
Kooperative Konformationsanderungen von 
globularen Proteinen 

Von Fritz M. Pohl''] 

In globularen Proteinen ist die komplizierte raumliche Anordnung der Polypeptidkette durch 
mehrere voneinander abhangige. kooperative Wechselwirkungen bestimmt. Auf Anderungen 
der Umwelt wie Temperatur und Druck sowie Konzentration verschiedenster Verbindungen 
konnen diese Makromolekule durch Anderung ihrer Konformation und damit ihrer bio- 
logischen und chemischen Eigenschaften reagieren. Sie sind dadurch fur Regelvorgange oder 
Informationsspeicherung in Losung niit 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 Zustanden beschrieben werden 
kann, lassen sich solche Einflusse der Umwelt verfolgen und zum Teil auf molekularer Ebene 
erklaren. 

1. Einleitung 

Proteine oder EiweiDmolekule gehoren zu den kompli- 
ziertesten. zugleich aber auch faszinierendsten organischen 
Molekiilenr'l. Zusammen mit den ,.linearen" Makromole- 
kulen der Nucleinsauren, die bcsonders der Speicherung 
und Ubertragung der genetischen Information dienen, den 
,.zweidirnensionalen" Membranen. die unter anderem als 
Grenz- und Trennflachen fur die raumliche Aufteilung 
sorgen, und Wasser rnit seinen besonderen Eigenschaften 
als Matrix['-'] sind sie fur eine Fulle von Strukturen und 
VorgPngen in der Biologic verantwortlich. Als Enzyme 
etwa dienen die Proteine der Beschleunigung von chemi- 
schen Reaktionen und erhohen deren Speiifitat betracht- 
lich. Proteine sind wichtige Molekiile fur Regelvorgange 
in der Zelle, ohne die ein geordneter Ablauf der vielen 
Reaktionen unter wechselnden Umweltbedingungen nicht 
moglich ist'". 'I. 

Die Vielfalt der naturlichen Proteine ist aus ihrem chemi- 
schen Aufbau zu verstehen. IDurch Verknupfen von 20 
Arten von Aminosiiuren zu kettenartigen Polypeptiden von 
meist lO(L500 Gliedern ergibt sich eine sehr groDe Zahl 
von moglichen Sequenzen. Zwischen den Gliedern der 
Kette selbst, aber auch zwischen der Kette und anderen 
kleinen und groDen Molekulen, kommt es zu schwachen 
Wechselwirkungen wie Wasserstofirucken, ,.hydropho- 
ben" Bindungen, van-der-Waals-Wechselwirkungen. 
..Ionenbindungen" etc.[*- ''I. 

Diese Wechselwirkungen beeinflussen einander und fuhren 
zur kooperativen Stabilisierung bestimmter rlumlicher 
Anordnungen. Solche kooperativen Effekte sind bei kleinen 
Molekulen in der Form von Phasenubergangen 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 
verandert: Darnit ist es moglich, molekulare Regel- und 
Schaltkreise aufzubauen. in denen Anderungen der Um- 
welt sich in den oft durch Kooperdtivitiit verstarkten 
Anderungen der makromolekularen Konformation wider- 
spiegeln" '1. 

Die Umwelteinflusse lassen sich dabei am besten durch 
GI. (1) zusarnmenfassen['*]. Dabei ist AG; die Anderung 
der Freien Energie eines Proteins, wenn die Temperatur um 
AT, der Druck um AP und der Molenbruch der i-ten Par- 
tikelsorte um AMi verindert wird (Einflusse etwa eines 
elektrischen Feldes A @  werden vernachlassigt): 

(pi bezeichnet das chemische Potential, S die Entropie des 
Systems, V das Volumen). Zur Veranschaulichung von 
GI. (1) konnen etwa die Sinneseindrucke dienen wie 
Geruch und Geschmack (AMi), Hitze und Kalte (AT), 
GerPusche und Wahrnehmungen des Tastsinns (AP). In 
allen diesen Fallen ist sehr wahrscheinlich die Konforma- 
tionsanderung bestimmter ,,Receptor"-Proteine, also A G;, 
von Bedeutung fur die Auslosung des Reizes. 

Neben der moglichst genauen Bestimmung der nativen 
Konformation selbst sind Fragen nach dem AusmaB, der 
Geschwindigkeit und dem Grund der Konformations- 
anderung eines Proteins bei Variation der Umgebung von 
besonderem Interesse. Neben allgemeinen Ausfuhrungen 
zur Konformation globularer Proteine werden hier an 
einem speziellen Beispiel - der Kinetik der reversiblen 
Entfaltung von einigen miteinander ,,verwandten" Pro- 
teinenrt3] - rnit GI. ( I )  zusammenhangende Probleme der 
Konformationsiinderung von naturlichen Proteinen dis- 
kutiert. 

Als Konformation eines Proteins bezeichnet man dabei die 
raumliche Anordnung der in vielen Fallen aus 1000 -10000 
Atomen bestehenden Polypeptidkette. Die Konformeren 
konnen durch Rotation um kovalente Bindungen inein- 
ander ubergefuhrt werden[14'. Eine Konformationdnde- 
rung bedeutet, daD - mit Ausnahme von Wasserstoff- 
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briicken - keine chemischen Bindungen verandert werden 
und die Torsionswinkel H um die Bindungen die wcsent- 
liche Variable sind. Abbildung 1 gibt eincn Ausschnitt aus 
einer Peptidkette mit den Bezeichnungcn der wichtigsten 
Torsionswinkel wieder. 

Streng genommen schliel3t diesc Definition eine Anderung 
von Bindungslangen b und Bindungswinkeln ry aus. Fur 
die allgcmeine raumliche Anordnung der Haupt- und 
Seitenketten ist dies in erster Naherung auch gerechtfer- 
tigtll 5.1h1. So verschiebt sich z. B. die relative Position eines 
C'-Atoms bei einem Energieaufwand von kT  bei Variation 
von b u m  +0 .04A.vonrum ~ 0 . 1 5 ~ . v o n O a b e r u n i f  1 A). 
Das schlieBt natiirlich nicht aus, daR gerade solche Ande- 
rungen von b odercr. etwa bei der enzymatischen Katalyse, 
von besonderer Bedeutiing sein konnen. 

1. Die Anderung z. €3. der Aktivitat ist aufeinen Ubergang 
von der nativen zu einer ,,Rexiblen" Konformation ( A e F )  
zuruckzufiihren. die praktisch nur in I.osung untersucht 
werden kann. Dabei kommt es zu gut meDbaren Anderun- 
gen etwa der hydrodynamischen und thermodynaniischen 
Eigenschaften. Ein gut untersuchtes Beispiel ist die Glyce- 
rinaldehyd-3-P-Dehydrogenase (GA PDH)  aus Hefe['"- 221.  

Hierher sind aber auch Vorgange wie die reversible De- 
naturierung (durch extreme Temperaturen und pH-Wcrte 
oder Anderung des Losungsmittels) zu zahlen, die sich am 
besten mit Umwandlungen zwischen fester und fliissiger 
Phase vergleichen IHl3t. 

2. Die Anderung ist aufden Ubcrgangvondcr,.aktiven"zu 
einer ,.verklemmten" oder ..verspannten" Konformation 
zuruckzufuhren. d .  h .  beide haben festkorperartige Eigeri- 
schaften und konnen durch Rontgen-Analyse im Kristall 
untersucht werden. Ein Heispiel ist die Umwandlung der 
arteriellen Form von IIlmoglobin in die venose (A+V) 
bei der Abgabe von S a u ~ r s t o d ~ ~ ~ .  die sich am besten niit 
IJniwandlungen zwischen zwei festen Phasen vergleichen 
lafit. 

2. Konformation globularer Proteine 

Iliese ..geometrische" Definition. die besonders an den 
Hcdiirfnissen der Rontgen-Strukturanalyse von Protein- 
kristallen ausgerichtet ist. gibt keine untere Grenze fur 
Konforniationsanderungen. In diesem Fortschrittsbericht 
wird nur dann von ,.Konformationsanderungen" gespro- 
chcn. wenn sich ein Torsionswinkel um mindestens 30' 
Indert. 

Die Ermittlung von Anderungen bestimmtcr Torsions- 
winkel i n  Losung ist trotz der Fortschritte. etwa bei cy- 
clischen Olig~peptiden'"~. bei Makromolekulen m r  Zeit 
noch ziemlich hoffnungslos. Hier ist in viclcn Fallen die 
Ikobachtung, dal3 Reaktionsschritte unabhangig von der 
Proteinkonzentration sind odcr solche Schritte fur die 
quantitative Erkliirung eines Reaktionsschcmas erforder- 
lich sind. ein wcscntlichcr Hinweis auf  Konformations- 
iindcrungen[' '- '''1 . Am be5ten lasscn sich Konformations- 
iindcrungen direkt \erfolgen. bei denen sich Proteincigen- 
schaften wie etwa Absorption oder Fluoreszcnz aroma- 
tischcr Seitenketten andern. 

Reversible Konformationsinderungen kiinnen die Rota- 
tion einer einzigen Seitenkette, aber auch den Zusammen- 
bruch der gesamten riumlichen Struktur umfassen. Dies 
macht oft sehr verschiedenartige Meljmethoden erforder- 
lich. Fiir Vorgange. an denen cin groRer Teil eines Protein- 
rnolekuls beteiligt ist. erscheint zumindest eine grobe Ein- 
teilung gerechtfertipt : 

2.1. Anatomie von Proteinen 

Zwei Methoden erganzen sich hervorragend bei der Ermitt- 
lung der statischen dreidimensionalen Anordnung der 
Polypeptidkcttc : 

1 .  Die Bestimmung der Elektronendichteverteilung mit 
atomarer Auflosung durch die Beugung von Rontgen- 
Strahlen an Proteinkristallen"' 261. (In jungster Zeit kann 
durch Beugung von Neutronen auch die Verteilung der 
Wasserstofkerne ermittelt werdenl*'I.) 

3. Die Hcstimmungdcr Aminosiuresequenzmit chcmischcn 
Methoden"*- 3"1, 

Heide Methodcn Lusammcn erlauben es. Modelle fur glo- 
bulare I'rotcinc zu bauen. in denen die Art und die r ium- 
liche Lagc einiger tausend Atome angegeben sind. Der 

1960 1965 1970 
lbgDjll - +  

Ahh 2. Zahl n \'on globulsreii I'romnen, deren Priiii~lrstruktur 
( C> - 0 - )  1301 und deren dreidiiiiensionale Kristallstruktur in atonla- 
rer Aulliisung besser als 3.5 A ( - A  - A - )  i n  den letzten Jahren bestimmt 
wurden [ 2 5 .  26 I .  Selbst die logarlthrnische Ddrstellung gibr noch ein- 
drucksvoll die rasche Entwicklung wieder. 
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rasche Fortschritt auf diesem Gebiet ist in Abbildung 2 
angedeutet . 

Aus den erhaltenen Strukturen lassen sich kejne einfachen 
..geometrischen" Bauprinzipien ableiten. Selbst die Re- 
schreibung der Sekundarstruktur. d .  h .  der Anordnung 
kleinerer Bereiche der IIauptkette. durch r-(Helix-) und 
P-(Faltblatt-)Strukturen, ist nur cine relativ grobe Nahe- 
rung: es ergeben sich betrachtliche Abwcichungen von der 
bei Polyaminosiuren beobachteten Geometric. Ein Beispiel 

Abb. 3. Konformation der  Polypeptidkctte von z-Chymotrypsin (oben) 
und Elastasc (unten), zwei verwandten Proteinen. wic sie aus der Beugung 
von Kontgen-Strahlen an Protcinkristallen folgt. Das Band. das  an jedem 
C'-Atom geknickt ist .  stellt die Hauptket te  dar  (nach 1331). Obwohl 
eine Kcihe von Aminosauren in den heiden Enzyrnen verschiedcn is [ .  
ergiht sich eine sehr ihnl iche raumliche Fa!!~:cg. 

fur die komplizierte Struktur von zwei venvandten En- 
zymen ist in Abhildung 3 wiedergegeben, wobei nur der 
Verlauf der Peptidkette gezeichnet i d 3 '  ~ 331. Diese grol3e 
Ahnlichkeit der Konfonnationen, obwohl nur 391" der 
Aminosauren homolog sind, findct sich auch be; anderen 
Mitgliedern dieser Proteinfamilie. Chymotrypsinogen A13"l 
und T r y p ~ i n [ ~ ~ I .  

Auch verschiedene Kristallformen desselben Proteins wie 
2- und y - C h y m ~ t r y p s i n l ~ ~ '  oder Subtilisin Novo und Sub- 
t h i n  BPN[". 3 8 J  ~ e i g e n  nur geringe Unterschiede der 
Konformation. Kleine Unterschiede der Konformation 
selbst innerhalb des gleichen Kristalls konnen aber bei den 
bciden Proteinen beohachtet werden, aus denen die Di- 
meren von r-Chymotrypsin und Insulin bestehed"' 391. 

CrrolJe Ahnlichkeiten, wie sic schon bei Myoglobin und 
Hamoglohin gefunden wurden, lassen envarten, daB der 
EinfluD des Austauschens von Aminosauren auf die Kon- 
formation von Proteinen verschiedener Spezies relativ 
genau vorausgesagt werden kann, wenn die entsprechende 
Crrundstruktur bekannt ist. 

Es ist angebracht, die Konformation von gelosten Proteinen 
auf die Konformation im Kristall zu beziehen. Die bis- 
herigen Befunde sprechen dafur. daB sich h i d e  unter ver- 
gleichbaren Bedingungen wahrscheinlich oft nur  durch die 
Bewcglichkeit einiger Seitenketten unterscheiden. 

Ein ..energetisches" Bauprinzip wird durch alle Rontgen- 
Strukturanalysen zumindest als sehr gute Naherung be- 
statigt : Die polaren Seitenketten stehen fast alle in Kontakt 
mit dcr wil3rigen Losung. und im lnnern sind vorwiegend 
unpolare oder hydrophobe Seitenketten angeordnet[8, "O1. 

Die GroBe dieser Wechselwirkungen kann aus der Loslich- 
keit von Aminosauren in Wasser und in organischen 
Losungsmitteln abgeschatzt werden[s'J. Die Anderung der 
Freien Energie fur die Uberfuhrung von Aminosauren aus 
Athanol in Wasser (AC1)r42.431 ist als Funktion ihres Vo- 
lumens[44J in Abhildung 4 wiedergegeben. 

Gefahren einer einfachen Anwendung dieser Zahlenwerte 
auf Konformationsanderungen liegen darin. dal3 nicht 
vollig geklart ist, oh und wiewcit sich die Freie Energie bei 
Makromolekulen additiv verhalt. Modelle fur Flussigkeits- 
mischungen lassen z. B. einc starkere als lineare Abhangig- 
keit vom relativen Volumen e~-warten[*~].  Auch ist nicht 
gesichert. wie gut einc thermodynamische Beschreibung 
des Proteininnern als flussige organische oder olige Phase 
mtriITt. Die Ergehnisse der Rontgen-Beugung sind besser 
mit einer ..faten" Phase und sehr dichter Packung der 
Aminosaurcn zu ~ e r e i n b a r e n ~ " ~ . " ~ ] .  Daruber hinaus sind 
die fur die Peptidkette anrunehmenden AGl-Werte fur die 
cberfuhrunp schwer ab7uschCtren und deshalb in Ab- 
bildung 4 nur angedeutet. Diese Wertc sowie Angaben 
uber den EinfluB von Losungsmittelgemischen auf die 
Thermodynamik von Konformationslnderungen sollten 
aber eine zumindest grobe Abschatzung der Zahl von 
Aminosauren erlauben, die dabei zusatzlich in Kontakt 
mit der Losung kommen["1.461. 

Dieses Beispicl einer ,.Hydrophobic-Skala" zeigt, daD, 
selbst wenn das Verhalten von kleinen Molekulen relativ 
gut bekannt ist. sich bei der Ubertragung der Daten auf 
Proteine zusatzliche P r o b l e m  ergeben und quantitative 
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Aussagen dahcr nur beschriinkt moglich sind. Ahnlichcs 
gilt auch fur die Stabilisierung durch Wasscrstoffbrucken 
oder elektrostatischc Wech~elwirkungen[~'~~~~. 
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2.2. Konformationsanalyse 

Die Fulle der experimentell aufgeklartcn Konformationcn 
(Abb. 2) erlaubt es, zusatzliche Informationen abzuleiten. 
Die wahrscheinlichstcn Konformationcn um bestimmte 
Bindungen lassen sich dadurch ermitteln. daD alle ent- 
sprechenden Daten, die in vielen Proteinen bei hoher Auf- 
losung beobdchtet wurden. zur Konstruktion von ,,Empi- 
rischen Protein-Energic-Mustern" (EPEM) verwendet wer- 
den1s01. Durch die Mittclung gehen zwar Besondcrheiten 
eines speziellen Proteins verloren. die zugrunde liegenden 
.,Konformationsmustcr" wcrden aber sehr deutlich. 

Urn dies an einem Beispiel zu verdeutlichen. ist in Abbil- 
dung 5 die Vcrteilung der Konformationen aromatischer 
Seitenketten wiedergegeben, wie sie an elf Proteinen bc- 
obachtet wurdc, und zwar fur die Torsion um die C ' -Cp-  
Rindung, die durch den Torsionswinkel X ,  beschrieben 
wird (Abb. 1). Dabei wurdc cine logarithmischc Auftra- 
gung gewahlt, aus der sich nach 

/ 
/ @  

0 20 40 60 80 100 
v [cm3/mo~I-  

Abh. 1. ;iiidcruii: der Freien h e r y e  ACj.'' fiir die Uberfiihrun: nichrerer 
Aniinosiiuren nu:. Waswr in Athanol hei 2 C [J?. 431. dargestellt ;11s 

tunkt ton deb 41olckiilvolumens [ 441. D ic  Kurven verbinden Amino- 
siuren.  deren Seitenketten kelne polaren Atoiiie ( ). em polare:. 
Atom ( . . I odcr rivet polare A t m e  i .. .. 1 \vie Stickstoff oder 
Suucr\tofi enthaltcii. A(;:' 1st aus der I.iislichkeit [47] ahpeleitet norden : 
der Wert fur Glycin wurde als Nullpunkt gewahlt. Wird auch noch d t r  
I.iislichkeitsunterrchied der Peptidgruppe berucksichtigt. wie er sich aus 
dem Uiiterschied zwischen Glycin und I>iglycln ergibt. so stel11 d id  
punktierte ILinie c t a a  den Nullpunkt fur den Transfer cines Peptids 
d;ir 171 1. 
Die Tale der I'olypeptidkette. die Seitenketten oberhalb dieser Linie 
haben. werden eine nichta1Urige Umgebung bevorzugen. wlhrend dcr 
Rest vor allern Kontakt zutn Wasscr sucht. Die Aminosiuren sind nach 
den1 F.in-Duchstabcn-('odc 1301 bexichnet: A (Alanin). F (Phenyl- 
cilanin). (; (Glycin). G1 (Uiglycin). t I  ([ l istidin). I (Isoleucin). L (Ixucin). 
41 (Methionin). S (Asparagin). 0 (Glutamin). S (Serin). (Threonin). 
V (Valin), W (Tryptophan). Y (Tyrosin) und Y' (Dihydroxytyrosin). 

In  diesem Zusammenhang ist es angebracht. darauf hinzu- 
weisen. dalj praktisch kcinc systematischen Untersuchun- 
gen uber die Packungseigenschaften von ,.unregeliniDigcn" 
Polymeren vorliegen. Ilas crfordcrliche Minimum an 
freiem Raum im Innern eines Polypeptids ist nicht bekannt. 
Gcradc die GesetzmaBigkeitcn fur die Packung von Poly- 
peptidketten sind aber besonders wichtig fur das Verstind- 
nis der Konformation von globuliiren Proteinen[4y1. In 
Wasscr mul3 relativ vie1 Energie aufgcbrdcht wcrden. uni 
ein ..lecrcs" Volumen zu erzeugen. 

Einc andere Schwierigkeit, die thermodynamische Stabili- 
tCt von Proteinen aus der Kristallstruktur abzuleiten. liegt 
auch darin. daW zu wenig uber die Hohc der Rotations- 
barrieren um einzclne Bindungen in Polypeptidkcttcn be- 
kannt ist. zumindest nicht in der benotigten Gcnauigkeitl"I. 
Nachdem Wertc fur cinige tausend Bindungen zusammen- 
_gezHhlt wcrden mussen, ergibt sich auch hier ein schwieriges 
Problem. Eine mogliche Vereinfachung durch Berucksich- 
tigung der an einigcn Proteinen selbst beobdchtcten Ver- 
teilung der einzelnen Konformationcn ist in Abschnitt 1.2 
diskutiert. 

bis auf eine Konstante 0 eine Konformationsenergie Ex, 
ableiten IaOt. 

Die relative Dichte von MeBwerten qz, aus moglichst 
vielen Proteinen ist dabei gleich der Zahl n,, von beobach- 
teten Konformationen im WinkehntervdHXl fAX1, geteilt 
durch die Gesamtzahl dcr beobachteten Werte N. In Ab- 
bildung 5 sind die Konformationcn von N = 230 aromati- 
schen Seitenketten zusammengefal3t und jeweils fur ein 
Intervall von & 10' angegebcn'sO'. Dieebenfallscingezeich- 
nete Kurvc crgibt sich aus der i;'berlagcrung von zwei har- 
monischen Funktionen 

E,, die dreifache ,,Rotationsbarricre" um die C'-C"-Bin- 
dung. betrigt 8.6 k.l/mol, was durchaus mit den bei kleincn 
Molekulen mit sehr verschiedenen Mcthoden gefundenen 
Werten vergleichbar i ~ t [ ~ ~ ] .  Ilcr andere Bcitrag zur Kon- 
formationenergie. El = - 5.4 kJ/mol. gibt die Wechsel- 
wirkung zwischen der Peptidkette und dem aromatischen 
Ring wieder. Die relative Population der drei Konforma- 
tionen I. I 1  und 111 ist in Tabelle 1 angegebcn. Diesc 
Verteilung ist praktisch fur die Seitcnketten von Phcnyl- 
alanin. Tyrosin, Histidin und Tryptophan gleich und 
stimmt mit den aus NMR-Messungen an Modcllmolekulen 
erhaltenen Wertcn gut iiberein[521. 

Ein Vorteil dieses hier skizzierten Verfahrens liegt darin. 
daD aus der immensen Datenfulle der Rontgen-Struktur- 
analyse von Proteinen in relativ einfacher Weise wichtige 
Informationen gewonnen werden konnen. Dies ist natiirlich 
nicht auf die hier besprochene Drehung um eine einzige 
Bindung bcschrankt. Sobald genugend Daten vorliegen, 
konnen zwei- und mehrdimensionalc Korrelationen auf- 
gestellt werden. die von betrachtlichem Wert bei der 
Voraussage unbekannter Konformationen sein werden 
und zur molekularen Erklarung von Konformations- 
iindcrungen beitragen sollten. Daneben lassen sich solchc 
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empirisch gewonnenen Verteilungen mit Berechnungen der 
Konformationsenergie vergleichen" 6*  53. 541. 
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Abb. 5. Verteilung der Konformationen von 230 aromaiischen Seiten- 
ketten. wie sie an elr Proteinen durch Rontgen-Struk~uranalyse bei einer 
Auflosung von 2.8 A oder besser beobachtet wurden [SO]; die Konfor- 
mationen 1, I1 und Il l ,  die sich durch Torsion um die C"-CB-Bindung 
unterscheiden. sind als Newman-Projektionen abgebildet. !he  beob- 
achtete Zahl von Konformationen n,, pro 20" des Torsionswinkels ~1 
( k u r x  Striche) ist in logarithrnischer Darstellung wiedergegeben, urn 
den Vergleich mil der Konformationsenergie nach GI. (2) zu erleichtem. 
Die durcliscrogene Kurve 1st dic i: bcrlagerung zweier harmonischer 
Funktionen nach GI. (3). 

Tahelle 1.  Relative Population der drei Konrormeren I, I1 und 111 
(Abb. 5). die sich durch Rotation um die C'-CB-Bindung unierscheiden. 
bei den Seitenketten aromatischer Aminosiuren. Zum Vergleich sind 
NMR-spektroskopisch ermittelte Daten fur das Tripeptid Gly-Phe- 
Gly in D,O angefiihrt [52]. Die Daten fur die Seitenketten (siehe Abb. 5)  
sind aus den an elr Protelnan beobdchteten Werten gewonnen worden [SO]. 

Seitenketten von Zahl der Beohdchtungen Populationen 
PI PI1 PI11 

~ - 

N 
. - ~ - 

Illstidin 53 0.09 0,36 0,55 
Tryptophan 34 0,15 0 3  0,50 
Tyrosin 65 0.1 I 0,29 0.60 
Phenylalanin 78 0.09 0,37 0,54 

Surnme: 230 0.11 0,34 0.55 
__ ~ . -_ -. . . 

Gly-Phe-Gly [ 5 2 ]  
- ~ -  

0.14 0.34 0.52 
~ - 

3. Reversible Konformationsiinderungen 

3.1. Theoretische Erwagungen 

Uber die Theorie kooperativer Strukturanderungen von 
linearen Polymeren, wie Helix-Knauel-Umwandlungen von 
Polypeptiden, liegt cine umfangreiche Literatur vor, sowohl 
iiber die statistische Mechanik und Thermodynamik als 
auch uber die Kinetik solcher Sy~teme["-~'~. Dabei hat 
sich besonders das ,,lineare Ising-Modell" bewihrt, in dem 
Wechselwirkungen zu nachsten Nachbarn beriicksichtigt 
werden. 

Fur den Fall kooperativer Umwandlungen globuliirer 
Proteine sind numerische Rechnungen an einem einfachen 
dreidimensionalen king-Modell durchgefiihrt worden15*J. 
Erschwerend ist hier aber noeh, daD der Zustand eines 
Elements im dreidimensionalen Netzwerk der Wechsel- 
wirkungen nicht nur vom Zustand des nachsten Nachbarn 

in der Kette oder im Raum abhangt, sondern durch den 
Zustand relativ weit entfernter Teile des Makromolekiils 
beeinfluDt 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 G r u p p e r ~ [ ~ ~ ] . )  

Das Falten von Proteinen kann auch in Analogie zu den 
Keimbildungs- und Kondensationsphanomenen bei Pha- 
senumwandlungen gesehen werded6'- 631. 

Die schwenviegendsten Probleme liegen aber darin, daS 
eine Vielzahl von Parametern bekannt sein muD, bevor 
eine einigermaoen realistische quantitative Beschreibung 
auf molekularer Ebene moglich ist. Dariiber hinaus sind 
relativ wenige Konformationsanderungen bisher experi- 
mentell so systematisch untersucht worden, daD eine Ent- 
scheidung zugunsten eines von mehreren Modellen moglich 
ist. 

Wenn von ,,kleinen" Konformationsinderungen. wie der 
Umorientierungeiner einzigen Seitenkette, abgesehen wird. 
fur welche die bei kleinen Molekiilen iibliche Beschreibung 
ausreicht. so ist bei kooperativen Anderungen immer eine 
groDere Anzahl von Elementarschritten zu envarten. wie 
Offnen und SchlieDen von Wasserstoffbriicken und Rota- 
tion um eine oder mehrere Bindungen gleichzeitig. In sehr 
vereinfachter Form laDt sich dies durch eine allgemeine 
Konformationskoordinate 

wiedergeben, wobei Pi jeweils eine unterschiedliche Kon- 
? formation bezeichnet. Selbst unter der Annahme, daD jede 

der n Aminosauren in nur zwei Konformationen vorliegen 
kann, ergeben sich schon N = 2" mogliche Zustande, die 
allerdings mit sehr unterschiedlichen Gewichten besetzt 
sein werden. Nachdem die Konformationsanderungen aber 
nicht im Vakuum, sondern in Losung stattfinden, muD 
dariiber hinaus noch der EinfluD anderer Molekiile be- 
riicksichtigt ~ e r d e n [ ~ ~ . ~ ~ ] .  Dazu dient die allgemeine Kon- 
zentrationskoordinate. Beide Koordinaten lassen sich zu 
( 5 )  zusammenstellen. 

1 p M , =  P M 2 . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  ._ I'MN 

Konformationskoordinate -+ 

Dabei unterscheiden sich die Zustande durch Zahl und 
Lage von ,,gebundenen" Wassermolekiilen, Kationen, 
Anionen etc. Wichtig fur die Beschreibung eines derartigen 
Systems sind die relativen Konzentrationen der Zustande 
und ihre Abhangigkeit von a u k r e n  Variablen. Fur die 
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Kinetik ist im allgemeinen ein Relaxationsspektrum zu 
erwarten. 

w(:) - $. 3 ex?(  t i i , )  ( 6 )  

wenn cine kleine sprungartige Storung des Gleichgewichtes 
erfolgt, d. h. daD im allgemeinen eine Uberlagerung von 
Exponentialfunktionen mit unterschiedlichen Zeitkonstan- 
ten 7, und Amplituden pi zu beobachten sein sollte. wenn 
die verschiedenen Zustande in vergleichbaren Konzentra- 
tionen ~ o r l i e g e n ' ~ ~ ] .  

W 
B 

[690361 Reaktionshoordinate - 
Ahh.  (7. Schemstische Darstellunp einer Konzentrationsverteilung Irela- 
l ive  KonK!ntrdtion C,,, in willkiirlichen Einheiten) der unterscheidbaren 
Konformationen cines Proteins, w e  sie zu erwarten ist .  wenn 1. U. eine 
f:nikiltiiii$ hei der Schmelztemperdlur T., als ..Alles-oder-Nichts". 
Froze8 beschrieben werderi kann.  Die Zust inde A und B k6nncn dabei 
j w e i l s  cine Ansammlung vori sehr Bhnlichen Konformationen darstellen. 
die experimentell nicht unterschieden werden[79]. 

Eine bedeutende Vereinfachung ergibt sich, wenn, wie in 
Abbildung 6 schematisch angedeutet, nur die beiden Zu- 
stande Pij und P,, nachweisbar sind. Wenn die Konzentra- 
tion von Zwischenzustanden und deren zeitliche Anderung 
vernachlissigt werden kann, so handelt es sich um einen 
.,AIles-oder-Nichts"-ProzeB. der durch zwei Hrutto- oder 
"steady state"-Geschwindigkeitskonstanten beschrieben 
wird: 

k 
I\ I3 

k 
t 

(7)  

Dabei gehen Informationen iiber die einzelnen Zwischen- 
zustande weitgehend verloren. Die Vereinfachung erlaubt 
aber auch eine einfache geschlossene Losung von umfang- 
reichen kinetischen Gleichungssystemen. da unter quasi- 
stationiiren Bedingungen die zeitliche Anderung der Kon- 
zentration von Zwischenzustanden Null ist ; die Brutto- 
geschwindigkeitskonstanten und r( 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 kooperdtive 
Konformationslnderungen an Proteinen untersucht wor- 
den, die vollig reversibel sind, d. h. in denen der Ausgangs- 
zustand nach einer Storung wieder hergestellt wird und in 
denen ein Parameter experimentell verfolgt wird, der die 
Konformation des Proteins direkt chdrakterisiert. Oft 
verhindern die geringen Konzentrationen - in vielen Fallen 
10 mol/l - Messungen. Manchmal ist es auch 

schwierig. zwischen Anderungen der Konformation selbst 
und der Bindung von kleinen Molekiilen klar zu unter- 
scheiden . 

Wie eingangs erwahnt, sind gerade die kooperativen 
Effekte von besonderer Bedeutung. Leider gibt es keine 
einfach gebauten Makromolekiile. die eine ahnliche drei- 
dimensionale Faltung wie eine Polypeptidkette aufweisen, 
so daO zur Zeit natiirliche I'roteine untersucht werden 
miissen. Um diese kooperativen Effekte innerhalb eines 
Molekiils zu beobachten, sollte auch keine Aggregation 
zwischen den Molekiilen stattfinden. wodurch intramole- 
kulare Prozesse iiberdeckt werden konnen. Das Haupt- 
problem ist, daD in vielen Proteinen, die aus Untereinheiten 
bestehenl6'. 661, eine kooperative Entfaltung oft nicht vijllig 
reversibel istr6"; thermodynamische und kinetische Aus- 
sagen haben dann nur beschrankte Giiltigkeit. 

Die Sauredenaturierung einiger gut untersuchter Proteine 
wie Chymotrypsinogen, Trypsin, Ribonuclease, Lysoqm 
etc. ist zur Zeit das einfachste Modellsystem fur die Unter- 
suchung kooperativer und reversibler Konfonndtions- 
anderungen bei globularen Proteinen. an dem sich auch 
viele biologisch interessdnte Phanomene 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 erfaBtI']. 

Uber diese Umwandlung liegen eine Reihe ausgezeichneter 
Ubersichten vor, welche sich besonders mit den Gleich- 
gewichtseigenschaften befassenLg. 691. In Abbildung 7 ist 
als typisches Beispiel die Umwandlung von Chymotryp- 
sinogen A in saurer Losung als Funktion der Temperatur 
gezeigtf7'- 711. Dabei ist die Anderung der Tryptophan- 
absorption des Proteins nach Ilrreichen des Gleichgewichts 
bei verschiedenen Temperaturen gemessen worden. 

Beim Abkiihlen der Losung ergeben sich wieder die ur- 
spriinglichen Werte ; die Umwandlungskurve kann unter 

I 1 

30 LO 50 60 
(p9037! T YC1- 

Abb.  7. Glcichgewichtskurve der Cmwandlung I von Chymotrypsinoeen A 
bei pH = 2.0 als Funktion der Temperatur .  Dabei wurde die prozentuelle 
Abnahme der Tryptophanabsorpt ion bei 293 nm ( I 2 9 3 )  nach Erreichen 
des Gleichgewichts gemessen. I, und I ,  (- I geben die aus dem 
optischen Verhalten bei niedriger bzw bei hoher I emperatur  extrapolier- 
ten Wrrte  f i r  die l'ormen A und I3 im Umwandlungsbcreich wieder 
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den gegebenen Hedingungen mehrmals durchlaufen wer- 
den. ohnedalJ es zu einer Abweichung von der urspriinglich 
gemessenen kommt, d. h. die Umwandlung ist vollig rever- 
sibel. (Irn Fall von u-Chymotrypsin werden auch die en- 
zymatischen Eigenschaften vollig wiederhergestellt, wenn 
die Renaturierung in saurer Lasung erfolgt, nur zum Teil 
aber in neutrder Losung["].) 

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 
Makromolekuls angesehen ~ e r d e n ~ ' ~ ~ .  Die Teniperatur in 
der Mitte der Umwdndhng wird auch als Schmclztempe- 
ratur T, bezeichnet. 

Die Umwandlung kann rnit den verschiedenen experimen- 
tellen Methoden ausgelost werden ; Anderungen der Tem- 
peratur, des pII-Werts oder des Drucks [GI. (1) ]170-731 
spiegeln ,,Umweltanderungen" wider. Ein spektroskopi- 
scher Nachweis der Konformationsanderung ist unter an- 
dereni bei kinetischen Messungen bis in den Bereich von 
Nanosekunden von Vorteil. Die wichtigsten bisher zur 
Verfolgung der Umwandlung I angewendeten Messungen 
schlieDen neben der Aufnahme von UV- und IR-Absorp- 
tion, optischer Drehung. Fluoreszenz und NMR-Spek- 
tren[68 - 741 auch Messungen der Viskositat. des Sedimen- 
tationsverhaltens, des spezifischen V~lumens["~, der spe- 
zilischen Warme[7h1, der Lo~lichkeit['~] und des Tritium- 
a u s t a u s ~ h s [ ~ ~ ]  ein. 

Eine strittige Frage ist, wie weit sich diese Umwandlung 
als ,,Alles-oder-Nichts"-ProzeD zwischen zwei makro- 
skopischen Konformationen des Proteins beschreiben IaDt, 
ob also bei der Temperatur T, die Hilfte aller MQlekiile 
in der Form A, die andere Halfte in der Form B vorliegt, 
oder ob etwa die HIlfte eines jeden einzelnen Molekiils 
verandert ist und sehr viele verschiedene Konformationen 
in meBbarer Konzentration vorliegen. ahnlich wie es fur 
die Helix-Knauel-I:mwandluncg von langen Polypeptiden 
erwartet wird[*"I. 

Eine Entscheidung dieser Frage aufgrund von Gleichge- 
wichtsmessungen ist schwierig. Folgende Tests konnen 
angewandt werden[.''I : 

1 .  Ein Zwei-Zustlndc-Model1 ist anzunehmen, wenn 
mehrere MeDgroDen sich bei Anderung einer HuDeren 
Variablen um den gleichen relativen Betrag andern. Die 
eben angefiihrten Methoden sollten daher unter ver- 
gleichbaren Bedingungen - dieselbe Gleichgewichtskon- 
stante K [GI. (7)] ergeben. Fur einen solchen Vergleich ist 
oft eine extrem hohe MeRgenauigkeit erfordcrlich : iso- 
sbestische Punkte in den Proteinspektren im Umwand- 
lungsbereich erfiillen z. B. dieses Kriterium. 

2. Ein anderer Test ist die ijbereinstimmung von kalori- 
metrisch gemessener und aus der van't-I Ioff-Gleichung 
bestimmter Enthalpie. Dieser Test hat fur die bisher unter- 
suchten ProteineChym~trypsinogen[~~~, RibonucleaseA["' 
und I , y s o ~ y m [ ~ ~ ~  in saurer Losung ein Zwei-Zustande- 
Modell gut bestatigt. 

3. Ein weiterer Test, der auch bei sehr kleinen Substanz- 
mengen angewendet werden kann, ist die Prufung des kine- 
tischen Verhaltens nach einer schnellen Storungdes Gleich- 
gewichts. 

4. Kinetik der reversiblen Faltung 

Kinetische Messungen liefern neben Informationen zur 
Thermodynamik noch zusatzlich Angaben iiber das zeit- 
liche Verhalten des Systems. Dies ist besonders bei biolo- 
gischen I'hanomenen mit ihrer starken Zeitgebundenheit 
wichtig. Es konnen auch Zwischenzustande rnit sehr 
kurzer Lebensdauer nachgewiesen werden, wodurch eine 
Entscheidung zwischen mehreren moglichen Redktions- 
mechanismen wescntlich crleichtert werden kann. 

4.1. Methoden 

Die Entwicklung kinetischer Methoden erlaubt es, die 
zeitliche Anderung der Konformation nach einer sprung- 
haften oder periodischen Storung eines aul3eren Para- 
meters in GI. (1) iiber viele GroBenordnungen zu verfol- 
g e n ~ ~ 3  851 . pii r sehr schnelle Reaktionen sind das rasche 

Mischen von Losungen in "stop-flow"-Appardten (AMi) 
sowie Relaxationsmethoden, z. B. Temperatursprung- (AT) 
und Drucksprungmethoden (AP), neben Ultraschallmes- 
sungen und Messungen der Magnetischen Kernresonanz 
besonders wichtig. 

Um die Kinetik der Umwandlung I (Abb. 7) zu verfolgen, 
mu13 nur die Ternperatur schnell genug verandert werden 
und die Einstellung eines neuen Gleichgewichts, z. B. an- 
hand der Absorptionsanderung, verfolgt werden. Dies ist 
ein relativ langsamer ProzeD im Sekunden- bis Minuten- 
bereich. Dafur hat sich cine sehr einfache Temperatur- 
sprungmethode gut b e ~ i i h r t ~ ~ " ' :  

Die zu untersuchende Losung befindet sich in einer 
thermostatierbaren Mikrokuvette, die einen besonders 
raschen Temperaturausgleich (Halbwertszeit z Is) zwischen 
Thermostatiertliissigkeit und Losung erlaubt. Die Losung 
kann positiven und negativen Temperatursprungen belie- 
biger GriiBe unterworfen werden, wenn man die Flussig- 
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 fur einen ,,Alles-oder-Nichts"- 
ProzeS 

Im allgemeinen ist fur ein vielstufiges Reaktionssystem vom 
Typ (S), rnit welchem beim Entfalten cines Proteins sicher- 
lichgerechnet werden muD, bei einer kleinenGleichgewichts- 
storung ein Relaxationsspektrum nach (6 )  zu erwarten. Im 
Fall der Denaturierung hochmolekularer DNA beispiels- 
weise wird es auch beobachtet[86. "1. 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 fur die Kinetik 
erfullt sein (s. Abb. X) [13-871:  

''1 b 

L5 40 35 30 25 
-+- T,:o [ " G I  

Abb. 8. ..Alles-oder-Sich[s"-Umwandlung von Trypsin hei pH -. 1.S 
187. 131. D i e  Rclaxationszeit 7 hlngt fur Ternperatursprunge von 38.4 
nach 26.5"C und umgekehrt nicht von der Proteinkonzentration (10 ' 
bis 10 mol I) ab. a) Zeitliche Anderung der optischen Drehung bei 
315nm(-C -0-)undderAbsorption bei293nm(-O-O-),geteilt 
durch die jeweilige (iesamtanderung zwischen t = O  und t = r. (Tempera- 
rursprung aus dem Lmwandlungsbereich bei 39' nach 2O.?:C.) b) IJnab- 
hingigkeit der Relaxationsxit T \om Ausedngszustand (Temperatur (ur 
Zeit Null, T.J und der GriiUe der Storung. Die f'ndtemperatur ist dabei 
konstant gleich 38.4-C.  Die Fehlergrenzen sind durch die unterschied- 
lichen Aiiiplitudcn dcr Relaxationskurven und das dadurch beeinflullte 
Signal, Rauhch-Verhaltnis bestimmt. 

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

2. Die Relaxationszeit is1 unabhingig davon, welcher Para- 
meter verfolgt wird, wie Absorption bei verschiedener 
Wellenliinge, Liislichkeit, etc. 

3. Die Zeitkonstante T hangt nur von dem nach der Storung 
erreichten Endzustand und nicht vom Ausgangszustand 
a b  (Abb. Xb), wie es aufgrund der Gleichung1881 

zu erwarten ist, welche die zeitliche Anderung der Kon- 
zentration von A nach einer sprungartigen Storung be- 
schrei bt . 

Sind diese Kriterien gut crfullt, wie bei der hier diskutierten 
Umwandlung I, so ist cine Beschreibung der Konforma- 
tionsanderung in der Naherung cines ,,Alles-oder-Nichts"- 

Prozesses gerechtfertigt. (Mit sehr empfindlichen kineti- 
schen Mcthodcn lassen sich auch noch schnelle vorgelagerte 
Gleichgewichte nachweisen, die aber rneist nur  wenige 
Prozent der Gesamtanderung ausmdchen'i081.) Es kon- 
nen die Bruttogeschwindigkeitskonstanten fur das Falten 
k und das Entfalten 2 emittelt werden. Die Gleichge- 
wichtskonstante K kann z.B. nach GI. (9) 

aus der relativen Amplitude [AllL0-  [A],= ~, abgeleitet 
werden, die auch die gesamte thermodynamische Informa- 
tion enthalt. Zusammen mit der Definitionder Relaxations- 
zeit 

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

Diese beiden Bruttogeschwindigkeitskonstanten lassen 
sich nach der Theorie des aktivierten Zustandes[*'] als 
,,quasi-thermodynamische GroDen" verstehen, wobei als 
Nullpunkt der Freien Energie der Aktivierung ( A G  oder 
A G )  RT In (kT/h) gewahlt wird (k ist die Boltzmann-Kon- 
stante und h das Plancksche Wirkungsquantum). Fur die 
Entfaltung etwa fuhrt dies zu 

mit A fi als Enthalpie und A s  als Entropie der Aktivierung. 
Dabei kann A f l  aus der Arrhenius-Gleichung oder der 
ersten Ableitung von A G  nach der Temperatur erhalten 
werden. 

1st A Q  selbst noch von der Temperdtur abhangig, so kann 
auch noch cine ,,spezifische Wiirme der Aktivierung" defi- 
niert werden. 

Analoge Gleichungen ergeben sich fur k; die Verbindung 
zu den ublichen thermodynamischen Funktionen im Fall 
des Gleichgewichts wird durch GI. (9) und den Ausdruck 
fur die Freie Energie AGO hergestellt: 

(14) A<;' = - R T l n  K 

4.3. Temperaturabhangigkeit 

Die Relaxationszeit als Funktion der Temperatur fur die 
Umwandlung I von Chymotrypsinogen A, ein typisches 
Beispiel, ist in Abbildung 9 ge~eigt['~]. (Auch die entspre- 
chende Abhangigkeit der Bruttogeschwintiigkeitskonstan- 
ten ist angegeben). Daraus ist ersichtlich, daD unterhalb der 
Umwandlungstemperatur die reziproke Relaxationszeit 
T -  ' gleich der Geschwindigkeitskonstante fur das Falten 
k wird; bei hohen Temperaturen wird 7 - l  gleich <. AuBer- 
dem sind die Menwcrte eingezeichnet. die Eisenherg und 
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Schwert vor rund 20 Jahren e~mittelten~"'. Sie nahmen 
nicht die Tryptophanabsorption. sondern die Loslichkeit 
des Proteins in einem Prazipitationspuffer als MeDgroDe. 
Die gute ubereinstimmung ist u.a. auch eine Stutze fur den 
vorgeschlagenen Ablauf der Urnwandlung. 

10 - 

20 - 

- 
* 4 0 -  

- P 
Y 

60 

1 100 - 

200 -. 

\O 

' 0  

\O I---, : \ o  
50 LO 30 20 10 - T ["CI 

Abb 9 .Re laxa t ionsze i t r ( -O  -0 - ) f u r d i e  Umwand lung l  vonChymo-  
trypsinogen A bei pH = 2.0 in Abhingigkeir von der tndtemperatur ,  
bestimmt durch Verfolgung der zeitlichen Anderung der Tryptophan-  
absorption des Proteins [70. 71 ]. Im Umwandlungshereich sind die 
Rrultogeschwindigkeirskonstanten fur das  EntPdIten ( . . - - )  und I'alten 
k (- - - )  wiedergegeben. Die Wcrte 1 bzw. X erhielten Eisrnherg 
und Schwerr [ 7 7 ]  durch Verfolgung der zeitlichen Anderung der Liislich- 
keit des Proteins. 

Auffallend im Vergleich mit ublichen chemischen Reak- 
tionen in diesem Temperatur- und Zeitbereich ist die hohe 
positive Aktivierungsenergie fur das Entfalten (A a) und 
die starke Temperaturabhangigkeit von A H  fur das Falten 
mit negativen Werten bei hoher Temperatur (Abb. 10). 
Beide Befunde sprechen dafur. daD bei dieser Konformati- 
onsanderung mehrere Elementarschritte notwendig 
~ i n d ~ " ~ *  '"'l. Eine ahnliche Temperaturabhangigkeit wird 
bei der De- und Renaturierung heterogener Biopolymere 
wie DNA und K ~ l l a g e n [ ' ~ * ~ ' ~ ,  aber auch bei Phasenurn- 
w a n d l ~ n g e n [ ~ ~ ]  beobachtet. Damit laBt sich die Umwand- 
lung I in den groBeren Problemkreis der kooperativen, von 
einer Keimbildung abhangigen, Prozesse einordnen. 

Ein wichtiges Ergebnis ist, daD bei solchen Konformations- 
Bnderungen von Proteinen sehr hohe positive, aber auch 
negative Temperaturkoeffizienten fur die Kinetik zu beob- 
achten sind. Die negative Aktivierungsenergie von A H  bei 
hoher Temperatur kann darauf zuriickgefiihrt werden. daD 
mehrere Schritte fur die Keimbildung notwendig sind. die 
ihrerseits die Geschwindigkeit der Faltung bestimmt. Mit 
abnehmender Temperatur ist nicht mehr die Bildung cines 
richtigen Keims. sondern die weitere Faltung der Polypep- 
tidkette geschwindigkeitsbestimmend. 

Eine andere Erklarung ist, daD sich rnit abnehmender 
Temperatur mehr und mehr ,,fakche" Keime bilden. die 

erst wieder geoffnet werden mussen, bevor sich ein richtiger 
bilden kann. Beides fuhrt zu A f i  < O b e i  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 Beitrage zur Freien Energie zum Aus- 
druck kommt. Solche hydrophoben Wechselwirkungen 
konnen fur die Temperaturabhangigkeit der Aktivierungs- 
energie verantwortlich sein. da es sich dabei ja auch um 
schnelle Vorgleichgewichte handelt, die in die Brutto- 
geschwindigkeitskonstanten eingehen. 

0 20 LO 60 0 20 LO 60 
Tl"C1- 1 ["CI-L- 

:: -10 2 l  
L- 
O 20 LO 60 

pxq 1 ["C]  -+ 

Abb. 10. Temperaturabhingigkeit der thermodynamischen und kineti- 
schen Parameter fur die Urnwandlung I von Chymotrypsinopen A.  
a) Freie Energie, b) Enrhalpie, c)  Spcsifische Warme.  Die dunnen Linien 
geben jeweils die Extrapolation der experimentellen Daten an. wenn die 
Anderung der spezifischen Warme AC durch eine lineare Ahhangigkeit 
boil der  Temperatur  beschrieben wird. ( .  0 -0 - )  beseichnet Dalen iius 
kalorimetrischen Messungen [76 ]  und (- ) die C;leichgewichtsdaten. 
Die kinetischen GroBen fur das  Entfalten ( . . . . )  und Falten ( - - ) sind 
angegeben. (Ein Fehler in de r  Messung der  Temperatur  von f O . l  'C und 
der Geschwindigkeitskonstantzn von 5 ?,<, iiber einen Temperaturbereich 
von 10'C ergibt cine Unsicherheit von rund + 4  kJmol-' g r a d - '  bei AC.j 

In Abbildung 10 sind die zur Zeit fur wahrscheinlich ge- 
haltenen Abhangigkeiten der thermodynamischen und 
kinetischen Funktionen von der Ternperatur wiedergege- 
ben, wobei fur die Anderung der spezifischen Warme eine 
lineare Abhangigkeit von der Temperatur angenommen 
ist. (Die Merjgenauigkeit IkDt eine eindeutige Entscheidung 
- o b  und wie A C  von der Temperatur abhangt - nicht zu). 
Durch Integration ergeben sich dann die entsprechenden 
Funktionen fur die Enthalpie und die Freie Energie. Schnei- 
den sich die Kurven fur 1; und k bei niedriger Temperatur. 
so kann auch eine Kalteumwandlung beobachtet wer- 
den[92.931, 

Auf die hetrachtliche Anderung der spezifischen Warme 
wurde besonders von Brandts aufmerksam g e m a ~ h t [ ~ ' ~ .  In 
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Tabellc 2 sind cntsprechende Ergebnisse fur einc Reihe von 
Proteinreaktionen zusarnmengefaDt. Kalorirnetrische Mes- 
sungen an kleinen - unpolaren und polaren -- Molekulen 
zeigen, dalj ihre Wcchselwirkung mit dern Wasser zu 
Anderungen der spezifischen Warme fuhrt'']. 

'l'abclle 2. Anderung der sperifischen Wi rme  bsi konstantem Druck. 
AC'. fur niehrere Proleinreaktionen. 

Kedktion AC Lit. 
. - - - - .. - - -. - - - . - .- - - - 

[kJ mol grad '1 

Chyniotrypsinogrn A 
Soltatat ion 10 C76 I 
Linwandlung I. pH = 2.0. A + B  14 C761 

Ribonuclense A :  Lniwandlung I. pH = 2.8 8.2 [ X I  1 
S-Protein i- S-Peptid + RNase S 2.9 111'1 
tiAPDt1 (Hefe)-. lloloenzym + N A D  7.2 1221 
2-Chymolrypsin . Dimer- Monomer 2.8  I1131 

4.4. pH-Abhangigkeit 

Die Urnwandlung I zeigt nicht nur cine starke und korn- 
plizierte Ternperaturabhangigkeit, sondern die pH-Ab- 
hlngigkeit spiegelt auch die Kooperativitat der Urnwand- 
lung wider. So nirnmt bei den bisher untersuchten Proteinen 
die Geschwindigkeitskonstante der Entfaltung k rnit der 
zweiten bisdritten Potenzder H,O' -Aktivitat zu(Abb. 11). 
Protonen beeinflussen die native Form A als ,,negative" 
Effektoren. indcrn sie diese rnit wachsender Konzentration 
destabi1isi~ren"~I. Die Geschwindigkeitskonstante der Fal- 
tung k wird dagegen nur wenig verandcrt ; sic nirnrnt etwas 
ab. Bei Proteinen, die aus Untereinheiten aufgebaut sind, 
konnen wesentlich kornpliziertere Molekiile als koopera- 
tive Effektoren (E)16' wirken und z.B. die native Form 
stabilisicren. wic es irn Fall von GAPDH aus Hefe durch 
NAD bei hoheren Ternperaturen und pH-Werten zu be- 
obachten istl'gl. 

I ... . . . . 

10V 10.' XI-* 10-l 

p907q [El [rno1111 - 
4 h b .  I1 Gerchwindigkzitskonstanten fur die Konformationsdnderung 
als Funktion der EfTckloikonzenlrdtion [F,]. (-0 o ) t und k fur Chymo- 
trypsinogen A mit 1 1 3 0 '  31s ERektor: Fur  die Extrapolation sind zu- 
sl i t i lkhe Messungen in f Iarnstoffltisungen herangezogen worden L71.951. 
( - - I I;- und k nach chemischer Modifikation (Entfernung der nepa- 
liven Ladung)  von 13 der 16 Carboxygruppen des Chymotrypsinogens A 
[97, 71 1. Die geringen Anderungen in der pH-Abhanpigkeit von k sind 
ein H i n w i s  au f  die St:ibilisierung der Form A durch speiiel le ..Trigger- 
g ~ u p p e n "  ( .  . )  Zurn Verglcich die Kinerik einer ,.allosterischen Um- 
wnndlung" he1 eineni ous vier glcicliartigen Untereinheiten aufgehautcn 
Eiiiynie. der GAPI ) l I  aus Hcie, init &AD als t:tlektorrnolekul (nach 
[ 191). 

Die Abhangigkeit der Bruttogeschwindigkcitskonstanten 
k, k der Konformationsanderung 1aDt sich in beiden Fallen 
durch ein sehr lhnliches Keaktionsscherna beschreiben. So 
gilt fur Trypsin rnit zwei Bind~ngsstel len[~~] 

Die Konzentrationsabhangigkeit von T ergibt sich irn Fall 
von vereinfachenden und gut erfiillten Annahrnen in ge- 
schlossener Form[831. Die Annahrnen sind: 

1. Die Bindung des Effektors ist schnell gegenuber der 
Konformationdnderung (bei Protonierungsreaktionen 
sindGeschwindigkeitskonstantenvonetwa 10101 r n o l - ' ~ - ~  
zu e r ~ a r t e n [ ~ " ) .  

2. Die Anderung der Konzentration an freiern Effektor 
infolge der Gleichgewichtsstorung und Konformations- 
anderung kann vernachlassigt wcrden. 

3. Innerhalb der Formen A und B weisen allc n Bindungs- 
stellen jeweils gleiche Bindungskonstanten fur den speziel- 
len Effektor auf; die Werte fur die beiden Formen sind aber 
verschieden (pK, # pK,,)I6. s 7 3 9 2 1 .  

Aus den Wertcn von und k. z.B. fiir die bei Chyrno- 
trypsinogen odcr a-Chymotrypsin gernessene pH-Abhan- 
gigkcit. ergibt sich unter der Annahrne eines .,Alles-oder- 
Nichts"-Prozesscs, daD drei Bindungsstellen fur Protonen 
rnit einer Bindungskonstante von K, = 0.05 mol/l die native 
Form A in der unprotonicrten Form ganz betrichtlich 
stabilisieren, etwa urn einen Faktor 100-1000 pro Bin- 
dungsstelle. Fur die Bindungsstellen irn Zustand B ergcben 
sich dernentsprechend 100- bis 1000-rnal kleinere Kon- 
stanten K,, die sich (pK-Werte von 3.5-4.5) den fiir Carb- 
oxygruppen in Wasser erwarteten Werten nihern. 

Eine Erklarung fur diesen EinfluD der Protonen auf die 
Konformation ist dadurch gegebcn, daD sich Ionenbindun- 
gen zwischen bestirnrnten Carboxygruppen und positiv 
geladenen Gruppcn. z. H. von Lysin, bilden, die Form A 
~tabi l is ieren~'~~ (vergkichbar den Schnappverschlussen 
eines Koffers). Bis zu fiinf solcher Ionenbindungen sind in 
kristallinern a-Chymotrypsin vorhanden, zwei davon vollig 
von der Losung abge~chirmtl"~'. 

Ein experirnenteller Hinweis auf solche ..Triggergruppen" 
ist die Beobachtung, daB durch Entfernung der negativen 
Ladung von 13 der insgesamt 16 Carboxygruppen in Chy- 
rnotrypsinogen A durch chernische Modifikation die pH- 
Abhangigkeit der Urnwandlung I nicht wesentlich beein- 
flufit wird (Abb. 1 1)1973 711. Dies ist zu envarten, wenn die 
clektrostatische AbstoUung der positiven Nettoladung des 
Proteins in Wasser nur wenig Iu r  Destabilisierung der 
Form A bcitragt. Bei einern solchcn allgernein clektro- 
statischen Effekt wiire eine monotone Abhiingigkeit der 
Gcschwindigkeitskonstantcn von der Ioncnstarke zu er- 
warten, was aber nicht beobachtct wird (Abb. 12a). Der- 
artige loncnverbindungen erklaren auch den fur Carboxy- 
gruppen in Form A gefundenen sehr nicdrigen pK-Wert : 
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Die NBhe einer positiven Ladung bewirkt auch in kleinen 
Molekiilen eine bctriichtlichc pK-Vcrschiebung['X'. 

Abb. 12. EinfluB von einaertigen lonen ( a )  und kleinen Molekiilen ( b )  
auf die Geschwindigkeitskonstanre der  Entlaltung in 8 . 1 0  ' M HCI 
fur (-- ) Chyrnotrypsinogen A. ( - -  Trypsin und (....) Riho- 
nuclrase 113. Y3] .  SlnE piht das  Verhiiltnis dcr Geschwindipkelrskon- 
stanten in? entsprechenden Losungsmi[!clgernisch zu dcr in 8.10-' M HC! 
wieder. a )  j inderung durch /.ugiihe von S a k n  wle NaCl und korrlgicrt 
fur den x k u n d i r e n  SalATekt : h )  Andcrung in Losun~smittelgcmischen 
bci 3 0  C . ,iiifI'cti;i$sii gcscn dic reiiprokc niakrosk~,pi\clic l)iclckiri/i- 
ratskonst;inteL)desCiemischs [Y3]  (-0 n - )  biszu 15 V O ~ . - ~ ,  Dioxan. 
(-0 -O-)biszu25",Athanolund(-A - A-)bis?59,Athylenglykol. 

4.5. Salzeffekte 

Die Entfahngsredktion hangt in komplizierter Wcise von 
der Salzkonzentration ab. Fur k wird ein Maximum ge- 
fundcn. ein Verhalten. das auf zwei entgegengcsetzt wirken- 
dc Einfliisse hinweist. Eine Erklarung fur die Salzabhangig- 
keit von ist. daB bei niedriger lonenstarke durch Bindung 
von Gcgenionen die lonenbindungen destabilisiert werden 
(und damit Form A), wihrend bei hohcren Sabkonzentra- 
tionen die elektrostatische Abschirmuns der Nettoladung 
des Proteins iiberwicgt und abnimmtIy3!. Solche bei klei- 
nen Molekiilen vertrauten und berechtigten SchluDfol- 
gerungen sind aber bei Proteinen nicht immer z ~ l l s s i g [ ~ ~ !  
Bei sehr hohen Sal~kon7entrationen kann es dariiber hin- 
aus wiederum zur Dcstabilisierung der nativcn Form kom- 
men, weil die lonen die Wasserstruktur verlndem1yy.51 

4.6. Variation des Liisungsrnittels 

Geringfiigige Unterschiede bei der Umwandlung I sind zu 
bcobachtcn, wenn sie in schwerem Wasser statt in Wasser 
statttindet (siehc Tabelk 3). Miiplichcrweisc ist das bei 
komplizierten biologischen Systemen['""] gefundene unter- 
schiedliche Verhalten in H,O und D20 Zuni Teil atit' die 
glcichen Ursachen zuriickzufiihren ; dafiir kommcn gering- 
fugige Verhderungen der Wasserstruktur in Frage['"'. 

Mit Losungsmittelgemischen konnen unter anderem kon- 
tinuierliche Anderungcn der Dielektrizitatskonstante, dcr 
ViskositHt etc. errcicht werden. auch konnen die thcrmo- 
dynamischcn Eigenschaften von kleinen Molckiilen in 
diesen Gemischen mit denen von Makromolekulen ver- 
glichen werdenf9". 

In Abbildung 12b sind MeDwerte fiir in rnehreren Lo- 
sungsmittelgemischcn zusammengefaBt. Eine Auftragung 
der rclativcn Freien Energic der Aktivierung SG gegen die 
reziproke Dielektrizitatskonstante D ergibt cine uber- 
raschend gute lineare Korrelation. wie es fur elektrosta- 
tische Wechselwirkungen erwartet wcrden kann. Fur die 
Faltung ergeben sich jedoch keinc so cinfachcn Korrela- 
tionen, insbesondere bei tiefen Temperaturen["]. 8 6  hangt 
in sehr ahnlicher Weise wie die Loslichkeit unpolarer Mole- 
kiile:1"21 von der Liisungsmittelzusammensetzung und der 
Temperatur ab: dies kann als Hinweis auf die Wechsel- 
wirkungen unpolarer Gruppen mit dem Wasser in Form B 
gedeutet ~ e r d e n [ ~ ' *  931. 

4.7. Anderung der kovalenten Proteinstruktur 

Quantitative Daten iiber den EinfluD von chemischen Mo- 
difikationen oder den Austausch von Aminoduren auf die 
Stabilitat der Proteine sind nicht zuletzt bei ihrer techni- 
schen oder medizinischen Anwendung von Bedeutung. 
Dabei eroffnen die jiingsten Erfolge bei der chemischen 
Synthese von Proteinen die Moglichkeit, den EinfluD eines 
Aminosaureaustauschs systematisch zu u n t e r ~ u c h e n ~ ~ ~ ~ ~ .  
Eine andere. weniger systematische Methode ist der Ver- 
gleich von Proteinfamilien oder Proteinen von Mutanten 
oder verschicdenen Spezies. 

4.7.1. Austausch mehrerer Aminosauren 

Ein Beispiel ist die Familie der Serin-Proteinasen wie Chy- 
motrypsinogen A und B. Trypsin, Elastase etc.. in dcnen 
ein Teil dcr Aminosauresequenz iibereinstimmt und auch 
die Kristallstruktur sehr Bhnlich ist (Abb. 3). Auch Stabili- 
tat und Kinetik bei der Umwandlung in saurer Losung sind 
bei diesen Proteinen sehr ahnlich (Abb. 13 und Tabelle 3). 

4.7.2. Chemische Modifikationen 

Mehrere chemischc Reaktionen erlauben eine mehr oder 
weniger gericltc, milde und spezifische Anderungder Seiten- 
ketten von P r ~ t e i n e n " ~ ~ ' .  Eine Modifikation von Carb- 
oxygruppen und ihr EinfluB auf die pll-Abhangigkeit 
wurde bereits envahnt (Abb. 11). 

Ein andercs Beispiel ist die Anderung am aktivcn Zentrum 
von r-Chymotrypsin durch cine Diisopropylphosphoryl- 
(DIP-CT) oder eine Anthraniloyl-Gruppe (AN-CT). die 
jeweils am aktiven Zentrum kovalent gcbunden wcrden. 
Es ergeben sich Unterschiede in der Stabilitat, die vor 
allem auf eine kleincre Entfaltungsgeschwindigkeit zu- 
riickzufiihren sind (Tabelle 3) .  Die fluoresziercnde AN- 
Gruppc erlaubt abcr auch, die Energieiibertragung von 
Tryptophan-Seitenketten zu diesem Chromophor zu ver- 
folgen. Diese Energieubertrdgung ist sehr abstandsemp- 
tindlich1'061, so daD wiihrend der Entfaltung oder Fdltung 
Abstandsmessungen innerhalb des Proteinmolekuls durch- 
gefiihrt werdcn konncn. Auch die auf diese Wcisc erhal- 
tenen kinetischen Ergebnisse stimmen mit dem fur einen 
..Alles-oder-Nichts"-ProzeU erwarteten Verhalten uber- 
einI7". 
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Ahb.  13. Geschwindigkeitskonstante der Fnltung ( k )  fur melirere Mi[- 
glieder eincr Proteinfamilie hei pH = 2.0 in Abhingigkeit voii der 
.lernperntur 113. 931 nach Anderung der kovalenten Struktur :  Austaurch 
\on mehreren Aminosiuren:  (-) Chymotrypsinogen A.  [ . . I 
Chyniotrypsinogen I3 und (- .. .. j Trypsin;  spezifische Lnterbrechung 

kovalenten Proteinstruktur auf die Thermodynamik und 
Kinetik der kooperativen Konforniationsanderung in Pro- 
teinen relativ einfach untersucht und beschrieben werden. 
Dies ist dadurch wesentlich erleichtcrt, dal3 sich diese re- 
versible, partielle Entfaltung mit einem ,,Alles-oder- 
Nichts"-ProzeB zwischen zwei makroskopischen Zustan- 
den des Proteins in sehr guter Niherung wiedcrgeben IaBt. 
Diese Naherung ist bei anderen reversiblen Faltungsreak- 
tionen weniger gut ~ r f i i l l t [ ~ ~ ~ .  'lol, so daB Verallgemeine- 
rungen nicht moglich und bei solch komplizierten, von 
vielen Parametern abhangigen Systemen auch nicht zu er- 
warten sind. Als Modell fur ,,molekulare Schalter" sind 
solche reversiblen Uinwandlungen aber gut geeignet. 

Im Gegensatz zu den kooperativen Umwandlungen von li- 
nearcn Homopolymeren. fur die cine quantitative Be- 
schreibung der Thermodynamik und Kinetik auf mole- 

der Polypeptidkette von Chyrnotrypsinogen A; einmal: ( -  - -) ergiht 

Linien deuten die Abhingigkeit dcr Geschwindigkeitskonstante fur die 
Entfaitiing ( L )  an.  

kularer Basis gelingt, ist man bei globularen Proteinen von 
diesem Ziel noch weit cntfernt. Sclbst die Kenntnis der 
Kristallstruktur, z. B. einer Proteinfamilie (Abb. 3). fiihrt 
noch nicht zu befriedigenden Korrelationen mit der in 

6-Chyniotrypsin. zweimnl: ( .  . . .) m-Chymofrypsin. Die Kreise yehen 
die Mittc dcr [,'inwandlung (TJ wieder. bei der k gleich is1 Die kurrcn 

' l ' abek  3. Kindische Parameter fur die Faltung (+  ) und EnlTaltung (-) bei der Uniwandlung 1 fur inehrere 
Proteiiie in 0.01 u t lCl bei 30 C [ 131. 

Protein 
__ 

._ 

Chyniotrypsinogen A 
6-('hymotrypsin 
z-Chyiiiotrypsin 

AS-Chymotryprin La] 
DIP-Chymotrypsin Lb] 

Chymotrypsinogen B 
' lrypsin 

Tryprin (D,O) 
Ribonuclcase A 

11.1 
6.8 
6.8 
6.8 
7.5 

10.8 
8.4 
8 2  
6.0 

3.90 
4.88 
4.88 
5.10 
5.30 
4.05 
3.77 
3.44 
3.5 

340 
230 
350 
320 
330 
370 
290 
I90 
280 

70 
3 3  
33 
25 
42 
80 
50 
50 
20 

6 
I 2  
12 
I4 
10 

8 
14 
14 

5 

[ a ]  A N  = Anthraniloyl. 
Lb] DIP  -- Diisopropylphosphoryl 

Die Einfuhrung von kovalent gebundenen ,,Reporter- 
gruppen" eroffnet dariiber hinaus eine Moglichkeit, auch 
in solchcn Systemen Konformationsanderungen zu messen, 
in denen andere Parameter optisch schlecht verfolgt werden 
konnen['071. 

4.7.3. Spaltung der Peptidkette 

Wird die Polypeptidkette in globularen Proteinen gespalten. 
so vermindert sich in den bisher untersuchten Fallen dcren 
Stabilitat. Rei der enzymatischen Aktivierung von Chy- 
motrypsinogen A zu 6- und a-Chymotrypsin wird jeweils 
die Peptidkette ein- bzw. meirnal unterbrochen. Die erste 
Spaltung fuhrt auch zu den wichtigsten Anderungen in der 
Kris ta l l~truktur~~'~.  Dies spiegelt sich auch in der Kinetik 
der Umwandlung I wider. Dabei andert sich die Reaktions- 
ordnung nicht; die Reaktion bleibt intramolekular. da die 
Teile der Kette noch durch Disulfidbriicken verbunden 
sind (Abb. 13 und Tabelle 3). 

5. SchluBbernerkungen 

Am Beispiel der Umwandlung I von einigen ,,einfachen" 
globularen Proteinen kann der EinfluD einer ,,Urnwelt- 
Snderung" ( ~ € 1 ,  Temperatur etc.) oder einer Anderung der 

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

Durch die vielfaltigen Wechselwirkungen bei der drei- 
dimensionalen Faltung der Polymerenkette konncn die 
Zeitkonstanten fur verschiedene Umwandlungen um viele 
GroDenordnungen variieren und durch kleine aul3ere An- 
derungen ganz wesentlich vergrol3ert und verkleinert wer- 
den. Dabei sind fur biologische Regelvorgange nicht nur 
schnelle Konformationsanderungen wichtig["'I. Es ist 
denkbar, daB selbst Prozesse wie die Differenzierung von 
Zellen, das Phanomen einer biologischen ,,Uhr" oder die 
Informationsspeicherung im Gcdichtnis wesentlich auf 
kooperativen Konformationsanderungen mit Zeitkonstan- 
ten von Sekunden bis Jahren beruhen kbnnen. Eine Zcit- 
konstante von einem Jahr entspricht einem Unterschied 
der Freien Energie der Aktivierung gegeniiber den in Ta- 
belle 3 angefuhrten Werten von rund -35 kJ/mol, d.h. 
einem Energiebetrag, der z. B. durch den Transfer von drei 
Tryptophan-Seitenketten aus Wasser in eine organische 
Phase (Abb. 4) oder das Aufbrechen von drei Ionenbrucken 
(.A&. 11) kompcnsicrt wird. Solche langsamen, kaum 
untersuchten Konformationsandcrungen kijnnen wahr- 
scheinlich innerhalb cines einzigen Proteinmolekuls 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 rnit anderen Makromolekiilen zu erwarten, 
wodurch die Kooperativitat und die Spezifitat von Ant- 
worten auf Anderung der Urnwelt noch betrachtlich 
erhoht werden kann. 

Diese Arbeit wurde zum Teil durch eine ,,EMBO-longterm 
fellowship" wuhrend des Aufenthalts im Molecular Enzymo- 
logy Laboratory (University Bristol) untersriitzt. All den 
Kollegen, die mir Informationen For, aher auch nach der 
Puhlikation zur Verfugung gestellt haben, mochte irk hier 
ganz besonders danken. 
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Orbitalreihenfolge in Sulfonen und 
Sulfodiimiden[ll 

Von Bnhrrimi S o l ~ u l i i [ ' ~ ,  Hnrrs Bock"] und Roy Appel[**] 

Gegenuber Dialkylsulfoxidcn R,SO['I ist in Dialkylsul- 
fonen R,SO, die Zahl der ,,Schwefel-Valenzelektronen" 
auf insgesamt 1 2  crhiiht. oZur Beschreibyg der o- und K- 
Bindungen ( c i ~ ; ~ ' ) :  1.47 A, d~,$'"~ = 1.45 A[31) miissen da- 
her auch hicr 3 d-Schwefel-Atornorbitale herangezogen 
werden['.''. Eiii qualitatives MO-Schema fur dic >SO,- 
Gruppc kann man durch syrnmetriegerechte Kombination 
von vier Sauerstoff-2p-. zwei o-Bindungs- und zwei 
Schwefel-3d-Orbitalen ableiten (Abb. 1). 

Die qualitativ abgeleitete Reihenfolge der vier obersten 
besetzten Molekiilorbitale. die sich auch durch CNDOI2- 
Rechnungen['' reproduzieren IaRt, sol1 hier durch den 
Vergleich der photnelektronenspektroskopisch bestimm- 

Abh.  1. Qualitatibes MO-Schema fur Dialkylsulfone. 

- 
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Ahh .  7. PE-Spektren von Dimethylsulfon, Dimethylsulfonimid und 
Dimethylsulfodiimid. 
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