplizierter Weise von
der Salzkonzentration ab. Fiir k wird ein Maximum ge-
funden, ein Verhalten, das auf zwei entgegengesetzt wirken-
de Einfliissc hinweist. Eine Erklarung fiir die Salzabhingig-
keit von k ist. dal bei niedriger lonenstirke durch Bindung
von Gegenionen dic lonenbindungen destabilisiert werden
(und damit Form A), wihrend bei hoheren Salzkonzentra-
tionen die clektrostatische Abschirmung der Nettoladung
des Proteins iiberwicgt und k abnimmt!®3!. Solche bei klei-
nen Molekiilen vertrauten und berechtigten SchluBfol-
gerungen sind aber bei Proteinen nicht immer zuldssigt®4.
Bei sehr hohen Salzkonzentrationen kann es dariiber hin-
aus wiederum zur Destabilisierung der nativen Form kom-
men, weil die lonen die Wasserstruktur verindern!®®-31.

4.6. Variation des Losungsmittels

Geringfiigige Unterschiede bei der Umwandlung I sind zu
beobachten, wenn sie in schwerem Wasser statt in Wasser
stattfindet (siehe Tabelle 3). Moglicherweise ist das bei
komplizierten biologischen Systemen!! Y gefundene unter-
schiedliche Verhalten in H,0 und D,0 zum Teil auf die
gleichen Ursachen zuriickzufiihren ; dafiir kommen gering-
fiigige Verinderungen der Wasscrstruktur in Frage!!®!).

Mit Losungsmittelgemischen konnen unter anderem kon-
tinujerliche Anderungen der Dieleklrizitatskonstante, der
Viskositit etc. erreicht werden, auch kénnen die thermo-
dynamischen Eigenschaften von kleinen Molckiilen in
diesen Gemischen mit denen von Makromolekiilen ver-
glichen werden!®?),
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In Abbildung 12b sind MeBwerte fiir k in mehreren Lo-
sungsmittelgemischen zusammengefaBt. Eine Auftragung
der relativen Freien Energic der Aktivierung 8G gegen dic
reziproke Dielektrizitdtskonstante D ergibt cine iiber-
raschend gute lineare Korrelation, wic es fiir elektrosta-
tische Wechselwirkungen crwartet werden kann. Fiir die
Faltung ergeben sich jedoch keine so cinfachen Korrela-
tionen, insbesondere bei tiefen Temperaturen®”!, 3G hingt
in sehr dhnlicher Weise wie die Loslichkeit unpolarer Mole-
kiile!'®2! von der Losungsmittelzusammensetzung und der
Temperatur ab; dies kann als Hinweis auf dic Wechsel-
wirkungen unpolarer Gruppen mit dem Wasser in Form B
gedeutet werden®?: %31,

4.7. Anderung der kovalenten Proteinstruktur

Quantitative Daten iiber den Einflul von chemischen Mo-
difikationen oder den Austausch von Aminosauren auf die
Stabilitdt der Proteine sind nicht zuletzt bei ihrer techni-
schen oder medizinischen Anwendung von Bedeutung.
Dabet croffnen die jiingsten Erfolge bei der chemischen
Synthese von Proteinen dic Moglichkeit, den EinfluB3 eines
Aminosdureaustauschs systematisch zu untersuchen!' %41,
Eine andere, weniger systematische Methode ist der Ver-
gleich von Proteinfamilien oder Proteinen von Mutanten
oder verschicdenen Spezies.

4.7.1. Austausch mehrerer Aminosiauren

Ein Beispicl ist die Familie der Serin-Protcinasen wie Chy-
motrypsinogen A und B, Trypsin, Elastase etc.. in denen
ein Tecil der Aminosduresequenz iibereinstimmt und auch
die Kristallstruktur sehr dhnlich ist (Abb. 3). Auch Stabili-
tat und Kinetik bei der Umwandlung in saurer Losung sind
bei diesen Protcinen sehr dhnlich (Abb. 13 und Tabelle 3).

4.7.2. Chemische Modifikationen

Mehrere chemische Reaktionen erlauben eine mehr oder
weniger gezielte, milde und spezifische Anderung der Seiten-
ketten von Proteinen!!%%l. Eine Modifikation von Carb-
oxygruppen und ihr EinfluB auf die pH-Abhéngigkeit
wurde bereits erwdhnt (Abb. 11).

Ein anderes Beispiel ist dic Anderung am aktiven Zentrum
von a-Chymotrypsin durch eine Diisopropylphosphoryl-
(DIP-CT) oder eine Anthraniloyl-Gruppe (AN-CT). die
jeweils am aktiven Zentrum kovalent gebunden werden.
Es ergeben sich Unterschicde in der Stabilitdt, dic vor
allem auf ecine kleincre Entfaltungsgeschwindigkeit zu-
riickzufithren sind (Tabelle 3). Die fluoreszierende AN-
Gruppe erlaubt aber auch, die Energielibertragung von
Tryptophan-Seitenketten zu diesem Chromophor zu ver-
folgen. Dicse Energiciibertragung ist sehr abstandsemp-
findlich!' %1, so daf} wihrend der Entfaltung oder Faltung
Abstandsmessungen innerhalb des Proteinmolekiils durch-
getithrt werden konncn. Auch die auf diese Weise erhal-
tenen kinetischen Ergebnisse stimmen mit dem fiir eincn
~Alles-oder-Nichts“-Proze3 erwarteten Verhalten uber-
einl™1,
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Abb. 13. Geschwindigkeitskonstante der Faltung (k) fiir mehrere Mit-
glieder einer Proteinfamilic bei pH=2.0 in Abhingigkeit von der
Temperatur [ 13. 93] nach Anderung der kovalenten Struktur: Austausch
von mehreren Aminosduren: ( ) Chymotrypsinogen A, ( - - )
Chymotrypsinogen B und (--- -+ ) Trypsin; spezifische Unterbrechung
der Polypeptidkette von Chymotrypsinogen Aj; einmal: (- - -) ergibt
8-Chymotrypsin, zweimal: (-- --) a-Chymotrypsin. Die Kreise geben
die Mitte der Umwandlung (T,,) wieder. bei der k gleich K ist. Die kurzen
Linien deuten die Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstante fur dic
Entfaltung (k) an.

kovalenten Proteinstruktur auf dic Thermodynamik und
Kinetik der kooperativen Konformationsinderung in Pro-
teinen relativ einfach untersucht und beschrieben werden.
Dies ist dadurch wesentlich erleichtert, daB sich diese re-
versible, partielle Entfaltung mit einem ,Alles-oder-
Nichts“-ProzeB3 zwischen zwei makroskopischen Zustin-
den des Proteins in sehr guter Niherung wiedergeben laf3t.
Diese Ndherung ist bei anderen reversiblen Faltungsreak-
tionen weniger gut erfiillt!'%%-11% 5o dal Verallgemeine-
rungen nicht moglich und bei solch komplizierten, von
vielen Parametern abhéngigen Systemen auch nicht zu er-
warten sind. Als Modell fiir ,,molekulare Schalter* sind
solche reversiblen Umwandlungen aber gut geeignet.

Im Gegensatz zu den kooperativen Umwandlungen von li-
nearen Homopolymeren. fiir die cine quantitative Be-
schreibung der Thermodynamik und Kinetik auf mole-
kularer Basis gelingt, ist man bei globuldren Proteinen von
diesem Ziel noch weit entfernt. Selbst die Kenntnis der
Kristallstruktur, z.B. einer Proteinfamilie (Abb. 3), fiihrt
noch nicht zu befriedigenden Korrelationen mit der in

Tabelie 3. Kinetische Parameter fir die Faltung (+ ) und Entfaltung (—) bei der Umwandlung t fiir mehrere

Proteine in 0.01 M HCl bei 30 'C [ 13].

Protein --Ink -Ink ARl
[s™'} [s™1] [ kJ:mol]

Chymotrypsinogen A 11.1 3.90 340
5-Chymotrypsin 6.8 4.88 230
2-Chymotrypsin 6.8 4.88 350
AN-Chymotrypsin {a] 6.8 5.10 320
DIP-Chymotrypsin [b] 7.5 5.30 330
Chymotrypsinogen B 10.8 4.05 370
Trypsin 8.4 377 280
Trypsin (D,0) 8.2 3.44 190

Ribonuclease A 6.0 3.5 280

[a] AN = Anthraniloyl.
[b] DIP - Diisopropylphosphoryl.

Die Einfilhrung von kovalent gebundencn ,,Reporter-
gruppen® ertffnet dariiber hinaus eine Moglichkeit, auch
in solchen Systemen K onformationsdnderungen zu messen,
in denen andcre Parameter optisch schlecht verfolgt werden
konnent!®7,

4.7.3. Spaltung der Peptidkette

Wird die Polypeptidkette in globuldren Proteinen gespalten,
so vermindert sich in den bisher untersuchten Fillen deren
Stabilitdt. Bei der enzymatischen Aktivierung von Chy-
motrypsinogen A zu d- und a-Chymotrypsin wird jeweils
dic Peptidkette ein- bzw. zweimal unterbrochen. Die erste
Spaltung fithrt auch zu den wichtigsten Anderungen in der
Kristallstrukturt®”!. Dics spiegelt sich auch in der Kinetik
der Umwandlung I wider. Dabei dndert sich die Reaktions-
ordnung nicht; dic Reaktion bleibt intramolekular, da die
Teile der Kette noch durch Disulfidbriicken verbunden
sind (Abb. 13 und Tabelle 3).

5. SchluBbemerkungen
Am Beispiel der Umwandlung I von einigen ,.einfachen”
globuldren Proteinen kann der EinfluB einer ,,Umwelt-

inderung* (pH, Temperatur etc.) oder einer Anderung der
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AH AC

[kJ;/mol] [kJ mol ! grad™']
70 6
33 12
33 12
25 14
42 10
80 8
50 14
50 14
20 5

Losung beobachteten Kinetik von kooperativen Umwand-
lungen oder z. B. zu einer Voraussage iiber den Zeitbereich,
in dem sie ablaufen.

Durch die vielfdltigen Wechselwirkungen bei der drei-
dimensionalen Faltung der Polymercnkette koénnen die
Zeitkonstanten fiir verschiedene Umwandlungen um viele
GréBenordnungen variieren und durch kleine dufiere An-
derungen ganz wesentlich vergréBert und verkleinert wer-
den. Dabei sind fiir biologische Regelvorginge nicht nur
schnelle Konformationsinderungen wichtigi'!!l. Es ist
denkbar, daf8 selbst Prozesse wie die Differenzierung von
Zcllen, das Phinomen einer biologischen ,,Uhr* oder die
Informationsspeicherung im Gedéchtnis wesentlich auf
kooperativen Konformationsidnderungen mit Zeitkonstan-
ten von Sekunden bis Jahren beruhen kénnen. Eine Zcit-
konstantc von ecinem Jahr entspricht einem Unterschied
der Freien Energie der Aktivierung gegeniiber den in Ta-
belle 3 angefiihrten Werten von rund —35 kJ/mol, d.h.
einem Energiebetrag, der z. B. durch den Transfer von drei
Tryptophan-Seitcnketten aus Wasser in eine organische
Phasc (Abb. 4) oder das Aufbrechen von drei lonenbriicken
(Abb. 11) kompensiert wird. Solche langsamen, kaum
untersuchten Konformationsinderungen kénnen wahr-
scheinlich innerhalb cines einzigen Proteinmolekiils ver-
wirklicht werden, und zwar infolge der spezifischen drei-
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dimensionalen Wechselwirkung zwischen den Teilen der
Kette.

Bei biologisch wichtigen Prozessen ist aber dariiber hinaus
noch eine Kopplung zu weiteren Reaktionen und Wechsel-
wirkungen mit anderen Makromolekiilen zu erwarten,
wodurch die Kooperativitidt und die Spezifitit von Ant-
worten auf Anderung der Umwelt noch betrichtlich
erhoht werden kann.

Diese Arbeit wurde zum Teil durch eine ,,EMBO-longterm
Sfellowship “ wihrend des Aufenthaits im Molecular Enzymo-
logy Laboratory (University Bristol) unterstiitzt. All den
Kollegen, die mir Informationen vor, aber auch nach der
Publikation zur Verfiigung gestellt haben, méchie ich hier
ganz besonders danken.
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Orbitalreihenfolge in Sulfonen und
Sulfodiimiden!"!

Von Bahman Solouki™, Hans Bock' und Rolf Appel”!

Gegeniiber Dialkylsulfoxiden R,SO!! ist in Dialkylsul-
fonen R,SO, die Zahl der ,Schwefel-Valenzelektronen®
auf insgesamt 12 erhoht. Zur Beschreibung der o- und n-
Bindungen (d%5° =147 A, d%$°:=1.45 APY) miissen da-
her auch hier 3d-Schwefel-Atomorbitale herangezogen
werden®-*. Ein qualitatives MO-Schema fiir die =S0,-
Gruppe kann man durch symmetriegerechte Kombination
von vier Sauerstoff-2p-, zwei o-Bindungs- und zwei
Schwefel-3d-Orbitalen ableiten (Abb. 1).
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Abb. 1. Qualitatives MO-Schema fiir Dialkylsulfone.
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Die qualitativ abgeleitete Reihenfolge der vier obersten
besetzten Molekiilorbitale, di¢ sich auch durch CNDO/2-
Rechnungen!® reproduzieren 14Bt, soll hier durch den
Vergleich der photoelektronenspektroskopisch bestimm-
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Abb. 2. PE-Spektren von Dimethylsulfon, Dimethylsulfonimid und
Dimethylsulfodiimid.
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