Entropie, Bindungsenergie und enzymatische Katalysel™’

Von M. I. Pagel’!

Warum verlaufen enzymkatalysierte Reaktionen so viel schneller als unkatalysierte Reaktionen,
und warum wirken Enzyme so spezifisch? Welchen EinfluB hat die bloBe Anniherung von
Enzym und Substrat, und wie wirkt sich die Spannungsenergie aus? Um diese Fragen zu
beantworten, wurden u. a. Entropieinderungen bei intermolekularen und intramolekularen Reak-
tionen miteinander verglichen und die Innere Energie der Bindung bestimmt, die durch nichtkova-

lente Wechselwirkung von Enzym und Substrat zustandekommt.

1. Einleitung

Alle biologischen und chemischen Strukturen und Prozesse
sind das Resultat von intramolekularen und intermolekularen
Kriften. Die intermolekularen nichtkovalenten Krifte, die
zwei Molekiile zusammenhalten, sind fiir so unterschiedliche
Phanomene wie die Existenz von Dimeren eines inerten Gases
oder die Bildung von Antik6rper-Antigen-Komplexen verant-
wortlich. Auf diesen Kriften beruht auch die Bildung von
Enzym-Substrat-Komplexen; die Innere Energie der Bindung,
die aus der nichtkovalenten Wechselwirkung eines Substrates
mit einem Enzym resultiert, scheint fiir einen grofen Teil
des enormen Geschwindigkeitsunterschieds der enzymkataly-
sierten und der nicht enzymkatalysierten Reaktionen verant-
wortlich zu seint.

Die Wege, auf denen kovalente Bindungen in enzymkataly-
sierten Reaktionen gebildet oder gespalten werden, sind offen-
sichtlich nicht von ungewohnlicher Art; die Mechanismen,
die man einfachen chemischen Reaktionen iiblicherweise zu-
grunde legt, sind auch auf biochemische Reaktionen anwend-
bar. Die VergroBerung der Geschwindigkeit 148t sich bei eini-
gen enzymkatalysierten Reaktionen bereits durch die simple
Anwendung gebrauchlicher chemischer Mechanismen erkla-
ren, z.B. die kovalente Katalyse, bei der sich eine kovalente
Bindung zwischen Enzym und Substrat bildet!?l. Dennoch
kann man aus dem tatséchlichen Reaktionsmechanismus nicht
immer die enorme Steigerung der Geschwindigkeit ableiten,
die durch die Enzymkatalyse hervorgerufen wird. Dies gilt
besonders bei Beteiligung der allgemeinen Sdure- oder Baseka-
talyse. Diese Reaktionswege sind ndmlich nicht besonders
effizient, was man aus der vergleichsweise geringen Geschwin-
digkeitssteigerung schlieBen kann, die beim Ubergang von
einer derartig katalysierten intermolekularen Reaktion zu ei-
ner entsprechenden intramolekularen Reaktion auftritt!> 4],

In der anschlieBenden Diskussion wollen wir uns auf folgen-
de Fragen beschrinken:

1. Warum sind die Geschwindigkeiten enzymkatalysierter
Reaktionen so hoch?

2. Warum reagieren einige kleine unspezifische Substrate,
die im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden werden, so
langsam?

3. Warum ist die Energie der Bindung, die aus der nichtko-
valenten Wechselwirkung zwischen Enzym und Substrat resul-
tiert, so grof3?

[*] Dr. M. 1. Page
Department of Chemical Sciences
The Polytechnic
Huddersfield HD1 3DH (England)
[**] Nach einem Vortrag beim Symposium “Drug-Receptor and Drug-En-
zyme Interactions”, Namur (Belgien), Mai 1976.
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Wir glauben, daB die Beschleunigung der Reaktion durch
Enzyme zum {iberwiegenden Teil der groBen Inneren Energie
der Bindung zwischen dem Substrat und den dichtgepackten,
kovalent miteinander verbundenen Atomen im Protein zuzu-
schreiben ist. Diese Wechselwirkung von Substraten mit Enzy-
men ist groBer als etwa mit dem LOsungsmittel oder mit
Festkorpern, da die Anzahl und moglicherweise die Stirke
der wirksamen Dispersionskrifte in Enzym-Substrat-Komple-
xen groBer als in Enzym-Ldsungsmittel- oder Enzym-Festkor-
per-Komplexen ist. Wir glauben jedoch auch, daB die enzyma-
tische Katalyse nicht vollstindig verstanden werden kann,
wenn man den SubstratbindungsprozeB von den chemischen
Mechanismen der Katalyse trennt, d.h. wenn man versucht,
die Spezifitit bzw. die Beschleunigung der Reaktion gesondert
zu erkldren.

Eine obere Grenze fiir die Geschwindigkeitssteigerung, die
durch Bindung der Reaktanden an das aktive Zentrum eines
Enzyms oder durch kovalente Verkniipfung der Reaktanden
wie in einer intramolekularen Reaktion zu erreichen ist, kann
man aus den unterschiedlichen Entropiednderungen von bimo-
lekularen und monomolekularen Reaktionen abschitzen. Dies
gilt allerdings nur, falls dabei keinerlei Spannungseffekte eine
Rolle spielen. Im folgenden wird gezeigt werden, daB3 theoreti-
sche und experimentelle Studien intramolekularer Reaktionen
zu einem maximalen Wert von etwa 10® mol 17! fiihren.

Ebenfalls werden wir sehen, daB3 es nicht zuldssig ist, anhand
der relativen Geschwindigkeiten einer Serie von intramoleku-
laren Reaktionen vollig neue Theorien iiber die Enzymwirkung
zu beweisen. Unterschiedliche Reaktionsgeschwindigkeiten
kénnen ebenso gut durch unterschiedliche Anderungen der
Entropie und der Konformationsenergie der untersuchten Sy-
steme erklidrt werden.

2. Einige ausgewihlte Probleme

2.1. Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit

Die Geschwindigkeit einer enzymkatalysierten Reaktion ist
um vieles hoher als die einer unkatalysierten Reaktion. Zum
Beispiel verlduft die durch Leber-Esterase katalysierte Esterhy-
drolyse sehr viel schneller als die nicht enzymkatalysierte Reak-
tion!®l. Es entstehen jedoch bereits Probleme, wenn man
diese einfache Feststellung quantitativ betrachten mdochte. Soll
man die Geschwindigkeit einer enzymkatalysierten Hydrolyse
mit der Geschwindigkeit der wasser-, der sdure- oder der
basekatalysierten Hydrolyse desselben Substrates vergleichen ?
Welche Reaktion man auch immer zum Vergleich heranzieht
- die Geschwindigkeit der enzymkatalysierten Reaktion ist
oft um etwa zehn GréBenordnungen héher als die der nichten-
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zymatischen Reaktion. Zum Beispiel ist die Wechselzahl der
durch Leber-Esterase katalysierten Hydrolyse von Essigsdu-
reethylester etwa 10*3mal gréBer als die Geschwindigkeit der
pH-unabhingigen wasserkatalysierten Hydrolyse und immer
noch etwa 10'°mal groBer als die Geschwindigkeit der durch
Hydroxid-lonen katalysierten Hydrolyse bei pHa 7'*. Ein
anderes Beispiel ist die Geschwindigkeitssteigerung der Enoli-
sierung von Dihydroxyacetonphosphat bei der Katalyse durch
Triosephosphat-Isomerase um einen Faktor groBer als 10°(6],
Dies ist allerdings eine untere Grenze, da bei dieser Reaktion
der geschwindigkeitsbestimmende Schritt nicht in der Bildung
oder Spaltung von Bindungen, sondern im Abdiffundieren
des Produkts D-Glycerinaldehyd-3-phosphat vom Enzym be-
steht!9. Es sei hier kurz daran erinnert, daB3 z. B. eine Geschwin-
digkeitssteigerung um den Faktor 10'° die Halbwertszeit einer
Reaktion von 300 Jahren auf 1 Sekunde verkiirzen wiirde.

Eine andere Schwierigkeit liegt darin, dal man manchmal
Geschwindigkeiten von Reaktionen unterschiedlicher kineti-
scher Reaktionsordnung miteinander vergleichen muf}. Dabei
ergeben sich Verhiltniszahlen mit der Dimension einer Kon-
zentration (siche Abschnitt 3).

2.2. Spezifitiit

Wird ein groBes Substratmolekiil vom Enzym nur schwach
gebunden, so kann dies z. B. durch ungiinstige sterische Effekte
erkldart werden. Das Substrat ist einfach zu groB, um in das
aktive Zentrum hineinzupassen. Schwieriger ist es zu verstehen,
warum einige kleine unspezifische Substratmolekiile, diean das
aktive Zentrum von Enzymen gebunden werden konnen, sehr
langsam reagieren. So wird z. B. Chymotrypsin durch das spezi-
fische Substrat N-Acetyl-L-tyrosin-ethylester (1 ) um mehr als
4 x 10"mal schneller acyliert als durch das kleine, unspezifische
Substratmolekiil Essigsdureethylester (2)!7- 8], Die Reaktivitiit
der Estergruppe ist in diesen beiden Molekiilen wahrscheinlich
sehr dhnlich, und das Essigsdureethylestermolekiil sollte in
das aktive Zentrum des Enzyms passen. Dennoch ist seine
Freie Aktivierungsenergie um wenigstens 43 kJ mol ™! héher
als die des groBeren Substratmolekiils.

CH,-CH-CO,Et
O NHAc
HO

(1) (2)

CH3~CO,Et

Mit diesen beiden Problemen, ndmlich der enormen Steige-
rung der Reaktionsgeschwindigkeit und der Spezifitit enzym-
katalysierter Reaktionen, wollen wir uns im folgenden befas-
sen.

3. Anniiherungseffekt und intramolekulare Reaktionen

Im allgemeinen wird angenommen, dal zur Wirksamkeit
der Enzymkatalyse folgende Effekte beitragen:
1. Die kovalente Katalyse,

2. die allgemeine Sdure- oder Basekatalyse,
3. die rdumliche Anndherung der Partner,
4. Spannungen oder Deformationen.

Von kovalenter Katalyse spricht man, wenn eine elektrophi-
le oder nucleophile Gruppe in der Peptidkette des Enzyms
eine kovalente Bindung mit dem Substratmolekiil bildet. Saure
und basische Gruppen konnen dabei als allgemeine Siuren
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oder allgemeine Basen fungieren, indem sie das Substratmole-
kiil protonieren oder diesem Protonen entziehen. Solche Kata-
lysemechanismen sind bereits anderswo!?! gut beschrieben und
sollen deshalb hier nicht weiter behandelt werden. Auflerdem
diirften die Enzyme auch dadurch so wirksam sein, daB sie
die Reaktanden in einen engen Kontakt zueinander bringen.
Dieses Zusammenfiithren der Reaktanden wird als Annihe-
rungs- oder Nachbarschaftseffekt bezeichnet. Enzyme konnten
eine Reaktion auch dadurch erleichtern, daB3 sie Spannungs-
oder Deformationseffekte im Substrat induzieren. Dessen
Destabilisierung kann sowohl geometrischer als auch elektro-
statischer Natur sein oder etwa durch Desolvatation hervorge-
rufen werden. Dieses Phanomen hidngt aber grundsitzlich von
der Energie der Bindung zwischen Enzym und Substrat ab.
Eine derartige, im Substrat induzierte Destabilisierung kann
nédmlich nur dann zu einer Beschleunigung der Reaktion fiih-
ren, wenn sie durch Bindungsenergie ,,bezahlt* wird!"" %!,

Im folgenden wollen wir uns nun besonders mit den Annéhe-
rungseffekten und mit intramolekularen Reaktionen als Mo-
dellen fiir enzymkatalysierte Reaktionen befassen.

Es ist lange bekannt, dal} intramolekulare Reaktionen (a),
bei denen die Reaktanden kovalent miteinander verkniipft
sind, oft sehr viel schneller ablaufen als die analogen intermole-
kularen Reaktionen (b). Solche intramolekularen Reaktionen

A+B — C (b)

+ B + > A.B, —C
Enzym Enzym

(3)

werden haufig als Modelle fiir enzymkatalysierte Reaktionen
herangezogen, bei denen die Reaktanden im Enzym-Substrat-
Komplex (3) in enger Nachbarschaft zueinander festgehalten
werden. Es ist deshalb vorgeschlagen worden, daB ein Enzym
eine Reaktion auch durch diese Annidherung der Reaktions-
partner erleichtern kann.

Das Problem besteht dann darin, die maximale Geschwin-
digkeitsdifferenz zwischen k, (fiir die enzymkatalysierte Reak-
tion) und k, (fiir die nichtkatalysierte Reaktion) [Gl. (c)] allein
auf der Grundlage der Annaherungseffekte abzuschitzen, d.h.
in Abwesenheit von Spannungs- oder Solvatationseffekten so-

A+ B — A-B*

K‘ u (c)

A.B | kkat A-B¥
Enzym Enzym

wie einer besonderen chemischen Katalyse durch das Enzym.
Das Verstdndnis intramolekularer Reaktionen ist fiir die Lo-
sung dieses Problems der enzymatischen Katalyse sehr wichtig,
Wir wollen nun versuchen, die Geschwindigkeitssteigerungen
in diesen Systemen zu erkliren.

Typisch fiir intramolekulare Reaktionen ist eine enorme
Beschleunigung der Reaktion und die Bildung besonderer
Gleichgewichtszustinde. Dies soll anhand einiger Reaktionen
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der Bernsteinsdure und ihrer Derivate demonstriert werden.
Die Gleichgewichtskonstante fiir die Bildung von Bernstein-

Q

CH,-CO,H
CH,-CO,H
o]
X
CH;3;~-CO,H
3 2 E> HyC O + H,0 (e)
CH;—CO,H H,yC
O

sdureanhydrid aus Bernsteinsdure [Gl (d)] ist 3 x 10° mol
17! groBer als diejenige fiir die Bildung von Essigsdureanhydrid
aus Essigsdure [Gl. (e)], eine analoge intermolekulare Reak-
tion!!®!. Ahnlich verhalten sich die Geschwindigkeiten derarti-
ger Reaktionen. So verlduft z. B. die Bildung von Bernsteinsiu-

q o
CUY fl
( \OAY CHa—C—\OAr
/Oe O°
g e,
(]
(4) (5)

reanhydrid aus dem Bernsteinsduremonoester, die iiber einen
intramolekularen nucleophilen Angriff der Carboxylatgruppe
auf die Estergruppierung (4) erfolgt, ebenfalls um etwa 10°
mol 17! schneller als die analoge intermolekulare Bildung
von Essigsdureanhydrid (5)!'!). Die Begiinstigung intramole-
kularer Reaktionen gegeniiber ihren intermolekularen Analo-
ga duflert sich also sowohl in den Geschwindigkeiten als auch
in der Lage der Gleichgewichte. Deshalb bediirfen die Unter-
schiede in der Geschwindigkeit auch keiner speziellen Erkli-
rung durch besonders geartete Aktivierungskomplexe!*.

Da man hierbei jeweils eine monomolekulare mit einer
bimolekularen Reaktion vergleicht, wird die Erhohung der
Geschwindigkeit oder die Verschiebung des Gleichgewichts
durch eine GroBle mit der Dimension einer Konzentration
beschriecben. Aus diesem Grund bezeichnet man die
Geschwindigkeitserh6hung auch als , effektive Konzentration*
oder als ,.effektive Molaritdt®. Dies ist die hypothetische Kon-
zentration, mit der einer der beiden Reaktanden bei der inter-
molekularen Reaktion vorliegen miifite, um diese mit derselben
Geschwindigkeit wie die intramolekulare Reaktion ablaufen
zu lassen.

Die effektiven Konzentrationen oder Geschwindigkeits-
erhhungen sind nun aber keineswegs fiir alle intramole-
kularen Reaktionen gleich groB, sondern variieren in einem
weiten Bereich etwa zwischen 1 und 10'° mol 174,
So ergibt sich z. B. beim Vergleich der intramolekularen
basekatalysierten Enolisierung von 4-Oxopentanoat (6), bei
der die Carboxylatgruppe im fiinfgliedrigen cyclischen Uber-
gangszustand ein Proton entfernt, mit der analogen intermole-
kularen Reaktion von (7) nur eine effektive Konzentration
von 0.5 mol 171!, Demgegeniiber liegt das Gleichgewicht
bei der Dehydratation von Dimethylmaleinsdure (8) zum
fiinfgliedrigen cyclischen Siureanhydrid (9) um etwa 102
mol I ™! weiter auf der Seite des Anhydrids als beim analogen
Essigsiure-Essigsdureanhydrid-System!!® '3,

Vermutlich hat diese grofle Variationsbreite bei der Reak-
tionsbeschleunigung zu der enormen Verwirrung in der Litera-
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tur beigetragen und eine rationale Erklarung der intramoleku-
laren Katalyse erschwert.

Bei dieser stark variierenden Geschwindigkeitserhthung
stellt sich wieder die Frage nach der maximalen Geschwindig-
keitszunahme, die man allein aufgrund der Anniherung, d.h.
durch das rdiumliche Zusammenfiihren der Reaktanden, aber
ohne Mitwirkung von Spannungs- oder Solvatationseffekten
erwarten darf. Bis vor einiger Zeit!!*! galten geringe Reaktions-
beschleunigungen als Normalfall; sie wurden iiblicherweise
zu 55 mol 17! angenommen. Daher schienen groBere beobach-
tete Werte einer besonderen Erklirung zu bediirfen wie etwa
Rotamerenverteilung!! ), Orbitalausrichtung!!®, Stereopopu-
lationskontrolle! 7!, Schwingungsaktivierung!* ®, Einfrieren an
reaktiven Enzymzentren!*?),

Wir glauben hingegen, daB3 solche grofen effektiven Konzen-
trationen oder Geschwindigkeitserhchungen nach den
bekannten chemischen Prinzipien zu erwarten sind!* !4, Falls
uberhaupt etwas eine besondere Erkldrung erfordert, ist es
die Beobachtung einer niedrigen effektiven Konzentration.

Tatsdchlich 148t sich leicht eine obere Grenze fiir die
Geschwindigkeitserhohung ermitteln, die durch die kovalente
Verbindung der Reaktanden, also wie bei einer intramolekula-
ren Reaktion, oder durch ihre Bindung an das aktive Zentrum
eines Enzyms erreicht werden kann. Diese 148t sich aus den
unterschiedlichen Entropiednderungen abschitzen, die bei bi-
molekularen und monomolekularen Reaktionen zu beobach-
ten sind !4 14,

Bei intermolekularen Reaktionen dndert sich die Art der
Freiheitsgrade, bei analogen intramolekularen Reaktionen
nicht. Dies fithrt zu den groBen Unterschieden der Entropiein-
derungen bei den beiden Reaktionstypen. Ein nichtlineares
Molekiil mit n Atomen besitzt drei Freiheitsgrade der Transla-
tion entsprechend seiner Verschiebungsmoglichkeit entlang
den drei Raumkoordinaten. Daneben besitzt es noch drei
Freiheitsgrade der Rotation entsprechend den Rotationsmog-
lichkeiten des gesamten Molekiils um drei durch seinen
Schwerpunkt filhrende Achsen. Damit verbleiben 3n— 6 Frei-
heitsgrade fiir interne Bewegungen des Molekiils, d.h. fiir
Schwingungen und interne Rotationen.

Bei einer bimolekularen Assoziationsreaktion [ Gl. ()] gehen
bei der Produktbildung drei Translations- und drei Rotations-
freiheitsgrade verloren. Zugleich entstehen im Produkt sechs
neue Schwingungszustiande. Bei einer mono- und intramoleku-
laren Reaktion [Gl. (g)] dndert sich hingegen durch die Pro-

A + B = A-B
Translation 3 3 3
Rotation 3 3 3

Schwingung 3n — 6 3n'- 6 3n + 3n'— 6
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duktbildung die Zahl der Translations-, Rotations- und
Schwingungsfreiheitsgrade nicht. Die mit diesen Bewegungen

A B == A-B

—/ N\
Translation 3 3
(g)
Rotation 3 3
Schwingung 3n — 6 3n — 6

verkniipfte Entropie kann leicht aus der Verteilungsfunktion
berechnet werden!!, die einfach die Zahl der Quantenzustiinde
angibt, die das Molekiil bei allen Bewegungszustinden beset-
zen kann.

Die Translationsentropie eines Molekiils ist proportional
zu seiner Masse, zur Temperatur und zu dem ihm zugénglichen
Raum. Bei einem Standardzustand von 1 mol 17! und 298K
tragen im wesentlichen physikalische Konstanten zur Transla-
tionsentropie bei; diese ist deshalb bei den meisten Molekiilen
nur wenig von der Masse abhingig. Die Rotationsentropie
eines Molekiils, das um seinen Schwerpunkt rotiert, ist propor-
tional zu seinem Trigheitsmoment und zur Temperatur und
héngt von der Molekiilsymmetrie ab. Wiederum liefern jedoch
physikalische Konstanten den Hauptbeitrag zur Rotationsen-
tropie, die deshalb nur wenig von der jeweiligen Molekiilgrofe
und -struktur abhingt. Bei internen Rotationen rotieren Grup-
pen des Molekiils um Einfachbindungen. Die diesen internen
Rotationen entsprechende Entropie hdngt vom Tréigheitsmo-
ment und von den Symmetrieeigenschaften der rotierenden
Gruppen ab sowie von den Energiebarrieren dieser Rotationen
und von der Temperatur. SchlieBlich hangt die Schwingungs-
entropie eines Molekiils von den Schwingungsfrequenzen und
ebenfalls von der Temperatur ab.

InTabelle 1 sind einige typische Werte fiir diese Entropiean-
teile aufgefiihrt. Bezogen auf den Standardzustand von f mol 1!
betrdgt die Translationsentropie im allgemeinen etwa 120
bis 150 JK ! mol~!. Diese GroBe ist, wie bereits erwihnt,
nicht sehr stark vom jeweiligen Molekulargewicht abhangig.
Fiir die Mehrzahl der mittelgroflen Molekiile liegt die Rota-

Tabelle 1. Typische Entropiebeitrage aufgrund von Translations-, Rotations-
und Schwingungsbewegungen bei 298 K [14].

Bewegung S°
[JK =" mol~1]

Drei Translationsfreiheitsgrade
Molekulargewichte 20 bis 200

Standardzustand 1 mol 17! 120-148
Drei Rotationsfreiheitsgrade
Wasser 44
n-Propan 90
endo-Dicyclopentadien C;oH,, 114
Interne Rotation 13-21
Schwingungen o= 1000 [cm '] 04
800 0.8
400 42
200 92
100 14.2

tionsentropie bei etwa 85 bis 115 JK ™! mol ™ !; meistens hiingt
sie nicht sehr stark von der GroBe und der Struktur der
Molekiile ab. Auffallend klein ist dabei mit 44 JK ! mol !
der Wert fiir das Wassermolekiil: Fast seine gesamte Masse
ist im Schwerpunkt konzentriert; das bedingt ein kleines Trag-
heitsmoment und infolgedessen eine geringe Entropie. Der
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auf interne Rotationen entfallende Entropieanteil ist gegeniiber
der Gesamtentropie verhdltnisméBig gering. Noch kleiner sind,
auBer bet sehr niedrigen Schwingungsfrequenzen, die Schwin-
gungsanteile.

Diese Angaben gelten nur fiir die Gasphase. Zur Zeit ist
es noch nicht méglich, dhnliche Entropieberechnungen auch
fiir den fliissigen Zustand durchzufithren. Jedoch kann man
die Entropie eines Molekiils in Lésung niaherungsweise unter
Beriicksichtigung von beobachteten oder empirisch abge-
schitzten Verdampfungsentropien bestimmen, die der Entro-
piednderung bei der Uberfiihrung eines Molekiils aus der
fliissigen Phase in die Gasphase entsprechen!® 14, Auf diese
Weise kann man die ungefihre Entropieinderung fiir eine
bimolekulare Reaktion in der Gasphase und in Losung ab-
schitzen (Tabelle 2). Bei einer bimolekularen Assoziations-
reaktion. in der Gasphase bei einem Standardzustand von
1 mol 17! und 298 K beliduft sich der gesamte Verlust an
Translations- und Rotationsentropie auf etwa —220 JK™!
mol ™!, ein Wert, der nur wenig von Masse, Gréfie und Struktur

Tabelle 2. Anderungen der Entropieanteile in JK ~! mol ! bei einer bimoleku-
laren Reaktion fiir einen Standardzustand von 1 mol1™"' und 298K [4, 14].

Produkt oder

Gas A + B =  Ubergangszustand AS
Stranslation 135 135 140 —130
Srotation 100 100 110 - 90
Siatern 12 12 74 + 50
SGesamt 247 247 324 —170
—ASverdampr. | —40 140 160
Produkt oder
Losung A + B = Ubergangszustand — 150

der beteiligten Molekiile beeinflult wird. Dieser Verlust wird
allerdings oft in unterschiedlichem MaBe durch Schwingungen
niederer Frequenz im Produkt oder im Ubergangszustand
kompensiert. Bei vielen Reaktionen mit besonders ,festem*
Ubergangszustand oder mit kovalent gebundenen Produkten
betrigt die Anderung der Inneren Entropie etwa +50 JK !
mol ™ %14 Daraus kann man die Gesamtentropieinderung
zuetwa —170 JK ™! mol~! abschitzen. In dieser GroBenord-
nung liegen nun tatsdchlich viele experimentell bestimmte
Werte fiir bimolekulare Reaktionen in der Gasphase!* !4l
In Losung ist die Entropieinderung bei einer bimolekularen
Reaktion schétzungsweise nur um etwa 20 JK ~! mol ! gerin-
ger als in der Gasphase (auf den gleichen Standardzustand
von 1 mol 17! bezogen). Dies kommt daher, da} das Produkt
oder der Ubergangszustand gewdhnlich einen héheren Siede-
punkt besitzt als die Reaktanden und damit eine etwas negati-
vere Entropie fiir die Uberfiihrung aus der Gasphase in die
Losung aufweist (Tabelle 2)t4.

Diese Vorstellungen sind mit dem experimentellen Befund
im Einklang, daf} die Gleichgewichtslage und die Aktivierungs-
entropien von Diels-Alder-Reaktionen (— 125 bis —170 JK !
mol ™ !)in der fliissigen Phase und in der Gasphase sehr dhnlich
sind. Viele andere bimolekulare Assoziationsreaktionen wei-
sen, sofern sie frei von Solvatationseffekten sind, dhnlich stark
negative Entropieinderungen in Ldsung aufl* 714,

Da diesem grof3en, fiir eine bimolekulare Reaktion typischen
Entropieverlust entgegengewirkt werden kann, indem die
Reaktanden entweder an das aktive Zentrum des Enzyms
gebunden werden [Gl. (c)] oder die Reaktion intramolekular
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durchgefiihrt wird [Gl. (a)], kann man nun den durch Annihe-
rung maximal erreichbaren Vorteil hinsichtlich der Entropie
abschitzen [GL. (h)].

A+B A---B A—-B (h)
Llockerer* fester* Maximum
Ubergangs- Ubergangs-
zustand zustand
oder Produkt oder Produkt
AS[JK ™' mol™]  —40 ~150 -210
Effektive 10* 108 1ot!
Konzentration
[mol 171]

Die theoretisch zu erwartende, am stirksten negative Entro-
piednderung fiir eine bimolekulare Reaktion betrigt ungefahr
—210JK "' mol~?, was bei 298 K etwa 63 kJ mol " entspricht
und eine solche Reaktion um den Faktor 10!! mol 17! ungiin-
stiger macht. Dieser Fall ist jedoch duBerst selten zu beobach-
ten. Im allgemeinen wird dieser groB3e Verlust an Translations-
und Rotationsentropie durch eine Entropiednderung von etwa
+60 JK ! mol ! kompensiert, die von Anderungen interner
Bewegungszustinde beim Ubergang von den Reaktanden zum
Produkt oder zum Ubergangszustand und von unterschied-
lichen Verdampfungsentropien von Reaktanden und Pro-
dukten herriihrt. Dies fiihrt bei bimolekularen Reaktionen zu
einer Gesamtentropieinderung von etwa —150 JK ! mol ™1
Da dieser Entropieverlust aber weder bei einer Reaktion auf-
tritt, bei der die Reaktanden an das aktive Zentrum eines En-
zyms gebunden sind [GL. (c)], noch bei einer intramolekularen
Reaktion [Gl. (a)], betrigt die ungefihre maximale effektive
Konzentration oder Geschwindigkeitserhdhung bei solchen
Reaktionen allein aufgrund der Entropieverhiltnisse etwa 10°
moll~ ! Beidervergleichsweise selteneren bimolekularen Reak-
tion, bei der ein besonders ,lockerer* Ubergangszustand oder
ein entsprechendes Produkt auftritt, wird die Assoziation sogar
noch weniger durch die Entropieterme benachteiligt sein, da
die Entropie der niederfrequenten Schwingungen im ,locke-
ren* Komplex den starken Verlust an Translations- und Rota-
tionsentropie ausgleicht!* 4, Die Geschwindigkeitserhhung
bei der analogen intramolekularen Reaktion wird dementspre-
chend kleiner ausfallen und im Bereich von 100 mol 1*
oder darunter liegen.

Es muf} hier ausdriicklich darauf hingewiesen werden, daf3
sich diese Entropieunterschiede nicht notwendigerweise auch
in den gemessenen Entropiednderungen einer Reaktion wider-
spiegeln miissen. Letztere werden ndmlich stark durch
Losungsmitteleffekte beeinfluBt und sind daher schwierig zu
interpretieren!”.

Wir fassen zusammen: Geschwindigkeitserh6hungen von
etwa 10% mol1~! bei intramolekularen enzymatischen Reaktio-
nen sind allein schon aufgrund der unterschiedlichen Entro-
piednderungen bei bimolekularen und bei monomolekularen
Reaktionen zu erwarten. Reaktionen, deren Geschwindigkeit
noch weiter erhGht ist, verdanken dies vermutlich zusitzlichen
Beitridgen aufgrund von Unterschieden der potentiellen Ener-
gie. Geringere Geschwindigkeitserhohungen konnen entweder
die Folge eines ,,lockeren* Ubergangszustands oder Produktes
sein oder von ungiinstigen Entropiednderungen herriihren.
Als solche kdimen der Verlust an internen Rotationen und/oder
Anderungen der potentiellen Energie bei der intramolekularen
Reaktion in Frage!*l.

Es ist lehrreich zu untersuchen, wie diese Faktoren zu
der beobachteten grofen Variationsbreite der Geschwin-
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digkeitserhhungen bei intramolekularen Reaktionen fiihren
konnen. Solche Unterschiede haben ndmlich oft zur Be-
griindung neuer Konzepte oder Theorien iiber die enzy-
matische Katalyse herhalten miissen. Unserer Meinung nach
140t sich die Vielfalt der Reaktionsgeschwindigkeiten bei den
Systemen, die von den Befiirwortern dieser Theorien angefiihrt
werden, durch die vorhandenen Vorstellungen von Entropie-
und Spannungsenergieeffekten zufriedenstellend erkliren!®l.

4. Spannungsenergieeffekte

Im Verlauf der intramolekularen Reaktion, die in jedem
Fall einen Cyclisierungsschritt einschlieBt, werden oft Span-
nungen in das Molekiil eingefiihrt, manchmal wird es aber
auch entspannt. Solche Anderungen kénnen folglich die effekti-
ve Konzentration verringern oder erhéhen. Als Modelle fiir
Anderungen der Spannungsenergie, die bei cyclisierenden Mo-
lekiilen auftreten, mogen uns die analogen Kohlenwasserstoff-
systeme dienen!*, Die Spannungsenergie eines Kohlenwasser-
stoffs kann man entweder mit einem molekiilmechanischen
Verfahren (,,molecular mechanics procedure®)?® oder nach
einem Gruppenadditivitdtsschema (,group additivity sche-
me*)!2! bestimmen. Tabelle 3 zeigt Beispiele fiir Anderungen
der Spannungsenergie, die bei der Cyclisierung einiger Kohlen-
wasserstoffe auftreten'?° 221, AuBerdem sind die geschiitzten
Entropiednderungen aufgefiihrt, die sich aus der verringerten
Maoglichkeit zu internen Rotationen aufgrund der Cyclisierung
ergeben!*),

Tabelle 3. Geschitzte relative Energieinderungen in kJ mol ™! fiir die Ring-
schluBreaktion von Kohlenwasserstoffen bei 298 K (sieche auch Abb. 1).

System AH[20,22} —TAS log Krer
Spannung Int. Rotation logk,q

AN — Q 10) 335 16.3 00

ﬁb — ﬁ% (1) 268 109 21

— 12
C O "7 s 109 26
o L — O " 109 43

— (15, 1338 54 45

Fb — @ (16) _ 4.2 54 85

Aus der Kombination dieser Daten kann man die relativen
Geschwindigkeiten oder Gleichgewichtskonstanten fiir eine
Reihe von intramolekularen Reaktionen voraussagen, an de-
nen dhnliche Strukturen wie diese Kohlenwasserstoffe beteiligt
sind. So sind z. B. in Abbildung 1 fiir eine Reihe von Dicarbon-
sduren!!?! die beobachteten relativen Gleichgewichtskonstan-
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Abb. 1. Relative Gleichgewichtskonstanten K,ei(exp fiir die Anhydridbildung
aus Dicarbonsiuren aufgetragen gegen Kl fiir die Cyclisierung der ent-
sprechenden Kohlenwasserstoffe [Produkte (10),( 11 ),(12),( 14 )siche Tabel-
le 3; (17) bis (20) siehe unten].
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Abb. 2. Relative Geschwindigkeitskonstanten K¢ cxp) flir die sdurekatalysierte
Lactonisierung von Hydroxysduren, aufgetragen gegen Kyeicare) fiir die Cycli-
sierung der entsprechenden Kohlenwasserstoffe [Produkte (10), (11), (15),
(16) siehe Tabelle 3; (19), (21 ) bis (23 ) siehe unten].

ten gegen die entsprechenden vorausgesagten Werte aufgetra-
gen, die nach der oben beschriebenen Methode berechnet

o D A

(17) (18) (19) (20)

(21)
(22) (23)
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worden waren. Dieser Vergleich zeigt z. B., daB die Anderung
der Spannungsenergie bei der Cyclisierung von 2,3-Dimethyl-
2-buten (13) zu 1,2-Dimethylcyclopenten (14) als Modell
fiir die Cyclisierung von Dimethylmaleinsiure (8) zu Dime-
thylmaleinsdureanhydrid (9) dienen kann. Dies Verfahren
ist dadurch gerechtfertigt, daB die Spannungsenergie in erster
Niherung eine Funktion der RinggroBe eines Molekiils und
nicht so sehr der beteiligten Atome ist'*l. In Abbildung 2
sind Daten fiir die Hydroxysduren und Lactone aufgefiihrt,
die zur Rechtfertigung des Konzepts der ,,Orbitalausrichtung®
herangezogen wurden!! %], sowie fiir die entsprechenden Koh-
lenwasserstoffe. Die Brauchbarkeit solcher Modelle ist selbst-
verstiandlich begrenzt. Dennoch darf man aufgrund der Ergeb-
nisse sagen, daB bei einer Reihe von intramolekularen Reaktio-
nen die Vielfalt der Gleichgewichtslagen und Reaktionsge-
schwindigkeiten allein auf die unterschiedlichen Spannungs-
energien von Reaktanden und Produkten oder Ubergangszu-
stinden und auf die unterschiedlichen Entropiednderungen
aufgrund des Verlustes an internen Rotationsmdéglichkeiten
zuriickzufiihren ist!*). Viele andere homologe Reihen von intra-
molekularen Reaktionen sind in entsprechender Weise ausge-
wertet worden und zeigen dhnlich enge Korrelationen!*?,

5. Reaktionen mit ,,Jockeren” Ubergangszustiinden

Bimolekulare Reaktionen, die ,,Jockere” Ubergangszustinde
durchlaufen, sind entropisch weniger ungiinstig als solche mit
festen® Ubergangszustinden' 4%, Dies riihrt daher, daB die
den niederfrequenten Bewegungszustinden entsprechende En-
tropie des Ubergangszustands den groBen Verlust an Transla-
tions- und Rotationsentropie aufwiegt. Folglich sollte bei
der analogen intramolekularen Reaktion die Geschwindig-
keitserhohung oder die effektive Konzentration geringer
ausfallen. Dies ist bei Protoneniibertragungsreaktionen
der Fall: Alle bisher untersuchten Reaktionen, die eine
intramolekulare allgemeine Sdure- oder Basekatalyse ein-
schlieBen, sind durch niedrige effektive Konzentrationen cha-
rakterisiert. Das scheint gleichermaBen fiir die Ubertragung
von Protonen auf elektronegative Atome und Kohlenstoffato-
me wie auch von diesen auf andere Gruppen zu gelten!*.
Der Grund besteht vermutlich darin, daB3 bei solchen Reaktio-
nen entweder ein sehr lockerer wasserstoffverbriickter Kom-
plex als Ubergangszustand vorkommt oder ein diffusionskon-
trollierter geschwindigkeitsbestimmender Schritt auftritt!*4],
Deshalb bringt offenbar bei einer allgemein sdure- oder baseka-
talysierten Reaktion ein Wechsel von der intermolekularen
zur intramolekularen Reaktion keinen besonderen Vorteil.

Dies 148t sich besonders schén anhand der intramolekularen
basekatalysierten Aminolyse von Acetylimidazol durch Diami-

O
| O
HzN/N H—N”/C—?m —> H,N NH—-C:/ + ImH
Me AN Me
{24) (25)
N H, (||) A Ng
RNHy © H{N Y C4Im Im= ()
(26) R Me
(26)

ne (24 ) belegen, bei der Amide (25) und Imidazol entstehen.
Die effektive Konzentration betrigt im Vergleich zur analogen
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intermolekularen Reaktion der Amine (26) nur etwa 1 mol
171031 Wegen der geringen Abhingigkeit von der Diaminstruk-
tur kann der EinfluB der potentiellen Energie bei dieser Reak-
tion nicht wichtig sein!®. An der allgemeinen Basekatalyse bei
der intermolekularen Reaktion der Amine ( 26 ) ist wahrschein-
lich die geschwindigkeitsbestimmende, diffusionskontrollierte
Begegnung zwischen dem tetraedrischen Zwischenzustand und
der Base!?%, entsprechend k; in GL. (i), beteiligt. Der Uber-
gangszustand ist deshalb sehr locker, und der bimolekulare

o° 0P
® | k2 @ | schnell
RNHZ—(I:—II‘O + B —> B.RNHZ—(I:—II’O ————> Produkte (i)
Me Me

Schritt (k) wird mit einer geringen Entropiednderung einher-
gehen, die wiederum zu der niedrigen effektiven Konzentration
der intramolekularen Reaktion beitrégt.

Ahnlich liegen die Verhiltnisse bei der Aminolyse von Ben-
zylpenicillin ( 27 ). Die Geschwindigkeitskonstante der unkata-
lysierten Reaktion von Benzylpenicillin mit Ethylendiamin
ist mindestens 25mal groBer als bei der Reaktion mit einem
Monoamin gleicher Basizitit. Das deutet auf eine intramoleku-
lare allgemeine Basekatalyse. Jedoch ist der Effekt, der dem
intramolekularen Charakter selbst zuzuschreiben ist, gering.

S.__Me
Me (27)

N
o COH

H
PhCH,~CO-N

Die effektive K onzentration betrdgt im Vergleich mit der inter-
molekularen allgemein basekatalysierten Reaktion nur etwa
1moll~*, was wiederum auf einen ,lockeren* Ubergangszu-
stand hinweist!2%.,

Zusammenfassend konnen wir feststellen, daB es im Falle
eines besonders ,lockeren“ Ubergangszustandes kaum oder
gar nicht vorteilhaft ist, wenn der Katalysator und einer der
Reaktanden kovalent verbunden sind.

6. Bindungsenergie und enzymatische Katalyse

Das Zusammenbringen zweier Molekiile ist entropisch un-
giinstig. Obwohl die Situation fiir ein enzymgebundenes Sub-
strat [Gl. (c)] dhnlich ist wie bei einer intramolekularen Reak-
tion [GL. (a)], bei der dieser groBe Entropieterm fehlt, fiihrt
natiirlich die primdre Bindung des Substrats an das Enzym
zu einer fiir die Katalyse ungiinstigen Entropieéinderung. Falls
die Katalyse wirksam sein soll, muB} dieser groBe Entropiever-
lust durch die Bindungsenergie ausgeglichen werden, die von
der giinstigen nichtkovalenten Wechselwirkung zwischen Sub-
strat und Enzym herriihrt.

Die Bedeutung der Enzym-Substrat-Bindung wird Klar,
wenn die Substratkonzentration niedriger als die Michaelis-
Konstante Ky, ist und die Reaktionsgeschwindigkeit Vmax/Ku
betrigt. In diesem Fall fiihrt eine zunehmende Bindungsstirke,
entsprechend einem kleineren Ky-Wert [siche Gl. (c)}, zu einer
groBeren Reaktionsgeschwindigkeit. Wir wollen zwei Beispiele
betrachten, bei denen die Bindungsenergie den Entropieverlust
ausgleicht, der bei der unkatalysierten Reaktion auftritt. Im
ersten Fall soll es gar keine chemische Katalyse durch das
Enzym geben, im zweiten Fall soll das Substrat mit einer
katalytisch wirksamen Gruppe des Enzyms reagieren!*: 7.
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6.1. Reaktion ohne chemische Katalyse durch das Enzym

Nehmen wir an, daBl zwei Verbindungen A und B ohne
Katalyse miteinander reagieren und einen Ubergangszustand
AB¥ durchlaufen. Die Freie Aktivierungsenergie moge will-
kiirlich in Anteile der Aktivierungsenthalpie und der Aktivie-
rungsentropie zerlegt werden [Gl. (k)]. Derselbe Ubergangszu-

-Tas? u*
A+ B —— A.B ‘A—_‘ AB*
] 4Gy HAC““' (k)
AG, kat
A+ B + Enzym —= | AB , —~—  AB?

+
H
Enzym oder A

Enzym

stand moége auch erreicht werden, wenn die Reaktanden an
das aktive Zentrum eines Enzyms gebunden sind. Wir betrach-
ten demnach einen ProzeB, bei dem keinerlei chemische Kata-
lyse durch das Enzym erfolgt; das Enzym hat also nur die
Funktion, die Reaktanden zusammenzubringen. Jede
VergroBerung der Reaktionsgeschwindigkeit ist daher dem
Unterschied zwischen der Enthalpie der Bindung von Enzym
und Substraten und der Entropie der Assoziation von Enzym
und Ubergangszustand zuzuschreiben [Gl. ()] Der Term
TAS, stellt in Gleichung (1)

AGia =AH,—-TAS, M

den ungiinstigen Entropieverlust aufgrund der Wirkung des
Enzyms als Katalysator dar. Jeder UberschuB an Innerer
Bindungsenergie gegeniiber diesem Entropieverlust wird als
Katalyse der Reaktion in Erscheinung treten. Bildlich betrach-
tet kann man den Entropieeffekt auch als ,,Entropiespannung®
ansehen, die durch die Bindungsenergie iiberwunden werden
muB,

6.2. Reaktionen mit einer Gruppe des Enzyms!”

Auch hier nehmen wir an, daBl zwei Molekiile A und B
zu einem Ubergangszustand AB* zusammentreten. Diese
Reaktion wollen wir diesmal aber mit der analogen Reaktion
vergleichen, bei der B kovalent an das Enzym gebunden ist
[Gl (m)]. Ein etwaiger Gewinn an Freier Energie bei der

- *
A+ B = AB ELLN A-BY
AGya
(m)
AGS kkat
A + B-Enzym =—=| A B ———> A*B*]
Enzym °*%  Enzym

enzymatischen Reaktion wird dann durch Gleichung (n) be-
schrieben. Diese geht in die einfachere Gleichung (o) iiber,
wenn man annehmen darf, daB die Aktivierungsentropie
TAS* gleich der Entropieinderung TAS; ist, die der Bindung
des Substrats A an das Enzym entspricht. Diese Annahme
trifft, wie wir bereits gesehen haben, anndhernd zu.

AGia =AH,+TAST —TAS, (n)
AGya=AH, (0)

In diesem Fall ist der Katalysebeitrag direkt durch die Energie
der Bindung zwischen Enzym und Substrat gegeben. Daraus
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wird der Vorteil einer kovalenten Katalyse bei enzymatischen
Reaktionen deutlich.

Es muB an dieser Stelle nochmals betont werden, daB3 sich
die GroBen, auf die hier Bezug genommen wird, nicht in
den meBbaren Werten der Reaktionsenthalpie und Reaktions-
entropie widerspiegeln, die zum groBen Teil durch Solvata-
tionseffekte bestimmt werden.

Bevor wir fortfahren, die GroBe der Energie der Enzym-Sub-
strat-Bindung zu betrachten, soll kurz darauf hingewiesen
werden, daB die klassische Trennung von Spezifitit und Kata-
lyse moglicherweise nicht gerechtfertigt ist!'1. Oft wird namlich
der SubstratbindungsprozeB, den man etwa mit dem ,,Schliis-
sel-Schlof3“-Modell beschreiben kann, als ein Vorgang behan-
delt, der mit der katalytischen Beschleunigung nichts zu tun
hat, die man mit den Mechanismen der klassischen Chemie
zu erkldren versucht. In Wirklichkeit duBern viele Enzyme
ihre Spezifitdt aber eher durch die Katalysegeschwindigkeit
als durch die Substratbindung.

Bei der Herleitung von Gleichung (o) haben wir einfach
TAS* =TAS, gesetzt. Dies wird niherungsweise fiir gute, fest
gebundene Substrate gelten. Schlechte Substrate hingegen wer-
den weniger fest gebunden, da ihre Bindung oft mit einer
geringeren Enthalpiednderung verbunden ist. Zugleich ist bei
ihnen der Entropieverlust geringer, so daBl TAS, kleiner als
TAS* werden kann. Da bei einer solch schwachen Bindung
aber der Entropieverlust u. U. nicht geniigt, um den Uber-
gangszustand ganz zu erreichen, muBl ki, kleiner werden.
Zugleich sollte sich die scheinbare Freie Bindungsenergie beim
schlechteren Substrat kaum #ndern, falls die Anderung von
TAS;, gerade durch die Anderung der Bindungsenthalpie AH
ausgeglichen wird. Im wesentlichen wird sich die groBere Inne-
re Energie der Bindung guter Substrate also eher in einer
Reaktionsbeschleunigung als etwa in einer zunehmenden Bin-
dungskonstante dullern. Nur fiir den Fall TAS;=TAS* wird
sich eine gréBere Wechselwirkungsenergie bei guten Substra-
ten in einer stdrkeren Bindung niederschlagen.

7. Die Grofle der Bindungsenergie

Die gemessenen Werte der Freien Energie fiir die Bindung
von Substraten an Enzyme sind hiufig kleiner als die eigent-
liche Bindungsenthalpie, da ein GrofBteil der Bindungsenergie
zum Ausgleich des Entropieverlustes und moglicherweise fiir
eine Destabilisierung der Reaktanden ,,aufgebraucht* wird!'1.
Es gibt nun einige Beispiele fiir Bindungen zwischen Proteinen
und anderen Molekiilen, bei denen die hohen Werte fiir die
Freie Bindungsenergie auf eine sehr viel groBere Wechselwir-
kungsenergie hindeuten als iiblicherweise angenommen wird.

Tabelle 4. Einige Beispiele fiir groBe Bindungsenergien [7].

System Bindungs- —-AG Lit.
konstante [kJ mol™!]
[mol 171]
1. Campher/Fe!-Cytochrom
P 450 22x108 46 [30]
2. Amethopterin/Dihydro- 1010 57 [31]

folatreduktase
. Amethopterin/Reduk-

w

tase-NADPH-K omplex 10"! 63 [32]
4. Biotin/Avidin 1045 85 [33]
5. Glucose-1-phosphat/
Phosphoglucomutase 10*° 85 {34, 7]
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In Tabelle 4 sind die Bindungskonstanten fiir einige Assozia-
tionsreaktionen mit sehr groBen Freien Bindungsenergien wie-
dergegeben!”!. Daneben gibt es viele Beispiele fiir eine sehr
starke Assoziation von groBen Molekiilen. Hier seien nur
drei Beispiele erwihnt: die Bildung von Komplexen zwischen
Proteininhibitoren und proteolytischen Enzymen!?” - die Dis-
soziationskonstanten haben so enorm niedrige Werte wie 10713
mol 171; die groBe Affinitit des lac-Repressors zu seinem
spezifischen Bindungsbereich in der E.-coli-DNA — der Halb-
sittigungswert fiir die Bindung des Repressors an den Operator
liegt bei einer Repressorkonzentration von 10712 mol 171[281;
und schlieBlich Antikorper-Antigen-Komplexe — so betragt
die Dissoziationskonstante fiir den Komplex zwischen einem
IgM-Antikorper vom Hai und dem dinitrophenylierten Virus
®X-174 nur 6 x 1072 mol 1~ '2%3, Die Komplexe zwischen
Serinproteinasen und Proteininhibitoren verdanken ihre grofle
Stabilitdt nicht etwa einer kovalenten Verbindung zwischen
beiden Proteinen, sondern einer Vielzahl von nichtkovalenten
Wechselwirkungen!?°®!. Natiirlich findet man in diesen Kom-
plexen sehr viele Kontakte, so daB die GroBenbestimmung
der cinzelnen Krifte schwierig ist. Besser abschitzen kann
man die Innere Energie fiir die Bindung eines Molekiils an
ein Protein aus der Zunahme der Bindungsenergie, die man
beobachtet, wenn dieses ,,Molekiil* Strukturbestandteil eines
groBeren Molekiils ist. Diese Art von Bindungsvermittlung
bezeichnen wir als ,,Ankerprinzip“!!},

8. Das Ankerprinzip!!!

Die Innere Bindungsenergie einer kleinen Gruppe (eines
kleinen ,,Molekiils“) A kann durch Vergleich der Freien Bin-
dungsenergien des grofleren Molekiils B und des Molekiils
A—B, mit A als kovalent gebundenem Substituenten, ermittelt
werden. Die starke Bindung des kleinen Molekiils A an ein
Enzym geht notgedrungen mit dem Verlust an Translations-
und Rotationsentropie einher, was wiederum einen ungiinsti-
gen Beitrag zur gesamten Anderung der Freien Energie liefert.
Ist A jedoch Teil des Molekills A—B, so geht der grofite
Teil der Entropie bereits bei der Bindung von B an das Enzym
verloren; der Entropieverlust bei der Bindung von A—B wird
etwa ebenso groBl wie bei der Bindung von B allein sein,
entsprechend TAS s~ TASg. Die Differenz in den Freien Bin-
dungsenergien von A—B und von B entspricht daher ungefihr
der wirklichen Bindungsenergie von A [GL. (p)].

AGAB —AGB =AHAB —TASAB —AHB +TASBQAHAB —AHB
(p)
AGAB"AGB% AHA

Folglich ist die Differenz AGag—AGpg sehr viel grofer als
die beobachtete Freie Energie fiir die Bindung von A, AGa,,
da AG, noch den ungiinstigen Entropieterm enthilt.

Zusitzlich ergibt sich aus dem Vergleich von AG, mit
AGap—AGs eine untere Grenze fiir den Entropieverlust bei
der Bindung von A [GL. (q)].

AGAB—AGB—-‘AGA:AHAB—AHB—AHA+TASA

(@
AGap—~AGg—AGa~ TAS,

In Tabelle 5 sind Werte fiir die Bindung einiger Molekiile
an das Protein Avidin aufgefiihrt®3. Harnstoff (28) wird
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Tabelle 5. Dissoziationskonstanten K einiger Avidinkomplexe bei T=298 K
[33]. (28): Beispiel fiir A; (29), (30): Beispiele fiir B; (31): Beispiel fiir
A—B.

Avidin-S—K—‘ Avidin +8

S K —AG [kI mol™]
H,N-CO-NH, (28) 3.6x10°2 8
S\SB\(CHZ)A,COZH (29) Tx1077 =35
H,N  NH,
2 ; 3x1077 ~37
57 (CH,y)4COH (30
X
HNT NH

U\ 10-15 ~85
SN (CH, 1 COH  (31)

nur schwach an Avidin gebunden, doch ist die Differenz zwi-
schen den Freien Energien fiir die Bindung von Biotin (31)
einerseits und den dhnlich gebauten Molekiilen ohne die Harn-
stoffgruppierung [(29) und (30 )] andererseits sehr viel groBer
als die Freie Bindungsenergie von Harnstoff. Natiirlich ist
die Harnstoffgruppierung im Biotin kein ideales Modell fiir
das Harnstoffmolekiil; anhand dieses Beispiels 1d3t sich das
Prinzip aber sehr schon erkldren. Falls namlich der zu erwar-
tende Verlust an Translations- und Rotationsentropie im we-
sentlichen bei der Bindung des Ankermolekiils B auftritt, das
in diesem Fall das Biotinanalogon (29) oder (30) ist, dann
kann das Ankoppeln einer Harnstoffgruppe u.U. zu einer
betrachtlichen Abnahme der (negativen) Freien Energie, d.h.
zu einer stirkeren Bindung fiihren. Die Anderung von etwa
50 kJ mol "' (Tabelle 5) entspricht demnach etwa der Inneren
Energie der Bindung von Harnstoff an Avidin.

Diese Methode zur Bestimmung der Inneren Bindungsener-
gien setzt voraus, da der Entropieverlust bei der Bindung
von A—B dem bei der Bindung von B ihnlich ist [Gl. (p)].
Falls das Ankermolekiil B nur locker gebunden ist, kann
u. U. die der Bindung von A zuzuordnende Innere Bindungs-
energie von A—B zu einer gewissen Einschrankung der Beweg-
lichkeit im Molekiil A—B fithren. Entsprechend TAS 5 > TASg
folgte daraus, daB keine Anderung oder sogar eine Abnahme
der meBbaren Bindungskonstante zu beobachten wire. Die
auf diesem Weg abgeschitzten Werte fiir die Innere Bindungs-
energie setzen daher vermutlich eine untere Grenze.

Nebenkontakistelle

| \ | Reaktions -

—0—0——

Enzym Z—éﬂtrUm LU_

Nebenkontaktstelle

Substrat

Abb. 3. Reaktionszentrum und Nebenkontaktstellen eines Enzyms, schema-
tisch. o—o0: zu spaltende Bindung des Substrats.

Die Bedeutung von Nebenkontaktstellen fiir Teile des Sub-
strats in einiger Entfernung von der zu spaltenden Bindung
1aBt sich auf das Ankerprinzip zuriickfithren (Abb. 3). So
ist z. B. die katalytische Wirksamkeit des Pepsins bei der Spal-
tung von Polypeptiden sehr stark von Anderungen der Sub-
stratstruktur abhéngig, die ein Stiick von der zu spaltenden
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Peptidbindung entfernt vorgenommen werden!®53, Die Bin-
dung der Peptidkette iiber die Nebenkontakte stellt die bend-
tigte Bindungsenergie zur Verfiigung, um den Verlust an Trans-
lations- und Rotationsentropie sowie gegebenenfalls eine
Destabilisierung des Substrats, die zum Erreichen des
Ubergangszustandes notwendig sind, zu kompensieren. Ist
die Verankerung unvollstindig, so wird der fiir die Bildung
des Ubergangszustands erforderliche Entropieverlust nicht
durch die Bindung aufgewogen werden, so dal} eine geringere
Katalysegeschwindigkeit zu beobachten sein wird [siche Gl
(p)]. Dies erklirt moglicherweise die bis zum Faktor 7 x 10?
variierenden ky,,-Werte bei zugleich etwa konstanten Ky-Wer-
ten fiir Pepsinsubstrate mit unterschiedlichen Aminosduren
an den Peptidpositionen aulerhalb der eigentlichen Spaltstel-
le[3 Sa].

Diese Einschrinkung der Beweglichkeit von Molekiilen bei
der Bindung an Proteine a8t sich NMR- und ESR-spektrosko-
pisch zeigen. So deuten ESR-Spektren darauf hin, dafl die
Nitroxidgruppen in einigen Acylchymotrypsinderivaten nicht
frei rotieren konnen'®%%, und aus NMR-Studien geht hervor,
daf} sogar die interne Rotation der Methylgruppe des L-Phos-
pholactats (32), eines Inhibitors der Pyruvat-Kinase, bei des-
sen Bindung an das Enzym eingeschrinkt wird!*®],

Q=T

G
H H o°
H C
7 o®
Ied (@)

|
/%No—ﬁ—o@ (32)

Eines der interessantesten Probleme bei der Enzym-Sub-
strat-Wechselwirkung betrifft die GroBe der Energie bei der
Bindung kleiner Substituenten an Proteine. Wir glauben, da3
die libliche Methode, nach der diese Wechselwirkungen aus
der Energie fiir die Uberflihrung des Substituenten aus einer
Fliissigkeit in eine andere bestimmt wird, zu niedrige Werte
der Bindungsenergie liefert.

In Tabelle 6 sind die Freien Energien fiir die Bindung
von Isoleucin (33) und den verwandten Verbindungen (34)
bis (36 ) an die Isoleucyl-tRNA-Synthetase als Beispiele aufge-
fiihrt!*®). Isoleucin kommt eine Freie Bindungsenergie von

Tabelle 6. Beitrag kleiner Gruppen zur Bindungsenergie am Beispiel von
Isoleucin (33) und den verwandten Verbindungen (34) bis (36) im System
(33) bis (36)/lle-tRNA-Synthetase.

@
NH, NH
C,Hs~CH-CH C,H,-CH-CT,
Ly Scog '
CH,4 B CH;
(33) (34)
N,
C,H5~CH-CHy CyHs~CH,~CH
tu, COH cof
(35) (36)
Verb. fehlende —AG —AAG
Gruppe [kJ mol™1] [k} mol™*]
(33) — 29.7 —
(34) CO; 11.7 18.0
(35) NH3 < 1.7 >28.0
(36) B-CH3 159 138
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—29.7 kJ mol™! zu. Nach dem Austausch seiner Carboxyl-
gruppe gegen ein Wasserstoffatom [zu (34 )] betrigt die Bin-
dungsenergie nur noch —11.7 kJ mol~'. Daraus ergibt sich
fiir die Innere Energie der Bindung der Carboxylatgruppe
an das Enzym ein Wert von — 18 kJ mol~!. Nach der gleichen
Methode 146t sich die Bindungsenergie der protonierten Ami-
nogruppe zu mindestens —28 kJ mol~! abschiitzen. Diese
Werte der Inneren Bindungsenergie sind vermutlich deswegen
so grof3, weil der mit der Bindung notwendigerweise einherge-
hende Entropieverlust bereits durch die Bindungsenergie des
iibrigen Teils der Aminosiure, des ,,Ankers®, aufgewogen wird.

Die auf diese Weise abgeschitzte Innere Bindungsenergie
einer Methylengruppe betriigt —13.8 kJ mol ™! (Tabelle 6).
Einen dhnlichen Wert erhélt man aus den Daten fiir die Valyl-
tRNA-Synthetase!*"® Die Addition einer Methylengruppe zu
substituierten Phenyl-N-methylcarbamaten erhoht die Freie
Energie fiir die Bindung dieser Stoffe an Acetylcholin-Esterase
um 12.1 kJ mol~137%l Womit 148t sich dieser groBe Wert erkli-
ren? Es wird oft angenommen, daf3 das Innere eines Proteins
analog einer organischen Fliissigkeit ist'*®! und daB die Uber-
filhrung einer Gruppe aus Wasser in ein unpolares Losungs-
mittel dem Ubergang derselben Gruppe aus Wasser in oder
an das Enzym entspricht [Gl. (r) bis (t)]. Die auf diese Weise
abgeschiitzte Anderung der Wechselwirkungsenergie, die fiir
eine Methylengruppe ungefihr —4.2 kJ mol ™! bei Uberfiih-
rung in eine unpolare Fliissigkeit’**' und etwa —2.1 kJ mol~!

4G=-138

~CHy— —_ ~CH,— (r)
—_ kImol™
Wasser Enzym
—_— 4G =-42 _—

—CH,— —_— ~CH,— (s)
m—— KkImol ™ —_—
Wasser unpolare Fliissigkeit
—_— aG=-21

—-CH,—- —_— ~CH,— (t)
R kImot™
Wasser Dioxan oder Ethanol

bei Uberfiihrung in Dioxan oder Ethanol™? betrigt, ist jedoch
mindestens dreimal weniger giinstig als die Anderung bei der
Bindung an ein Enzym. Auch an vielen anderen Beispielen
148t sich zeigen, dall man mit den so bestimmten Wechselwir-
kungen zwischen einem Substituenten und einem unpolaren
Losungsmittel die Krifte zwischen dem gleichen Substituenten
und einem Enzym zu niedrig schéitzt!".

Im folgenden soll kurz diskutiert werden, welche speziellen
Wechselwirkungen zu der groBen Energiedifferenz zwischen
dem ,enzymatischen“ Prozel [Gl (r)] und dem analogen
Lunpolaren® ProzeB [Gl. (s)] beitragen'*!!. Da der Anfangszu-
stand in beiden Fillen gleich ist, wird auch die Energiednde-
rung bei der Entfernung des Geldsten aus dem Wasser beide
Male gleich groB sein. Bei der Uberfiihrung des Geldsten
in ein unpolares Losungsmittel [ Gl. (s)] nehmen die Wechsel-
wirkungen zwischen Losung und Geldstem zu, wihrend sie
zwischen den Losungsmittelmolekiilen abnehmen. Diese Ab-
nahme entspricht der Freien Energie fiir die Bildung eines
Hohlraums, in den ein Molekiil des Geldsten paf3t!*2),

Wird das Geldste auf ein Enzym iibertragen [Gl. (r)], so
nehmen die Wechselwirkungen zwischen dem Geldsten und
dem Enzym zu, falls urspriinglich an der Bindungsstelle des
Enzyms kein Wasser anwesend war. Wenn jedoch Wasser
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gebunden war, das durch den Substituenten (das Geldste)
verdringt wird, so resultiert eine Zunahme der Wasser-Wasser-
und eine Abnahme der Wasser-Enzym-Wechselwirkungen.
Die Summe der Anderungen der Freien Energie bei diesen
beiden Wechselwirkungen muBl thermodynamisch fiir eine Bin-
dung ungiinstig sein, denn sonst wire ja urspriinglich kein
Wasser an das Enzym gebunden. Daher entspricht die beob-
achtete Freie Energie fiir die Uberfiilhrung eines Substituenten
von Wasser an ein Enzym der unteren Grenze fiir die GroBe
der Enzym-Substrat-Wechselwirkungen.

Im Innern des Chymotrypsinmolekiils sind etwa 16 Wasser-
molekiile lokalisiert worden'*3!. Sehr viel mehr Wassermolekii-
le diirfte man vermutlich in Proteinen nicht finden!®4!, Falls
urspriinglich kein Wasser an das Enzym gebunden ist, konnte
die Uberfithrung nach Gleichung (r) giinstiger sein als nach
Gleichung (s), da beim letzteren Proze8 Wechselwirkungen
zwischen den Losungsmittelmolekiilen entsprechend der Frei-
en Energie fiir die Erzeugung eines Hohlraums verlorengehen.
Daher wird man bei Zugrundelegung der Anderung der Freien
Energie, wie sie sich nach Gleichung (s) ergibt, die Wechselwir-
kungen zwischen dem Gelosten und dem Losungsmittel zu
gering einschitzen. Nach der ,,scaled-particle“-Theorie!** und
aufgrund anderer Berechnungen!“®! haben die Freie Energie
fiir die Erzeugung eines Hohlraums in unpolaren Losungsmit-
teln und die Freie Energie fiir die Wechselwirkung zwischen
dem Gelosten und dem Losungsmittel die gleiche Gréflenord-
nung, jedoch verschiedene Vorzeichen. Dies konnte in einigen
Fillen einen Teil der Diskrepanz zwischen den AG-Werten
in den Gleichungen (r) und (s) erkldren. Das Enzym konnte
ndamlich eine Art vorgefertigter Hohle besitzen, so dal die
Bindung eines Substituenten an diese Stelle nicht zu den un-
giinstigen Anderungen fiihren wiirde, welche die Erzeugung
eines Hohlraumes in Fliissigkeiten iiblicherweise mit sich
bringt. Es fillt jedoch schwer einzusehen, wie Wasser an der
Bindung an eine Stelle gehindert werden konnte, die auch
von einer Methylengruppe besetzt werden kann. Ein anderer
entscheidender Faktor ist, daB die Zahl der giinstigen Disper-
sions- und van-der-Waals-Wechselwirkungen zwischen dem
Substituenten (dem GelGsten) und dem Enzym groBer ist als
zwischen dem Substituenten und einer Fliissigkeit.

In einem Enzym sind die Atome dicht gepackt, da sie durch
kovalente Bindungen miteinander verkniipft sind; in einigen
Fillen sind die Polypeptidketten auB8erdem noch durch kova-
lente Disulfidbriicken vernetzt. Der Anteil des Raums, der
in einem Proteinmolekiil durch Atome ausgefiillt ist, betrdgt
75 %147, Demgegeniiber ist der Wert fiir die giinstigste Anord-
nung gleich groBer Kugeln (kubisch oder hexagonal dichteste
Kugelpackung) 74 %. In einer Fliissigkeit ist ein sehr viel
kleinerer Raumanteil besetzt: Die oberen Grenzen fiir Wasser,
Cyclohexan und Tetrachlorkohlenstoff liegen bei 36, 44 bzw.
44 %147, Das Proteininnere enthilt also wenig freien Raum
und ist daher einem Festkorper dhnlicher als einer Fliissigkeit.
Es wire deshalb angebrachter, Gleichung (r) mit der Freien
Energie fiir die Uberfiihrung eines Substituenten aus Wasser
an einen Festkorper zu vergleichen [Gl. (u)]. Die damit einher-
gehende Energiednderung 1a6t sich aus entsprechenden Wer-
ten fiir die Zusammenlagerung von Kohlenwasserstoffen ablei-
tent*11,

—CH,— —  —CH,- — —CH,- (w)

reine Flissigkeit Festkdrper
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Die Schmelzenthalpie pro Methylengruppe betrigt in gerad-
zahligen n-Alkanen bis etwa C,0H4, 4.1 +0.1 kJ mol ~ 11481,
Die Wirmekapazitdtsinderung pro zusitzliche Methylen-
gruppe ist ebenfalls etwa konstant. Sie betriigt fiir die Fliissig-
keit bzw. fir den festen Korper etwa 26 bzw. 14 JK™!
mol ™ '8, Daher wird die hypothetische Schmelzenthalpie pro
zusitzliche Methylengruppe bei z. B. 25°C nicht stark von den
obigen Werten abweichen. Natiirlich wird beim Ubergang
aus der Losung in den festen Zustand eine ungiinstige Entro-
pieanderung auftreten. Aus den Gleichungen (s) und {(u) kann
man aber abschitzen, daB die maximal mogliche, giinstige
Freie Energie fiir die Uberfiihrung einer Methylengruppe aus
Wasser an einen unpolaren Festkorper ungefihr —8.3 kJ
mol ™! betrigt!4!).

In einem Enzym sind die Atome, die das Substrat umgeben,
duflerst dicht gepackt und zumeist nur entsprechend ihren
kovalenten Radien voneinander getrennt. In einer Fliissigkeit
ist das Geloste von Losungsmittelmolekiilen umgeben, die
voneinander einen Abstand entsprechend ihren van-der-
Waals-Radien haben. Deshalbist im Enzym die effektive Koor-
dinationszahl sehr viel grofler als in einer Fliissigkeit. So
sind z. B. die van-der-Waals-Radien von Kohlenstoff, Stickstoff
und Sauerstoff etwa 2.2mal so groB wie ihre jeweiligen kovalen-
ten Radien. Ein einfacher Packungsversuch zeigt, daB3 die
Koordinationszahl einer Kugel ungefihr 2.5mal groBer ist,
wenn sie von anderen, jeweils durch kovalente Radien vonein-
ander getrennte Kugeln umgeben ist, als wenn die Abstidnde
dieser Nachbarkugeln ihren van-der-Waals-Radien entspre-
chen.

In einer Fliissigkeit ist ein groBer Teil der Oberflache eines
geldsten Molekiils vom leeren Raum zwischen den Losungs-
mittelmolekiilen umgeben!*®). Selbst in einem unpolaren
Festkorper wird der engste Kontakt zwischen benachbarten
Molekiilen durch ihre van-der-Waals-Radien bestimmt. Daher
fiihrt moglicherweise die Energie, die man fiir die Uberfiihrung
einer Gruppe aus Wasser an einen Festkorper messen kann,
zu einer Unterschitzung der Energie fir die Wechselwirkung
zwischen derselben Gruppe und einem Enzym. Hinsichtlich
der Wechselwirkungsenergie erweisen sich gewissermaflen En-
zyme als bessere Festkorper als viele feste Korper selbst!

Bei einem Protein wird nicht nur die Kontaktfliche zum
gebundenen Molekiil groBer sein als in einer Flussigkeit, so
dafl3 die Wechselwirkungsenergie zunimmt, sondern die Di-
spersionskrifte werden auch stidrker sein. Vermutlich sind
namlich die Dispersionswechselwirkungen zwischen einem
Molekiil und umgebenden Atomen grofler, wenn diese Atome
kovalent miteinander verkniipft sind!*°1,

Die physikalische Adsorption von Molekiilen an feste Ober-
flichen besitzt gewisse Ahnlichkeit mit der Enzym-Substrat-
Bindung. Die Atome in einem festen Korper bilden ndmlich
ebenfalls eine dichtgepackte Oberfliche. In einigen Fillen,
z. B. beim Graphit, ist der interatomare Abstand dhnlich dem
in kovalent verkniipften Molekiilen. Man beobachtet anstelle
der iiblichen Abhingigkeit der London-Krifte von r~¢ fiir
ein Molekiilpaar eine r~3-Abhiingigkeit fiir die Wechselwir-
kung zwischen einem Molekiil und einem Festkorper!®%. Diese
weiterreichende Wechselwirkung ist der Hauptgrund dafiir,
daB} Gase bereits bei Driicken adsorbiert werden, die niedriger
als die Driicke fiir die Kondensation zu Fliissigkeiten oder
festen Stoffen liegen. Die differentielle Adsorptionswirme ist
oft etwa doppelt so groB wie die Kondensationswirme des
adsorbierten Gases!®!),
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Die Bildung von Chlathraten und EinschluBverbindungen
zeigt ebenfalls Ahnlichkeiten mit dem ProzeB der Enzym-Sub-
strat-Bindung. Die Acylierung des Oxims ( 37 ) mit 4-Nitrophe-
nylalkancarboxylaten verlduft entsprechend einer Sdttigungs-
kinetik, was in Einklang mit der Bildung eines Vorgleich-
gewichts zwischen dem Oxim und dem Substrat einerseits und
einem EinschluBkomplex andererseits steht!>2. Die Bindungs-
konstanten liegen zwischen 10° und 10 mol 1~ ! und sind somit
groBer als die normalerweise fiir Cycloamylasen gemessenen
Werte von 102 bis 103 mol 171133 Interessanterweise wird das
Oxim (37) nicht durch kiirzerkettige Ester wie 4-Nitrophenyl-
acetat acyliert!®?). Dies liegt im Falle des kleineren Molekiils
vermutlich an der ungeniigenden Bindungsenergie, die den bei
der Bindung auftretenden Entropieverlust nicht zu kompensie-
ren vermag.

(CHy)g
C=NOH
I (37)
CHOH

(CHy)g

Kiirzlich hat man aus Experimenten schlieBen k&nnen, dal3
der Beitrag nichtkovalenter Wechselwirkungen zur Stabilitat
des Cofaktor-Protein-Komplexes aus D-Serin-Dehydratase
und Pyridoxaminphosphat wenigstens 20- bis 30mal grofer
ist als der Beitrag der kovalenten >C—N-Bindung!>*.

Ein Grofteil der Beschleunigung von chemischen Reaktio-
nen durch Enzyme ist danach offenbar der groBen Inneren
Energie fiir die Bindung zwischen dem Substrat und den dicht-
gepackten, kovalent verkniipften Atomen in den Enzymen
zuzuschreiben.

Ich danke Professor W. P. Jencks fiir viele stimulierende Dis-
kussionen und seine stindige Ermutigung. Professor P. von R.
Schleyer danke ich fiir einige der molekiilmechanischen Berech-
nungen.

Eingegangen am 30. September 1976 [A 171]
Ubersetzt von Dr. Wolfram Bode, Martinsried
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In diesem Aufsatz wird die Verwendung von Polymeren als ,,dickes” Aufzeichnungsmedium
fiir die Holographie diskutiert. Diese Materialien bieten aufgrund ihres hohen Beugungswirkungs-
grades, ihrer hohen Speicherdichte und ihrer ausgezeichneten Winkel- und Wellenldngenselektivi-
tit interessante Anwendungsmoglichkeiten. AuBlerdem erlauben Polymere die Echtzeit-Aufzeich-
nung in situ. Neben dem gegenwirtigen Stand der Technik werden auch Zukunftsaussichten

besprochen.

1. Einfithrung

Wie es oft in der Geschichte der Wissenschaft geschieht,
hatte Gabor!!'?} die Holographie vor der Entwicklung der
nétigen Technologie fiir die Aufzeichnung von Hologrammen
erfunden. Zur Einschitzung dieses Sachverhaltes sollte man
sich kurz erinnern, was Holographie ist: ecine Interferenzme-
thode zur Aufzeichnung von Wellen, die von einem mit kohi-
rentem Licht beleuchteten Gegenstand gestreut werden. Die
gestreute Welle interferiert mit einer Referenzwelle, deren Pha-
senbeziehung zur Phase der gestreuten Welle definiert ist.
Auf diese Weise wird ein Interferenzmuster erzeugt. Eine Auf-
zeichnung dieses Musters enthilt alle Informationen, die not-
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wendig sind, um die urspriinglich vom Objekt gestreute Welle
zu rekonstruieren. In der Aufzeichnung ist demnach die gesam-
te Information gespeichert, d.h. Phase und Amplitude der
gestreuten Welle. Daher spricht man von einem ,,Hologramm®*,
abgeleitet vom griechischen ,,610¢* oder ganz. Das Prinzip
der Aufzeichnung und Wiedergabe (Rekonstruktion) eines Ho-
logramms geht aus Abbildung 1 hervor.

Vom Standpunkt der Technologie aus gesehen benétigen
wir eine kohidrente Lichtquelle und ein Medium, in welchem
das Interferenzmuster, das die holographische Information
bildet, sich wirkungsvoll aufzeichnen 148t.

Eine leistungsfahige kohirente Lichtquelle wurde erst 1960
durch die Erfindung des Lasers realisiert. Diese Erfindung
hat das Schicksal der Idee einer holographischen Aufzeichnung
veridndert: Aus einem interessanten Aspekt der Optik ist ein
neuer und blithender Zweig der Wissenschaft und Technik
geworden. Als Aufzeichnungsmedium diente zunédchst die pho-
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