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Proteinfaltung und Proteinassoziation 

Von Rainer Jaenicke* 

Professor Max F. Perutz zum 70. Geburtstag gewidmet 

Die Biosynthese von Proteinen fiihrt zu linearen Kettenmolekulen mit streng definierter 
Reihenfolge der Aminosiiurebausteine. Diese ist aufgrund des genetischen Codes auf der 
Ebene der Nucleinsiiure durch die Nucleotidsequenz des zugehorigen Gens festgelegt. De- 
naturierungs-Renaturierungs-Experimente legen die These nahe, die in der Polypeptidkette 
vorgegebene eindimensionale Information determiniere die dreidimensionale Struktur voll- 
stiindig. Demnach sollte ein ,,Faltungscode" existieren, der das spontane Zustandekommen 
der thermodynamisch stabilen ,,nativen" Struktur bestimmt. Der ProzeB der Faltung (in 
vivo wie in vitro) ist trotz der astronomisch groBen Zahl moglicher Konformationen ein 
schneller Vorgang. Der Faltungsmechanismus muB daher kinetisch kontrolliert sein. Die 
Frage, ob die native Struktur letztlich eifl ,,lokales" oder das ,,globale" Minimum der Ener- 
giehyperfliiche besetzt, bleibt offen. Oberhalb einer kritischen MolekiilgroBe liegen Pro- 
teine als Molekiilassoziate vor. Die Einheitlichkeit der ,,Quartarstruktur" setzt eine enge 
Korrelation von Faltung und Assoziation sowie Spezifitiit voraus; beides wird durch Re- 
konstitutionsexperimente in vitro bestiitigt. 

1. Einleitung 

Proteine sind, wie der Name andeutet, Hauptbestandteil 
der Zelle. Ihre zentrale Bedeutung riihrt von der Vielfalt 
ihrer biologischen Funktionen her, die sich in einer ent- 
sprechenden Vielfalt von Strukturen widerspiegelt. Die in- 
dividuellen Strukturen werden durch die spezifische Auf- 
einanderfolge der Aminosiiuren entlang der linearen Poly- 
peptidkette bestimmt, die ihrerseits durch die homologe 
Nucleotidsequenz der korrespondierenden Nucleinstiure 
codiert ist. Offenbar bestehen auf dem Weg vom Gen zum 
funktionellen Produkt seiner Expression zwei informa- 
tionsiibertragende ,,Codes" : Der ,,genetkche Code" uber- 
setzt ein gegebenes Polynucleotid in das entsprechende Po- 
lypeptid, und der ,,Code der Proteinfaltung" legt fest, wie 
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die eindimensionale Information der Buchstabenfolge des 
Aminosaure-Alphabets in die dreidimensionale Struktur 
eines individuellen Strukturproteins oder Enzyms umge- 
setzt wird. Wiihrend der genetische Code als universeller 
Triplettcode aufgekliirt ist und man die Bedeutung seiner 
64 Buchstabenkombinationen versteht, liegt der Code der 
Proteinfaltung noch vdllig im Dunkeln. Gesichert ist, daB 
die Faltung spontan und autonom, d. h. ohne katalytische 
oder andere zellulare Faktoren verlauft. Dies wird durch 
den Befund bestiitigt, daB die Bildung der nativen Struktur 
von Proteinen in vivo, sowohl was das Produkt als auch 
was die Geschwindigkeit der Faltung angeht, durch Dena- 
turierungs-Renaturierungs-Experimente in vitro simuliert 
werden kannt'.21. 

Der folgenden Diskussion wird im wesentlichen diese 
Methode - von Max F. Perutz als ,,unboiling an egg'' be- 
zeichnet"] - zugrunde gelegt. Begriindet ist dies Vorgehen 
einerseits dadurch, daB die Einzelschritte bei der Faltung 
der naszierenden Polypeptidkette bisher nicht direkt unter- 
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sucht werden kBnnen ; andererseits eraffnet die freie Wahl 
der Variablen im Rekonstitutionsexperiment im Fall von 
assoziierten, ,,oligomeren" oder ,,multimeren" Proteinen 
die MBglichkeit, die Reaktionsschritte erster und zweiter 
Ordnung zu entkoppeln. Dadurch ergibt sich ein experi- 
menteller Weg zur Analyse der Beziehung von Proteinfal- 
tung und der (diese voraussetzenden) Assoziation zu ,,Su- 
perstrukturen". 
Im folgenden werden einleitend einige Begnffe defi- 

niert, die fiir die systematische Betrachtung von Proteinen 
wichtig sind. Es folgt eine Diskussion der Zielsetzungen 
beim Studium der Faltung und Assoziation; schliel3lich 
werden beide Phlnomene getrennt und in ihrer Beziehung 
zueinander behandelt. 

1.1. Hierarchie der Proteinstruktur 

Der Begriff ,,Proteinfaltung" wird in zwei unterschiedli- 
chen Bedeutungen verwendet : 1. zur Kennzeichnung der 
rlumlichen Anordnung (Topologie) der Polypeptidkette 
im nativen Zustand und 2. zur Kennzeichnung des kineti- 
schen Mechanismus beim a e r g a n g  von der ungeordneten 
(naszierenden) Polypeptidkette zum nativen Zustand des 
biologisch aktiven Molekiil~[~~. 

Wenngleich im vorliegenden Beitrag ,,Faltung" grund- 
sltzlich im Sinne der zweiten Definition verwendet wird, 
sollen hier zum nlheren Verstlndnis k u a  die Prinzipien 
der riiumlichen Struktur von Proteinen (im Sinne der er- 
sten Definition) zusammengefafit ~ e r d e n ' ~ . ~ ] .  

Wie aus dem Strukturvergleich von ca. hundert Prote- 
inen hervorgeht, deren dreidimensionale Struktur in den 
vergangenen 25 Jahren aufgeklgrt wurde, lassen sich Pro- 
teine durch eine Hierarchie struktureller Ebenen charakte- 
ri~ieren[~-'~l. Grundlage ist die in der ,,Pn'rnurstruktur" fest- 
gelegte spezifische Aminosiluresequenz der Polypeptidket- 
te. ..Sekundar"- und ,,Supersekundarstruktur" stehen fur 
die regelmgDige Anordnung des Peptid-Riickgrats in Ge- 
stalt von Helices und b-Strukturen einerseits und deren 
energetisch und topologisch bevonugten Aggregaten 
(,,coiled coils", B-E-P-Einheiten, p-MZLander etc.) anderer- 
seits. Die ,, Tertiarstruktur" beschreibt die Anordnung der 
Polypeptidkette im Raum; mit zunehmender KettenlZLnge 
des Proteins enthalt sie in zunehmendem MaBe struktu- 
relle und/oder funktionelle ,,Domanen" als riiumlich ge- 
trennte Bereiche. Durch die stachiometrisch und geome- 
trisch definierte Assoziation dreidimensional gefalteter 
Untereinheiten entsteht schlieDlich die ,,Quurtcirstmktur". 
Sie ist oberhalb einer kritischen MolekiilgriiDe als allge- 
meines Strukturprinzip anzusehen und schllgt in biologi- 
schen Strukturen die Briicke vom molekularen zum makro- 
skopischen Bereich. 

,,Faltung" als iibergang von der eindimensionalen zur 
dreidimensionalen Struktur umfab  im gegebenen Begriffs- 
schema die Bildung der nativen Sekundar- und Tertilr- 
struktur; ,,Assoziation" bezeichnet das Zustandekommen 
der nativen Quartiirstruktur. Beide Prozesse - Faltung und 
Assoziation -, miissen exakt koordiniert sein, denn die 
Quartarstruktur wird durch intermolekulare Wechselwir- 
kungen zwischen den Untereinheiten stabilisiert, und diese 
Wechselwirkungen setzen die korrekte Bildung der Tan- 
gentenfllchen zur spezifischen ,,Erkennung" voraus. Tat- 
slchlich ist die Spezifitat der Assoziation zur nativen 
Quartlrstruktur extrem ausgepragt (siehe Abschnitt 5.2). 

Ob die Faltung in vivo cotranslational oder posttransla- 
tional erfolgt, d. h. ob die naszierende Peptidkette bereits 
am Ribosom oder erst nach Entlassung ins Cytoplasma 
oder ins Lumen des Endoplasmatischen Reticulums ihre 
biologisch aktive Form erreicht, ist nicht gekliirt'"]. Sicher 
ist, daI3 Strukturdomlnen cotranslational entstehen und 
da13 katalytische Aktivitlt und antigene Wirkung bereits 
am Ribosom beobachtet werden; jedoch scheinen sich ver- 
schiedene Systeme unterschiedlich zu verhalten" 

Die Frage ist insofern von Bedeutung, als cotranslatio- 
nale Faltung aufgrund der ,,vektoriellen" Protein-Biosyn- 
these schrittweise vom N- zum C-terminalen Ende verlau- 
fen miibte. Dagegen ginge im posttranslationalen Fall die 
Strukturbildung von der fertig synthetisierten Kette aus. 
Die Frage liegt nahe, ob der thermodynamisch stabile Zu- 
stand des nativen Proteins unter Umstanden kinetisch de- 
terminiert ist, d. h. ob sich das Produkt der cotranslationa- 
len Faltung von dem der posttranslationalen unterscheidet. 
Fur die These, daR beide Faltungswege zum gleichen End- 
produkt fiihren, d. h. dal3 die native Struktur tatslchlich 
ausschlieBlich durch die Primiirstruktur bedingt ist, kann - 
abgesehen von in-vitro-Rekonstitutionsexperimenten 
(siehe Abschnitt 3.3) - die chemische Peptidsynthese als 
Bestltigung dienen: Sowohl bei der Merrifield-Synthe- 
se[173181 (die vom C- zum N-Terminus verlauft) als auch bei 
der semisynthetischen Verkniipfung von Teilsequen- 
~ e n [ ~ ~ v ~ ~ 1  scheint die native Struktur zu entstehen. 

1.2. Ziele 

1.2.1. Falmngscode 

Angesichts der Wechselbeziehung von Primlrstruktur 
und riiumlicher Struktur liegt es nahe, den Versuch zu un- 
ternehmen, aus der Fillle der bekannten Strukturen einen 
,,Code" der Proteinfaltung abzuleiten. Seine praktische 
Bedeutung ist evident, da man mit seiner Hilfe die dreidi- 
mensionale Struktur und die Funktion von Aminosaurese- 
quenzen unbekannter Proteine voraussagen kiinnte, die 
durch Klonierung und DNA-Sequenzierung in zunehmen- 
dem MaBe zuglnglich werden. AuBerdem sollte er durch 
chemische Modifikation oder Klonierung gezielte Struk- 
turanderungen von Proteinen (,,Molekiil-Design") ermog- 
lichen. 

Sinnvollerweise wird man in einem ersten Schritt fiir die 
Korrelationsanalyse kleine, einkettige Proteine heranzie- 
hen und erst in einem zweiten und dritten Schritt Mehr- 
Domiinen-Systeme und mehrkettige Systeme. Im letzten 
Fall werden dabei Strukturprognosen dadurch erschwert, 
daO Tertiar- und Quartlrstruktur durch die gleichen inter- 
molekularen Krlfte stabilisiert ~ e r d e n ~ ~ - ~ , ~ ~ - ~ ~ ~ .  

1.2.2. Mechanismus und S p a i f i t  

Bei der Bildung der rlumlichen Struktur eines Proteins 
ist die Umgebung (das Lasungsmittel) von zentraler Be- 
deutung. Die entropisch bedingte Tendenz zum AusschluR 
von Wassermolekiilen aus hydrophoben Bereichen hat in 
diesem Zusammenhang drei wichtige Konsequenzen: 1. 
Tertiar- und Quartarstruktur realisieren einen Zustand 
dichtester Packung mit unpolaren Seitenketten im Inneren 
und polaren und ionisierten Seitenketten an der Peripherie 
des Molekiils. 2. Das Molekiilinnere ist (mit Ausnahme 
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weniger lokalisierter Wassermolekule) nicht solvatisiert. 3. 
Assoziation fiihrt zu maximaler struktureller Komplemen- 
taritiit im Bereich der Tangentenfliichen zwischen den Un- 
tereinheiten. Riiumliche Anordnung und intermolekulare 
Wechselwirkungen in einer gegebenen Quartiirstruktur 
sind daher in hohem MaBe spezifisch. Um die Spezifitat 
der Assoziation zu gewghrleisten, miissen bei der Bildung 
der nativen Quartarstruktur Intermediate auftreten, welche 
die komplementgre Struktur der Untereinheiten ,,erken- 
nen" konnen. Die Analyse derartiger Intermediate erdffnet 
die MBglichkeit, den komplexen Mechanismus der Quar- 
tarstrukturbildung zu analysieren. Mit Hilfe kinetischer 
Experimente gelingt es dabei, Faltung und Assoziation 
aufgrund ihrer unterschiedlichen Reaktionsordnung zu de- 
f in ie~en[~"~~!  Die Untersuchung des Reaktionsweges der 
Assoziation gibt demnach AufschluD iiber die Spezifitat 
der Wechselwirkung zwischen Untereinheiten sowie uber 
deren (sonst unzugiingliche) Eigenschaften. Fragen, die 
hier von Interesse sind, beziehen sich z. B. auf Struktur, 
Stabilitat und katalytische Aktivitiit ,,strukturierter" Mo- 
nomere oder Dimere einerseits und hdher assoziierter nati- 
ver Proteine andererseits. Fur Enzyme lassen die Ergeb- 
nisse Kriterien fiir die strukturellen Voraussetzungen kata- 
lytischer und regulatorischer Funktion erwarten. 

1.2.3. Andpe kompkxer Makrostdturen 

Innerhalb der Hierarchie der Proteinstniktur kdnnen die 
Domiinenstruktur einkettiger Proteine oder die Quartar- 
struktur oligomerer Proteine als Modelle fur multimere Sy- 
steme hoherer Komplexitiit angesehen werden. Derartige 
,,Makrostrukturen" sind der hochaufldsenden R6ntgen- 
Strukturanalyse haufig unzugiinglich. Oligomere Systeme 
bieten hier wesentiich weniger Schwierigkeiten, so daD sie 
einen Schlussel zum Verstiindnis der Strukturprinzipien 
sowie der Energetik und Kinetik der Assoziation komple- 
xer Systeme liefern kdnnen. 

Als Beispiel diene Tabakmosaikvirus (TMV: 
M, = 40- lo6) (Abb. 1). Das stiibchenformige Nucleopro- 

tein (Enge  ~ 3 0 0  nm, Durchmesser = 18 nm) besteht aus 
einer einstrangigen RNA-Spirale (ca. 6400 Nucleotide), die 
von ca. 2100 Protein-Untereinheiten (Mr = 17 500) umge- 
ben i ~ t [ ~ ' - ~ ~ l .  Die Strukturaufklarung des kompletten Vi- 
rions in atomarer Auflbsung ist trotz intensiver Bemuhun- 
gen iiber mehrere Jahnehnte hin noch nicht gegliickt1281. 
Sehr wohl gelang jedoch die Analyse der aus 2.17 Prote- 
inuntereinheiten bestehenden RNA-freien Doppelschei- 
ben (,,double  disc^")^^^^^^^. Sie ergab - abgesehen von der 
Tertiarstruktur der Protein-Untereinheit - einen Einblick 
in den Mechanismus der Protein-Nucleinsiiure-Wechsel- 
~ i r k u n g l ~ ~ * ~ ' ~ :  Nur der Teil der Polypeptidkette, der die 
RNA nach auDen hin abdeckt, erweist sich als strukturiert. 
Das Loch in der Mitte der Doppelscheibe erscheint wegen 
des ungeordneten Zustands der Polypeptidkette vie1 grd- 
Der als in der Viruspartikel. Mit dem Einbringen der RNA 
verliert die Kette ihre Flexibilitiit und ,,erstarrt" als Nu- 
cleoprotein-Komplex. Das Beispiel belegt nicht nur die 
Mdglichkeit zur strukturellen und mechanistischen Ana- 
lyse mit Hilfe von oligomeren Intermediaten, sondem illu- 
striert zugleich die molekulare Dynamik der Proteinstruk- 
tur, die fur die Funktion von grundlegender Bedeutung ist. 
Was hier niimlich am Beispiel von TMV zutage tritt, gilt 
grundsiitzlich fur alle Proteine (Enzyme), insbesondere 
aber fur komplexe Makrostrukturen (Multienzymkomple- 
xe, konjugierte Systeme, z. B. Ribosomen, Phagen oder 
Strukturelemente in Membranen). 

Im Beispiel von TMV erweist sich die Doppelscheibe 
zumindest in vitro als Intermediat der Morphogenese: Die 
RNA wird als ,,Haamadel-Schleife" in eine Doppel- 
scheibe eingefiidelt und in der Folge bidirektional durch 
Anlagerung weiterer Doppelscheiben (oder Untereinhei- 
ten) mit dem ,,Hiillprotein" b e d e ~ k t ~ ~ ~ ~ ~ ~ l .  Die angedeutete 
sequenzielle Reaktion hat in thermodynamischer wie kine- 
tischer Hinsicht M~de l l cha rak te r~~~~ .  

Je komplizierter die Struktur, desto eher erweisen sich 
streng programmierte Mechanismen fiir ihren Zusammen- 
bau (,,assembly") oder spezifische ,,morphopoietische 
Faktoren" als erforderlich. Dies gilt insbesondere dann, 
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Abb. I. Tabakmosaikvirus (TMV) als Beispiel einer heterogenen multimeren Quartarstruktur (TMVP=Tabakmosaikvirus-HiIllprotein). A) Ausscbnitt von ca. 1/20 
der Wnge des kompletten Virions [27a]. B) Elektranendichte der Doppelscheibe (,,double disc") von TMVP und radiale Dichteveneilung van TMV (-) und 
TMVP (- -) 1301. C) Seitenansicht der TMV-Helix (oben) und der Doppelscheibe (unten). Punktiert: Flexiblcr Anteil der Tertiarstruktur [ZS]. Ausgcfilltc Kreisc 
geben die Position der RNA im kompletten Virion an. 
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wenn kovalente Modifizierungen fiir die Bildung der 
Struktur essentiell sind (vgl. Komponenten des Cytoske- 
letts, Komplementsystem etc.). 

2. Methoden 

Die experimentellen Ergebnisse, die im folgenden disku- 
tiert werden, ful3en im wesentlichen auf den iiblichen Me- 
thoden zur Charakterisierung von Makromolekiilen in Lo- 
sung (Tabelle 1). Soweit sie sich auf Strukturuntersuchun- 
gen in vitro beziehen, machen sie sich die Reversibilitiit 

Tabelle 1. Methoden zur Untersuchung von Faltung und Assoziation. 

Gleichgewichtsmessungen 
Assoziations- 
zustand 

Konformation 

Funktion 
(Aktiviut) 

Elektronenmikroskopie, Ultrazentrifugation, (elastische und 
inelastische) Lichtstreuung, Gelpermeations-chromatogra- 
phie, SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese (mit und ohne 
chemische Quervernetzung) 
Spektroskopie (UV-VIS-Absorption. Fluoreszenz, optische 
Rotationsdispersion, Circulardichroismus, Kernmagneti- 
sche Resonanz), Wasserstoff-Deuterium-(Tritium-)Aus- 
tausch, Stabilitet gegenOber Denaturierung und Roteolyse, 
Atliniut fur Liganden (Coenzyme, Substrate etc.) [a], chemi- 
sche Modifizierung (gruppenspezifische Reaktionen) 
Enzymtests, Ligandenbindung (Affhitiltschromatographie) 

Kinetische Messungen @I 
Assoziation Tffibung, Lichtstreuung, chemische Quervernetzung, Hybri- 

disierung 
Faltung Spektroskopie (Absorption, Fluoreszenz, Circulardichrois- 

mus), Wasserstoff-Deuterium-Austausch, limitierte Rote- 
olyse (Fragment-Analyse durch Gelelektrophorese), Ligan- 
denbindung (Antikdrper, allosterische Effektoren etc.) [a] 
Enzymtests. Ligandenbindung (Coenzyme, Substrate) [a] Funktion 

(Aktivitgt) 
~~ 

[a] Ligandenbindung kann im Sinne cines ,,induced fit" zur Verschiebung 
von Gleichgewichten und zur Stabilisierung von Intermediaten fUhren und 
damit Artefakte hervorrufen. [b] Je nach Zeitbereich mittels manueller Mi- 
schung, Stopped-flow. Quench-stopped-flow (Doppelsprungtechnik), Rela- 
xation (T-Sprung, Druck-Sprung, etc.). 

der Protein-Denaturierung zunutze: Statt Faltung und As- 
soziation werden Ruckfaltung, Reassoziation und Reakti- 
vierung nach vorausgegangener Storung der nativen Struk- 
tur analysiert. Grund fur dies Vorgehen ist, dal3 es bisher 
nicht moglich ist, die Faltung der naszierenden Kette di- 
rekt und mit hinreichender Auflosung zu charakterisie- 
red*]. Hinzu kommt, dalj empfindliche Methoden, z. B. die 
Bindung von Liganden oder spezifischen Antik6rpern, in 
ihren Aussagen dadurch in Frage gestellt werden, dalj die 
Reportermolekiile selbst Strukturiinderungen zu induzie- 
ren vermogen, die mit der untersuchten Reaktion interfe- 
~ i e r e n [ ~ ~ I  (siehe auch Abschnitt 5.1.3). Ein Grund, weshalb 
zur Struktur-Funktions- Analyse nicht die Denaturierung 
selbst herangezogen wird, wurde bereits einleitend er- 
wahnt: Denaturierung, Dissoziation und Desaktivierung 
laufen streng parallel (Abb. 2); sie lassen sich kinetisch als 
Reaktion erster Ordnung nur bedingt separieren. Dagegen 
kann die Riickreaktion durch Variation der Konzentration 
dergestalt manipuliert werden, dalj bei niedrigen Konzen- 
trationen die bimolekulare Assoziation, bei hohen aber die 
unimolekulare Faltung die Reaktionsgeschwindigkeit limi- 

[*I In einigen speziellen Filllen (Immunglobulin [ 121, Collagen (341. Tail- 
spike-Rotein des Bakteriophagen P22 PSI)  gelangen erste Einblicke in 
die Faltung in vivo. 

I I I 

n 
100 

PH - 
Abb. 2. pH-abhPngige Dissoziation, Denaturierung und Desaktivierung von 
Aldolase aus Kaninchen-Skelettmuskel. N, D = nativer und denaturierter Zu- 
stand. 0 Sedimentationskoefent;  A Maximum der relativen Fluoreszenz- 
emission (A...-275 nm); V Circulardichroismus (281 nm); 0 spezifische 
Aktivitst [26]. 

tiert. Die kinetische Analyse wird daher, je nach dem Ge- 
wicht beider Anteile, Aussagen iiber den Mechanismus der 
Faltung und Assoziation liefernt26*371. Zu ihrer Bestiitigung 
bieten sich zur Bestimmung der Konformation und der 
Partikelverteilung spektroskopische Techniken (Absorp- 
tion, Fluoreszenz, Circulardichroismus etc.) und Hybridi- 
sierung oder chemische Quervernetzung (z. B. mit Glutar- 
aldehydt3*]) an (Abb. 3). Unter Umstiinden gelingt es, Fal- 
tungsintermediate oder Zwischenstufen der Quartiirstruk- 
turbildung bei niedrigen Konzentrationen des Denaturie- 
rungsmittels oder durch limitierte Proteolyse zu fixieren. 
Das Auftreten oder Verschwinden derartiger Intermediate 
kann detaillierten AufschluD iiber den Faltungsweg geben, 

Hybridisierung 

0 
0;og 

Nativ-GE 

Untereinheiten 

Reaktionsmischung 
zur Zeit t 

Fixierung der 
Verteilung 

Trennung 
Analyse 

auervernetzung 

SDS-PAGE 

Abb. 3. Hybridisierung und Quervernetzung als Methoden zur Messung der 
Reassoziation [26, 38, 1151. Nativ-GE = Nativ-Gelelektrophorese; SDS- 
PAGE = SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. 
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wenn es gelingt, die Reaktion auf definierte Produkte hin 
zu ~ p t i m i e r e n ' ~ ~ ~ * I .  

Stabilitiitsdaten und Assoziationsenthalpien folgen un- 
mittelbar aus calorimetrischen Messungen (AHaI) oder in- 
direkt aus Bestimmungen der Gleichgewichtskonstanten. 
Ubereinstimmung von AHal und AHvanst bestatigt da- 
bei das bei der Anwendung der van't-Hoff-Beziehung vor- 
ausgesetzte Zwei-Z~stands-Modell~~~~~~. Wgrmekapazi- 
tats-Calorimetrie (DSC) hat sich besonders bei ,,Entropie- 
getriebenen", endothermen Reaktionen bewZihrtl"@. Solva- 
tations- und Hochdruckmessungen kannen im gegebenen 
Zusammenhang zur Deutung der thermodynamischen Da- 
ten beitragen[23*47.481. 

3. Natur des nativen und des entfalteten Zustands 

Das Verstiindnis der Faltung eines Proteins zu seiner ak- 
tiven Struktur setzt die Kenntnis des entfalteten (D) und 
des nativen (N) Zustands und des Weges zwischen beiden 
voraus. Der ,,Weg" ist definiert durch alle Intermediar- 
und Ubergangszustande zwischen Anfangs- und Endzu- 
stand. 

Die Komplexitat des Problems ist evident, wenn man 
beriicksichtigt, daB ,,der denaturierte Zustand" eine 
Summe von heterogenen Konformationen nahezu gleicher 
Energie darstellt, denen zumindest in friihen Stadien der 
Faltung unterschiedliche Faltungswege zugehBren kalnnen. 
Die quantitative Abschatzung der Zahl unterschiedlicher 
Konformationen liegt bei einem Protein rnit einem mittle- 
ren Molekulargewicht von ca. 20000 in der GroBenord- 
nung von zumindest 1080151. Die Frage nach dem Faltungs- 

weg im Sinne der obigen Definition ist demnach irrelevant. 
Dagegen erscheinen die Beschreibung von N und D und 
die Charakterisierung geschwindigkeitsbestimmender 
Schritte, die hinreichend populiert sind, urn der Analyse 
mit einer der zuvor erwghnten Methoden zugiinglich zu 
sein, als sinnvolle Problem~tellungen~~~-~~~. 

3.1. Nativer Zustaad 

Detaillierte Strukturmodelle des nativen Zustands beru- 
hen prinzipiell auf der Rantgen-Strukturanalyse von Kri- 
stallen. Schematische Darstellungen der ,,Anatomic“ des 
PoIypeptidgeriisd6] der im folgenden diskutierten Proteine 
sind in Abbildung 4 zusammengefaot. Mit Ausnahme peri- 
pherer Seitenketten und ,,Loops" darf als gesichert gelten, 
daB die Konformation in LiSsung mit derjenigen im Kri- 
stall ubere in~t imrnt~~~* '~~.  

Jede der wiedergegebenen Strukturen realisiert eine spe- 
zifische Maglichkeit, die hydrophobe Oberfliiche auf ein 
Minimum und die stabilisierenden intramolekularen 
Wechselwirkungen auf ein Maximum zu bringen. Obgleich 
Packung und Kompressibilitat im Inneren der Molekiile 
etwa dem Kristallgitter kleiner amphipathischer Molekule 
zu Zihneln s~heinen[ '~-~'~,  sind die resultierenden Freien 
Stabilisierungsenthalpien klein im Vergleich zur Summe 
der strukturstabilisierenden Wasserstoffbriicken, hydro- 
phoben Wechselwirkungen, van-der-Waals-Kraften und 
Ionenpaaren (AGsbb SJ 40 kJ/mol). Offensichtlich halten 
sich die stabilisierenden und destabilisierenden Beitriige 
etwa die Waage, mit der Konsequenz, daB kT ausreicht, 
die fur die Funktion erforderliche konformationelle Flexi- 
bilitgt zu gewZihrlei~ten~~~~'~~. Die MolekiiIgriiDe hat keinen 

ADH LDH 

PGM RNase TMVP 

S-pe 

Abb. 4. Tcrti&truktur ausgewahltcr Protcinc: ADH = Leber-Alkohol-Dchydrogenase; LDH-La*at-Dchydrogenasc; PGM = Phos- 
phoglycerat-Mutasc; RNase - Ribonuclease (RNase A mit Angabc dcr Prolinreste des Enzyms aus Rind: RNase S, Subtilisin-gespaltenes 
Enzym): TMVP-Tabakmosaikvirus-HBllprotein. d,, d2 bezeichnet die Strukturdomanen I bzw. 2 (nach [6D, 
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signifikanten Effekt auf die Stabilitat; DomPnen oder Un- 
tereinheiten erleichtern demnach Faltung, Flexibilitat und 
Transport, ohne die Stabilitat zu gefahrden. 

Wie das Beispiel der NAD-abhangigen Dehydrogenasen 
zeigt[sol, kann einerseits eine gegebene Tertiarstruktur ohne 
drastische Anderungen den Austausch einer groBen Zahl 
von Aminosauren tolerieren (,,Entartung des Faltungsco- 
des"). Andererseits scheint nur eine begrenzte Zahl von 
Aminosauresequenzen zu existieren, die in einer gegebe- 
nen Umgebung eine wohldefinierte, stabile Tertiarstruktur 
zu bilden vermogen. Beide Befunde sind verantwortlich 
fur die iiberraschend kleine Zahl von ,,Faltungs-Topolo- 
gien", die uns aus der groBen Zahl bekannter Strukturen 
entgegentritt. Dabei mu13 man sich vergegenwlrtigen, daB 
- abgesehen von der groBen Zahl von m6glichen Konfor- 
meren (10'' fiir n = 170) - die 20 natiirlichen Aminosauren 
fur die angenommene Kettenllnge 20" c lozzo unterschied- 
liche Sequenzen bereithalten[']. Offensichtlich gibt es in 
groBer Zahl ,,nicht-codierende Sequenzen", die zu keiner 
definierten, stabilen Struktur fuhren. 

3.2. Entfalteter Zustand 

Der native Zustand setzt eine bestimmte ,,quasi-physio- 
logische" Umgebung voraus. Andert man diese durch Va- 
riation des pH-Wertes, des Druckes oder der Temperatur 
oder durch Zusatz von solubilisierenden Agentien wie 
Harnstoff, Guanidin. HC1 oder Detergentien, so tritt ,,De- 
naturierung" ein. Diese fuhrt im Grenzfall zum vollstgndig 
entfalteten Protein im Zustand des statistischen Kniiu- 
elst6']. Im nativen Zustand ist aufgrund der Festlegung der 
Peptidbindung in der trans-Konfiguration1621 und der Be- 
schrlnkung der Rotation um die N-C,- und C,-C-Bin- 
d ~ n g e n [ ~ ~ ]  die freie Drehbarkeit auf etwa ein Viertel des 
Ramachandranschen Phasenraumes beschrilnkt["l. 

Ein Teil dieser Beschrinkung bleibt selbst bei maxima- 
ler Solubilisierung des Proteins in 6 M Guanidin.HC1 in- 
folge der teilweise erheblichen van-der-Waals-Radien und 
der chemischen Natur der Seitenketten unvergndert erhal- 
ten, so daB der entfaltete Zustand nur bedingt als ideales 
statistisches Fadenkna~el[".~~] beschrieben werden kann. 

Circulardichroismus- oder Fluoreszenz-Spektroskopie 
kdnnen zur Messung der Entfaltung herangezogen werden. 
Es zeigt sich, daB Denaturierung im sauren Bereich oder 
bei hohen hydrostatischen Driicken Dissoziation und Des- 
aktivierung bei weitgehender Erhaltung der Sekundar- und 
Tertiarstruktur bewirken kann. Bei geschickter Wahl der 
experimentellen Bedingungen kdnnen demnach Entfal- 
tung und Dissoziation ,,entkoppelt" werden; entspre- 
chende Rekonstitutionsexperimente ermdglichen dann die 
getrennte Untersuchung von Faltung einerseits und Asso- 
ziation andererseits. 

3.3. Rekonstitution 

Die Denaturierung verlauft bei kleinen, einkettigen Pro- 
teinen reversibel im Sinne des Gleichgewichts 

N + D  (a) 
N = nativer Zustand, D - denaturierter Zustand 

Das Produkt der Renaturierung ist der native Ausgangszu- 
stand (Abb. 5A); der ubergang 15113t sich thermodynamisch 
mit dem Zwei-Zustands-Model1 beschreiben (AHc,, = 

Mehr-Domanen-Proteine und Proteine mit Quart&- 
struktur verhalten sich meistens komplizierter[26.661: Die 
Renaturierungsausbeute ist herabgesetzt, und die Profile 
von Denaturierung und Renaturierung stimmen nicht 
iiberein (Abb. 5B). Ursache der Stdrung ist die Bildung 

AHvan-, HoFF)1431. 

A B c 

2 3 L 5 6 7 0  2 3 - 4 5 6 7 0 9  
PH - PH - [Denaturierungsmittell --+ 

Abb. 5. Denalurierung-Renaturierung monomerer und oligomerer Proteine 125, 261. Offene Symbole: Denaturierung (Desaktivierung), ge- 
schlossene Symbole: Renaturierung (Reaktivierung). A) Staphylococcen-Nuclease 0, m spezifische ViskositBt; A, A Circulardichroismus 
Q (220 nm). 8) Lactat-Dehydrogenase aus Schweine-Skelettmuskel. 0 Sedimentationskoefizient s20.w; 0 ,  spezifische Aktivitat, 0, W 
Maximum der relativen Fluorcszenzemission; V Circulardichroismus Q (192 nm). C) Konkurrenz von Rekonstitution und Aggregation bei 
der Rcassoziation oligomerer Proteine. Schramert: Bereich der Aggregation mischen Denaturierung (1) und Renaturierung (I). Die punk- 
tierte Kurve gibt die Reaktivierungsausbeute in Abwesenheit des Denaturierungsmittels an (nach Inkubation bei der gegebenen Konzentra- 
tion an Dcnaturierungsmittel [la]). 

['I Einc Abschatzung der Anzahl Atome im Weltall ergibt IS, 491. ,,falscher Aggregate" aufgrund intermolekularer Wechsel- 
["*I Bei Peptidbindungen VOI Prolinresten (X-Pro) untekcheiden- sich trans- 

und cis-Konfiguration energetisch nur geringfngig. Im denaturierten Zu- 
wirkungen von Gruppen, die beim N-, D-ubergang zu- 

stand liegen im Gleichgcwicht 80% fmns und 20% cis vor: die Aktivie- ganglich werden (Abb. 5C)166-691. Im Fall oligomerer Pro- 
rungsenergie der cb-Irons-lsomerisiern~ betr#gt ca. 85 W h o 1  [lo]. teine wird aus der inversen Konzentrationsabhbgigkeit 
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von Rekonstitution und Aggregation (Abb. 6) deutlich, daB 
beide Reaktionen kinetisch miteinander konkurrieren: 

A-D-"f  (b) 
A, D, N* - aggregiertes, denaturiertes bzw. rekonstituiertes Pro- 
tein 

Bei hohen Konzentrationen liiuft die Aggregation der Fal- 
tung den Rang ab, so daD im Grenzfall vollstiindige Aggre- 
gation und damit ,,irreversible Denaturierung" beobachtet 

Diese kann nur durch Resolubilisierung (2. B. in 
6 M Guanidin) und anschlieBende Renaturierung unter op- 
timalen Rekonstitutionsbedingungen riickggngig gemacht 
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Abb. 6. Kinetische Konkunenz von Rekonstitution (0) und Aggregation (A) 
am Beispiel von Luctat-Dehydrogenase aus Schwcine-Skelettmuskel [as]. 

~ e r d e n [ ~ ~ ~ [ * ] .  Das Endprodukt der Rekonstitution N* er- 
weist sich (nach Abtrennung von A) in allen untersuchten 
Fallen als ununterscheidbar vom nativen Ausgangszustand 
N (Tabelle 2), so daB der vollstiindige Denaturierungs-Re- 
naturierungs-Cyclus mit GI. (c) zu beschreiben ist. 

k" 
Die mit allen verftigbaren physikalisch-chemischen und 
enzymologischen Methoden gesicherte ubereinstimmung 
von N und N*166*711 ist aus zwei Griinden bedeutsam: 1. 
Die ,,ReversibilitW der Denaturierung im Sinne von G1. 
(c) bestiitigt die Vorstellung, daB der native Zustand ther- 
modynamisch stabil und strukturell eindeutig definiert ist. 
2. Der Befund, daB die Renaturierung zum nativen Zu- 
stand zuriickfuhrt (N* = N), bestiitigt, daO Rekonstitutions- 
experimente ( D - P  N*) als Model1 ftir die in-vivo-Faltung 
und in-vivo-Assoziation angesehen werden kdnnen. Dies 
gilt nicht nur fur Energetik und Struktur, sondern auch fiir 
die Kinetik'''. 

4. Faltung 

Ausgangspunkt sei der Faltungsmechanismus eines ein- 
kettigen Ein-Domiinen-Protein~[~~-~~'. Wie aus Renaturie- 
rungsversuchen an Ribonuclease hervorgeht, bildet sich 
die native Struktur (trotz der auflerordentlich groBen Zahl 
von Anordnungsmdglichkeiten bei einer Kette von 124 
AminosBuren) mit einer Halbwertszeit von ca. 10 s. Wiire 
die Faltung ein stochastischer ProzeB, bei dem die Kette 
statistisch alle mdglichen Konformationen bis zur Errci- 
chung des Energieminimums durchprobiert, so sollte der 
Zeitbedarf um etwa 60 GraBenordnungen h8her liegen"21. 
Die auaerordentliche Beschleunigung kann durch ,,kineti- 
sche Kontrolle" in der Weise erkliirt werden, daD der ther- 
modynamisch stabile Zustand als der ,,kinetisch zugBngli- 
che Zustand minimaler Energie" betrachtet wird'"'. Eine 
plausible Mdglichkeit, die Zahl der Intermediiirzustiinde 
drastisch zu reduzieren, ware die Festlegung eines eindeu- 
tigen Faltungsweges mit definierten Intermediaten[531. 

Tabelle 2. Vcrgleich nativer, denaturierter und rckonstituierter Enzyme 166, 94, 11 I] [a]. 

ALD LDH-M4 S-MDH m-MDH ODH 
N Ds N* N Ds N' N DG N* N Ds N* N DG N* 

s",, IS1 7.8 2.1 7.6 7.6 1.9 7.6 3.73 1.1 3.70 3.5 2.4 3.5 3.20 1.2 3.2 
~ , . 1 0 - 3  160 40 160 140 36.5 140 67.0 69.0 68.5 35.4 70.0 45.5 44.0 
spez. Akt. [Einh./mg] 10.4 0 10.0 639 0 655 550 0 540 1040 0 1100 750 0 750 
A,, Inml 319 339 319 339 336 339 332 350 332 300 302 300 327 352 
Frei [%I 100 130 103 100 34 104 100 58 100 100 230 100 100 44 
eZo1. 10-3 -14.1 -7.1 -13.7 -11.4 -10.8 -12.3 - 9 . 8  -6.5 - 9 . 8  -6.4 -3.5 
@zzz. -14.9 -8.5 -14.3 -15.4 -11.5 -16.0 -11.4 -0.3 -11.0 -9.6 -0.8 
KM (KD)NADH Ipnol/Ll (7.4) (8.0) 30 30 77 76 50 
KM. Immol/Ll 0.24 0.24 0.05 0.05 0.04 0.04 1.2 1.2 

[a] Enzyme: ALD = Aldolase aus Kaninchen-Skelettmuskcl; LDH-M,- Lactat-Dchydrogenase aus Schweinc-Skelettmuskc1; s-MDH, m-MDH - cytoplasmatische 
bzw. mitochondriale Malat-Dehydrogenase vom Schwein; ODH-Octopin-Dehydrogmase (Isoenzym A+ B) aus Pecfen juc&eus. N. D, N* bezeichnen den nati- 
ven, denaturienen bzw. rcnaturierten Zustand. Ds: Denaturierung in I M Glycin/HIFO., pH 2; Do: Denaturierung in 6 M Guanidin. HCI. s%w - Scdimentations- 
konstante, M, - Molekulargewicht, Am, - Maximum der Ruorcszcnzemission (Aexc - 280 nm), FmI = rel. Ruoreszenz, eZw, (in grad. cm' . dmol - I) - Molarc El- 
liptizitat (mnv - 113) bei 208 bzw. 222 nm. K M  ( K D ) ~ , , ~ H  - Michaelis-Konstante (Dissoziationskonstante) far NADH als Coenzym; KM.Sub.,r.,- Michaelis-Kon- 
stante mr F'yruvat (LDH, ODH) und Oxalacctat (MDH). 

[*] Die Faltung von Rotcincn mit einem mittleren Molckulargewicht 
M.a 100OOO benatigt Sekunden bis Minutcn. Betrachtet man Escherichiu 
coli als Beispiel, so folgt fiir die oberc Grenze der Transkription. Transla- 
tion, Faltung und Assoziation in vivo die Gcnerationszeit dcs Bakteriums 
von ca. 20 min. 

I*] Rekonstitution nach vorheriger Denaturierung (Aggregation) kann zur 
Reinigung von Proteinen angewendet werden. da auf diesem Wege untcr 
Umstandcn die Abtrennung von Proteasen odcr die Solubilisierung un- 
16slichcr zellul!kr Roteinfraktionen gelingt [69, 701. 
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4.1. Modelle 

,,Hierarchkche Modelle" zur Beschreibung einer se- 
quenziellen Faltung, die von extrem schnell entstehenden 
instabilen Mikrodomlnen uber ,,Embryos" zu zunehmend 
grCil3eren Substrukturen fuhren, beriicksichtigen zuniichst 
nur Nahwechselwirkungen innerhalb der sich faltenden 
Kette. Dementsprechend gelangen sie zu Helices oder ver- 
drillten p-Strukturen (,$-hair pins") als Intermediiirpro- 
dukten, die sich erst im zweiten Schritt durch Fernwechsel- 
wirkungen zur nativen Tertiiirstruktur falten173-7'1. Als 
friihe Intermediate sind Vorgleichgewichte anzunehmen, 
die grundsltzlich auf der Seite der niedrigeren Stufe inner- 
halb der Hierarchie liegen. Als ,,Nuclei" kommen in Fra- 
ge: u-Helices, hydrophobe Cluster, antiparallele p-Struktu- 
ren @-hair pins) und , , p - b e n d ~ " [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Auf ausfuhrlichere 
Darstellungen topologischer und statistisch-mechanischer 
Theorien sei hier nur ~ e r w i e s e n [ ~ ~ ' ~ ~ ~ ~ ~ .  

Keines der bisher entwickelten Modelle der Proteinfal- 
tung kann mehr als heuristischen Wert beanspruchen. Ex- 
perimente liegen lediglich fur Phasenumwandlungen von 
Modellpeptiden vor. Sie bestltigen die hohe Geschwindig- 
keit von Elementarprozessen wie z. B. der Helixbildung 
( = s); fur die Bildungsgeschwindigkeit von hydro- 
phoben Clustern (= s) und 0-Strukturen (< 1 s) liegen 
bestenfalls Abschatzungen v0r1109741. 

4.2. Ribonuclease 

Wilhrend die Mehnahl der theoretischen Studien zur 
Proteinfaltung sich (seiner geringen Gr6Be wegen) auf den 
Trypsin-Inhibitor (BFTI, M, = 6500) beziehen, ist Ribonu- 
clease (RNase, M,= 13700) das experimentell am genaue- 
sten untersuchte System. Das Enzym hat rnit 124 Amino- 
siiuren die typische Gr6De einer Faltungsdomiine. Es ent- 
halt alle Strukturelemente globullrer Proteine und wird 
durch vier Cystinbriicken stabilisiert. Seine Gleichge- 
wichts-Entfaltung gehorcht thermodynamisch dem Zwei- 
Zustands-Model1 U + N (Abb. 5A). Im Gegensatz dazu ist 
die Kinetik des U-, N-ubergangs komplex und erfordert 
wenigstens drei Spezies zu ihrer Beschreibung. Das ent- 
sprechende Minimalschema (d) IlBt sich spektroskopisch 
rnit Hilfe von Stopped-flow-Experimenten quantifuie- 
ren[79*801: 

Us - N (80%) 

UF - N (20%) 
Aktivierungsenergie (Us + Up): 85 kJ/mol 

T ~ / ~ =  12 s, 25 "C 
rl12=30 ms 

Die relativen Anteile der sich schnell und der sich langsam 
faltenden Spezies iindern sich nicht bei hohen Temperatu- 
ren oder hohen Konzentrationen an Denaturierungsmittel. 
Dies bedeutet, daD Us und UF entfaltete Ketten sind, die 
im denaturierten Zustand in einem 80 : 20-Gleichgewicht 
vorliegen. Sie kiinnen sich aufgrund der Gultigkeit des 
Zwei-Zustands-Modells nur entropisch, nicht aber energe- 
tisch unterscheiden. 

Die Befunde zur Einstellung des Us + U,-Gleichge- 
wichts im entfalteten Zustand entsprechen den typischen 
Merkmalen der cis-trans- Isomerisierung von X-Prolin-Pep- 

tidbind~ngen~~'-~'] (vgl. I**] auf Seite 390). Die genaue Ana- 
lyse zeigt, daI3 Us keine homogene Spezies ist, sondern 
eine Mischung von zumindest zwei Komponenten rnit un- 
terschiedlicher Zahl oder Position der nicht-nativen X- 
P r o - Z u ~ t l n d e [ ~ ~ ~ .  

Wie anfangs betont, gilt GI. (d) bestenfalls im Gleichge- 
wichtsubergang. Unter nativen Bedingungen reicht zur Be- 
schreibung des Us+ N-Ubergangs das einfache kinetische 
Schema nicht aus18'*84-863. Stattdessen ergibt sich fur die 
langsame Faltung ein sequenzieller ProzeD rnit wenigstens 
zwei Intermediaten: 

I,, das sich schnell im Vergleich zur X-Prolin-Isomerisie- 
rung im entfalteten Zustand bildet, hat eine offene Konfor- 
mation mit ausgeprlgter Sek~ndarstruktur[~~~. Diese ent- 
steht also wie erwartet (siehe Abschnitt 4.1) in einem frii- 
hen Stadium der Faltungl*l. IN ist ein nativ-iihnliches Inter- 
mediat (mit mindestens einem , ,fakchen Prolin"); es hat 
ein hydrophobes Inneres (,,core"), ist weniger stabil als N, 
zeigt aber bereits normale Bindung von Cytidin-2'-mono- 
phosphat (2'-CMP) und hohe katalytische Aktivittit[8'*881. 

Wie die GI. (e) bestatigenden Befunde zeigen, wird die 
Faltung von Ribonuclease durch nicht-native Prolin- 
Isomere in der Kette nicht blockiert. Vielmehr bildet sich 
in schneller Reaktion die Sekundktruktur, und bereits 
auf der ,,nativ-iihnlichen" Vorstufe IN (die noch falsche 
Prolin-Isomere enthllt) entsteht das aktive Zentrum. Die 
genaue Beschreibung des Faltungsweges im Sinne der se- 
quenziellen Bildung definierter Wechselwirkungen entlang 
der Polypeptidkette ist bisher nicht gelungen. Limitierte 
Proteolyse und Untersuchungen an Homologen rnit defi- 
niertem Austausch von Aminosiiuren lassen hier Einblicke 
erwarten. Erste Ergebnisse zeigen, daD das C-terminale 
Ende der Polypeptidkette in einem friihen Faltungsschritt 
unzuglnglich ~ i rd[ '~] .  

Die Hypothese, nicht-native Prolin-Isomere bestimmten 
grundsatzlich die Faltung, wird durch die Unterscheidung 
,,essentieller" und ,,nicht-essentieller" Prolinreste einge- 
~ c h r a n k t [ ~ ~ * ~ ] .  Sie beruht auf Energieabschatzungen, nach 
denen nicht-native Prolinreste, je nach den Faltungsbedin- 
gungen und der Position in der Polypeptidkette, den nati- 
ven Zustand verschieden stark destabilisieren k6nnen. Die 
Verminderung der Stabilisierungsenergie variiert von etwa 
5 bis 85 kJ/mol. Bemerkenswerterweise ergibt die Untersu- 
chung homologer Ribonucleasen mit unterschiedlichem 
Prolingehalt unveriindertes Faltungsverhalten und unver- 
inderte Stabilitiit : Offensichtlich enthiilt RNase nicht-es- 
sentielle Prolinreste, und der Faltungsweg wird, trotz zum 
Teil erheblicher Unterschiede in der F'rimtlrstruktur, im 
Verlauf der Evolution konserviertlgO1. 

Die Ergebnisse bestltigen insgesamt das hierarchische 
Modell der Proteinfaltung: Die am Ribosom synthetisierte 
all-trans-Polypeptidkette bildet auf einer friihen Stufe der 
Faltung Sekundiirstrukturelemente; diese kdnnen als 
,,Mikrodomlnen" oder ,,Embryos" angesehen werden, die 
im weiteren Verlauf der Faltung durch Fernwechselwir- 

[*I Ob I, und N die gleiche Sekundarstruktur aufweisen odcr ob cine intra- 
molekularc UmStNktUneNng stattfindet [731, ist bisher nicht geklart. Ei- 
nige Indizien sprechen fGr weitgehende Ubereinstirnmung. 
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kungen iiber zunehmend ,,nativ-ahnliche" Intermediate 
(11, I,) zum nativen Zustand N gelangen. Die Beschleuni- 
gung der Faltung durch strukturstabilisierende Zuslltze 
188t sich als Verschiebung der Vorgleichgewichte auf I, hin 
deuten. Der Weg von I1 nach N wird durch inkorrekte Pro- 
lin-Isomere nicht blockiert. Die truns~cis-Isomerisierung 
zu den in g-bends liegenden cis-Prolimesten kann nuch der 
Faltung zum nativ-ahnlichen IN ablaufen. Die Flexibilitiit 
dieser (grundsatzlich peripheren) Positionen ermilglicht 
dem naszierenden Molekiil die endgiiltige Bildung der 
kompakten nativen Struktur. 

Die hier diskutierten Ergebnisse wurden an Ribonuclea- 
sen mit unmodifizierten Disulfidbriicken gewonnen. Wie 
Anfinsen et al. gezeigt haben"'], kann auch das reduzierte 
Enzym durch Reoxidation vollstllndig reaktiyiert werden. 
Die Verbriickung findet dabei zwischen weit voneinander 
entfernten Cysteinresten statt, so da8 anzunehmen ist, da8 
die Verbriickung in vivo posttranslational erfolgt. Das Re- 
dox-Gleichgewicht liegt sowohl in der Zelle als auch im 
Blutplasma auf der Seite des oxidierten, d. h. aktiven En- 
z y m ~ ' ~ ~ ] .  

Beim Trypsin-Inhibitor (BPTI), der mit sechs Cysteinre- 
sten insgesamt 15 Kombinationen seiner drei Disulfid- 
briicken zulill3t, wurde durch Reduktions-Reoxidations- 
Versuche gezeigt, daI3 auf dem Faltungsweg primlr gebil- 
dete falsche Verkniipfungen in Vorgleichgewichten bis hin 
zum nativen Endprodukt korrigiert werden [GI. (f)][49'. 

ER 
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Abb. 7. Cotranslationale Faltung der naszierenden Polypeptidkctten von Im- 
munglobulin. Bildung intramolekulanr Disulfidbrllcken innerhalb der Do- 
mllnen der leichten Kette von MPC l l  am polyribosomalen Komplex. 
ER= endoplasmatisches Reticulum. Die Zahlen gcben das Molekularge- 
wicht der wachsenden Kette an (nach [12]). 

weist die Denaturierung ein zweistufiges Profil auf, das 
einzelnen Domanen oder (wahrscheinlicher) der Tertiar- 
und Sekundarstruktur zugeordnet werden kann. Die Rena- 
turierung verlluft ebenfalls in zwei Schritten: Der ge- 
schwindigkeitsbestimmenden Reaktivierung geht die 
schnelle Wiedergewinnung der nativen Fluoreszenz vor- 
aus : 

4 M' und M sind denaturiertes, ,,strukturiertes" bzw. natives 
Monomer, kl ist die Geschwindigkeitskonstante enter Ordnung 
(kl = 6.6 * 10 - 4 ~  - '). 

\14-38' 

N" 

r1/1 1 ms 19 s 

Die Zahlen kennzeichnen die Verkniipfungspunkte der 
Cysteinreste entlang der Kette. D-(SH)6 bedeutet das de- 
naturierte, reduzierte Protein. 

4.3. Proteine mit Domiinemtruktur 
Mehr-Domanen-Proteine scheinen sich cotranslational 

zu falten. So konnte fur die Ketten des Immunglobulin- 
Molekiils, die aus mehreren Domanen bestehen, durch in- 
vivo-Translations-Experimente gezeigt werden, daD Do- 
manenfaltung und Disulfid-Verbriickung mit der Synthese 
der einzelnen Domanen synchron verlaufenr'*' (Abb. 7). 
Ein derartiger Mechanismus vektorieller Faltung aufeinan- 
derfolgender Abschnitte der Polypeptidkette (,,folding by 

vermeidet das Problem falscher Wechselwir- 
kungen zwischen den Domanen, das bei der in-vitro-Fal- 
tung zu ilhnlicher Konkurrenz fuhren kann, wie sie in Ab- 
schnitt 3.3 als ,,fakche Aggregation" im Verlauf der Asso- 
ziution diskutiert wurde. Die einkettige Octopin-Dehydro- 
genase (als NAD-abhhgige Oxidoreduktase ein typisches 
Mehr-Domanen-Rotein) zeigt aus dem zuvor erwshnten 
Grund nur etwa 70% Reakti~ierungsausbeute~~~~~*~. Im Ge- 
gensatz zur Desaktivierung, die bei niedrigen Guanidin- 
Konzentrationen einphasig und hoch-kooperativ verllluft, 

[*I DaB Prolin-lsomcrisierung im entfalteten Zustand nicht die Ursache der 
inkompletten Reaktivierung ist, folgt daraus. daB die Ausbeute im Zeitbe- 
reich 5 s bis 24 h von der Denaturicrungsdauer unabhgngig ist. 

Membran 

3' mRNA 

12 p s  

Ahnlich wie bei Ribonuclease folgt die Faltung zur nativen 
Tertiarstruktur der schnellen Reorganisation der Sekun- 
darstruktur der Polypeptidkette. 

Faltungseinheiten, die in das native Molekiil als Domll- 
nen integriert werden, sind als obligatorische kinetische 
Intermediate auf dem Faltungsweg amusehen. Ihr Selek- 
tionsvorteil kilnnte (neben der bereits erwghnten Vermei- 
dung ,,fakcher Aggregation") die Beschleunigung der Fal- 
tung langer Polypeptidketten (M,> 20000) und die damit 
gekoppelte Unterdriickung proteolytischer Spaltung der 
naszierenden Kette s e i r ~ ~ ~ ~ ] .  
In Fallen, in denen Domanen unterschiedliche enzyma- 

tische Aktivitiiten in einem Molekiil vereinigen, z. B. bei 
der tetrameren Aspartokinase-Homoserin-Dehydrogenase 
I, macht die Natur sich die erwahnten Vorteile der lokalen 
Domanenstruktur in Verbindung rnit der globalen alloste- 
rischen Funktionen des Gesamtmolekiils zur Optimierung 
sequenzieller oder venweigter Reaktionen z ~ n u t z e ~ ~ ~ ~ .  Ent- 
sprechende Denaturierungs-Renaturierungs-Versuche er- 
milglichen aufgrund der unabhangigen Faltung der Doma- 
nen die Untersuchung der Struktur-Funktions-Bezjehung 
des Komplexes und auch seiner Teile. Dabei wird die Au- 
tonomie der Domanen besonders deutlich aus dem Ver- 
gleich des bifunktionalen Komplexes mit seinen proteoly- 
tisch separierten Domanen: Beide unterscheiden sich im 
Faltungsverhalten nur g e r i r ~ g f i i g i g ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  
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4.4. Fragmente 

Faltungsstudien an Proteinfragmenten sind zur Beant- 
wortung einer Anzahl von Fragen geeignet: Welches ist die 
minimale Lange der Polypeptidkette fur eine bestimmte 
Enzymfunktion? Sind getrennte Domanen oder andere 
Substrukturen imstande, zu funktionsfahigen Proteinen zu- 
sammenzutreten? Welche Bedeutung haben bestimmte Be- 
reiche der Polypeptidkette fur die Assoziation oder fur 
eine komplexe Reaktionssequenz? Konnen Fragmente zur 
Analyse des Weges der Faltung oder der Assoziation die- 
nen? Auf welcher Stufe der Synthese finden Faltung, Pro- 
cessing oder Konjugation['] statt? 

Methodisch kann die Manipulation sowohl auf der 
Ebene des Gens als auch der Translation oder aber am fer- 
tig synthetisierten Protein ansetzen. Als Beispiele seien ge- 
nannt: Die Faltungsstudien an Mutanten des ,,Tail-spike- 
Proteins" des Bakteriophagen P22[3'1; die in-vitro-Transla- 
tion der Genprodukte des manipulierten Strukturgens von 
Aminoacyl-tRNA-Synthetase(ala), die zum Nachweis der 
linearen (,,modularen") Anordnung der Einzelaktivitaten 
auf der Polypeptidkette die cotranslationale Cy- 
stin-Verbriickung naszierender Polypeptidketten"'] (siehe 
Abb. 7) und die kinetische Analyse von Umlagerung oder 
Faltung durch limitierte P r o t e o l y ~ e [ ~ ~ ' ~ ~ ] .  

Im Zusammenhang mit der Korrelation von Faltung 
und Assoziation ist die Rekonstitution von Proteinfrag- 
menten in zweierlei Weise als Modellreaktion anzusehen : 
Zum einen konnen geschickt gewahlte Fragmente Interme- 
diate der Rekonstitution zuganglich machen (siehe Ab- 
schnitt 5.3). Zum anderen kann der wechselseitige Einflu5 
von Untereinheiten bei der Assoziation mit Hilfe der Re- 
konstitution von Fragmenten simuliert werden. Hier kann 
wiederum Ribonuclease als Beispiel dienen. Die Protease 
Subtilisin spaltet RNase spezifisch in inaktives S-Peptid 
( h i n o s a w e n  1-20) und inaktives S-Protein (Aminosau- 
ren 21-124)[991. Rekonstitution der beiden Fragmente fuhrt 
zu einem stabilen Komplex mit voller enzymatischer Akti- 
vitat. Das Peptidfragment ist unter Standard-Faltungsbe- 
dingungen ungeordnet; seine a-Helix-Struktur wird erst im 
Komplex stabilisiert['w-1021. Die kinetische Analyse der As- 
soziation von S-Protein und S-Peptid zeigt, daD das S-Pep- 
tid an ein friihes strukturiertes Intermediat bindet, wobei 
die Bindung allein nicht ausreicht, die Helix des S-Peptids 
zu stabilisieren. Erst die endgiiltige Faltung des S-Proteins 
fuhrt zur Fixierung des S-Peptids in seiner spezifischen 
Konformation. Die spaten Schritte auf dem Faltungsweg 
lassen sich folgendermaBen zusammenfassen (h): 

Das Endprodukt pN*, das Eigenschaften des nativen En- 
zyms zeigt, setzt zu seiner Rekombination Strukturierung 
von U zu I3 voraus. Dieses Ergebnis illustriert in der uni- 
bimolekularen Reaktionsfolge Fulfung -. Assmiation + 

Funktion modellmBBig den fur oligomere Systeme typi- 
schen Zusammenhang. 

5. Assoziation oligomerer Proteine 

Das in Abschnitt 4 beschriebene Model1 unterscheidet 
sich von der Faltung und Assoziation oligomerer Proteine 
in zweierlei Hinsicht. 1. Die Bildung der nativen Quartar- 
struktur bezieht sich auf Polypeptidketten vergleichbarer 
GroBe zumindest von der Dimension von Domanen, d. h. 
die Assoziation setzt fur beide Assoziationspartner ein ge- 
wisses Ma13 an Strukturierung voraus. 2. Die Untereinhei- 
ten oligomerer Proteine zeigen - im Gegensatz zu Frag 
menten oder Ein-Domanen-Systemen - die als ,,fakche 
Aggregation" diskutierte Konkurrenz intramolekularer 
und intermolekularer Wechselwirkungen (siehe Abschnitt 
3.3). Sie bedingt, daR der Assoziation oligomerer Systeme 
die Bildung ,,strukturierter Monomere" vorausgehen muB 
(vgl. Abb. 6). Spezifitat der Assoziation ist nur gewahrlei- 
stet, wenn sich die definierten komplementaren Oberfll- 
chenstrukturen uor der Assoziation der Untereinheiten bil- 
den. 

5.1. Faltung und Assoziation 

Moglichkeit und AusmaB der in-vitro-Rekonstitution 
hangen vom Grad der Denaturierung und den relativen 
Geschwindigkeiten von Faltung und Assoziation ab. Die 
enge Kopplung von Dissoziation, Denaturierung und Des- 
aktivierung (siehe Abb. 2) bewirkt, da13 sich durch Messun- 
gen im Dissoziationsbereich nicht kliiren IBOt, ob im ~ e r -  
gang auftretende Intermediate aktiv sind, oder zumindest 
teilweise ihre nativen Eigenschaften aufrecht erhalten. Der 
einzige Weg zur Aufkliirung der Beziehung von Faltung 
und Assoziation ist die kinetische Analyse der Rekonstitu- 
tion unter verschiedenen Faltungsbedingungen bzw. aus- 
gehend von unterschiedlichen Zustanden der Entfaltung 
oder D i ~ s o z i a t i o n ~ ~ ~ . ~ ~ * ~ ~ ] .  

5.1. I .  Rekonstitution strukturierter Intermediate 

Wie am Verschwinden der Amplituden der zugehorigen 
Faltungs- oder Assoziationsreaktionen leicht zu erkennen 
ist, gelingt es durch geschickte Wahl der Liisungsbedin- 

Helixbildung B P'CMP 

u - - + 1 3  L PI3 t pN P N * - ~ ~ C M P  (h) 

k2 = 7 lo5 L mo1-I s-' 71/2 = 68 ms r1/2 = 0 . 5  ms 

U, I,, N, N* = entfalteter Zustand, Intermediat bzw. native ZustBnde des S-Proteins; p = S-Peptid; 
k2 = Geschwindigkeitskonstante der Assoziation 

gungen oder durch kovalente Modifizierung der Proteine, 

tur in ihre Untereinheiten oder in Intermediate der Asso- 

I*] Rocessing bzw. Konjugation bezeichnen die kovalente Modifikation der 
polypeptide durch paflielle Roteo)yse bzw. m a p f u n g  "on Nicht-ho- 'ligomere Ohne drastische Veriinderung der nativen Struk- 
tein-Komponenten (Kohlenhydraten, Lipiden, Cofaktoren etc.). 
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ziation zu zerlegen. Beispielsweise kann Temperaturvaria- 
tion das Dissoziationsgleichgewicht so verschieben, daB 
definierte Assoziate oder ,,strukturierte Monomere" resul- 
tieren (vgl. Intermediarprodukte der ,,endothermen Poly- 
merisation" von Tabakrnosaikvirus-Pr~tein~~~~, ,,Kglte- 
Inaktivierung" von E n ~ y m e n [ ~ ~ ~  und andere ,,Entropie-ge- 
triebene P r ~ z e s s e " ~ ' ~ ~ ~ ) .  Auch die Anwendung hoher hy- 
drostatischer Driicke (ca. 1 kbar) kann zu Dissoziation, 
Denaturierung und Desaktivierung von oligomeren Prote- 
inen fiihrent48.55'. Die vollstandige Rekonstituierbarkeit 
nach Druck-Relaxation"04-'061 ist dadurch zu erklilren, daD 
hydrophobe Kontaktflachen, die fur den Zusammenhalt 
der Untereinheiten verantwortlich sind, im Verlauf der 
Hochdruck-Dissoziation reversibel ins Innere der Mono- 
mere transferiert werdenllM1. Treibende &aft durfte die 
Exposition von Ladungen sein, die im assoziierten Zu- 
stand Ionenpaare bilden; sie bewirken im Gefolge der Dis- 
soziation Elektrostriktion, die (nach dem Braun-Le Chate- 
her-Prinzip) mit zunehmendem Druck das Gleichgewicht 
zur Dissoziation hin verschiebt. 

Am schonendsten sollte die Dissoziation aufgrund des 
Ostwaldschen Verdiinnungsgesetzes durch Erniedrigung 
der Proteinkonzentration gelingen. Beispiele, die dies be- 
stiltigen, gibt es in groBer Zahl, doch sind Messungen 
meist durch die extrem hohen Assoziationskonstanten er- 
schwert; iiberdies ist die aufschluheichere Riickreaktion 
experimentell nicht zuglnglich, und das Ergebnis erm6g- 
licht bestenfalls die Charakterisierung der Dissoziations- 
produkte. Eine interessante Variante in diesem Zusam- 
menhang ist die Untersuchung matrixgebundener Enzyme, 
die zunehmend technologische Bedeutung gewinnen'lo7'. 
Hier gelingt im Falle von Oligomeren bei niedriger Beset- 
zungsdichte die Ankniipfung jeweils nur einer Unterein- 
heit, die durch Denaturierung-Renaturierung leicht von ih- 
ren Assoziationspartnern befreit und als Monomer charak- 
terisiert werden kannt'081. Das Verfahren ergab in mehreren 
Fallen eine mit anderen Methoden nicht beobachtete Ahn- 
lichkeit der isolierten Untereinheit mit dem nativen Asso- 
ziat, die vermuten liiDt, daB die Matrix den Verband der 
nativen Quartarstruktur zu simulieren vermag. 

Quasi-native Intermediate der Assoziation sind bei mitt- 
leren Konzentrationen der Denat~rierungsmittel~~~l oder 
als metastabile Produkte der Rekonstitutiont'wl oder der li- 
mitierten Proteolyse zug8nglich1'101. Sie sind aufschluI3- 
reich fur die Beantwortung der Frage des Zusammenhangs 
von Quartarstruktur und biologischer Funktion (siehe Ab- 
schnitt 5.3). 

5.1.2. Mechanismus der Rekonstitution 

Kinetische Analysen der Konzentrationsabhhgigkeit 
der Reaktivierung, Renaturierung und Reassoziation oli- 
gomerer Proteine haben gezeigt, daB die in-vitro-Rekonsti- 
tution als Sequenz (unimolekularer) Isomerisierungsreak- 
tionen und (bimolekularer) Assoziationsschritte gemiiB 

nM' - nM - 1 D' - - D  - 1-y - . . . 
beschrieben werden kann. 

Das Schema ist entsprechend den iiblicherweise ange- 
wendeten (,,quasi-physiologischen") Bedingungen in drei- 

(9 n 
2 2 4 

erlei Hinsicht vereinfacht: 1. Wegen der Stabilitlt der nati- 
ven Quartarstruktur werden Ruckreaktionen vernachltis- 
sigt. 2. Die der Bildung von M' grundstitzlich vorausgehen- 
den schnellen Faltungsschritte [vgl. GI. (g)] bleiben (als 
nicht geschwindigkeitsbestimmende Reaktionen) unbe- 
rllcksichtigt. 3. Im Falle des Tetrameren-Schemas werden 
Trimere (als insignifikanter Anteil) nicht beriicksichtigt. 
Mit diesen Einschrankungen ergibt sich als Weg zur Auf- 
kltirung des Mechanismus der Rekonstitution die Feststel- 
lung der geschwindigkeitsbestimmenden Schritte und die 
Charakterisierung der in meBbaren Konzentrationen auf- 
tretenden Intermediate. 

Durch konzentrationsabhtingige Messungen der Reakti- 
vierung (im Fall von Enzymen) und der Wiedergewinnung 
der nativen Konformation lassen sich die kinetischen Kon- 
stanten bestimmen. Ihre Zuordnung zu den einzelnen As- 
soziationsschritten durch chemische Quervernetzung oder 
Hybridisierung bestatigt das allgemeine Schema. Sigmoide 
und konzentrationsabhangige Rekonstitutionsprofile ge- 
ben dabei die Uberlagerung von Faltung und Assoziation 
im Sinne der konsekutiven uni-bimolekularen Reaktion 
unmittelbar zu erkenner~l~~l. 

Bei nativen Dimeren vereinfacht sich (mit der Beschran- 
kung auf M und D) das kinetische Schema von GI. (i) in 
der Weise, daB der bimolekulare Schritt eindeutig dem 
2MdD'-Ubergang zuzuordnen ist. Freilich kann statt des 
uni-bimolekularen hier grundsatzlich auch ein rein unimo- 
lekularer Mechanismus resultieren, wenn statt der Bildung 
des ,,strukturierten Monomers" die Umstrukturierung des 
Dimers (D'dD) die Geschwindigkeit bestimmt. Zwei nahe 
verwandte Enzyme, cytoplasmatische (s-MDH) und mito- 
chondriale Malat-Dehydrogenase (m-MDH), illustrieren 
die beiden Alternativen194'1"1. Beide Enzyme werden im 
Cytosol als Produkte zweier (kern-codierter) Gene synthe- 
tisiert und anschlieDend unterschiedlich kompartimentiert. 
Sie bestehen aus jeweils zwei identischen Untereinheiten 
vergleichbarer Gr6Be, aber stark divergierender Primtir- 
struktur. Ihre Quartarstruktur ist hinreichend stabil 
(Kss > lo9 L/mol), um Rekonstitutionsexperimente bis zu 
kleinsten Konzentrationen zu erm6glichen. 

Bei der Denaturierung in 6 M Guanidin.HCI und an- 
schlieBenden Renaturierung durch Verdiinnen verhalten 
sich beide Enzyme im Hinblick auf die geschwindigkeits- 
bestimmenden Schritte v6llig unterschiedlich (Abb. 8). Le- 
diglich die schnellen ersten Schritte der Reaktion (.A+M') 
sind vergleichbar. s-MDH, obgleich chemisch einheitlich, 
zeigt zwei separierbare langsame Reaktionen erster Ord- 
nung, aber keine Konzentrationsabhhgigkeit, m-MDH 
dagegen das typische Bild einer uni-bimolekularen Reakti- 
on. Das Produkt der Rekonstitution ist in beiden Fallen 
der native Ausgangszustand (N* = N) (Tabelle 2). 

Die kinetische Analyse der Reaktivierung, zusammen 
mit parallelen Quervernetzungs-Experimenten, erm6glicht 
fur s-MDH folgende Deutung der Ergebnisse: Die Haupt- 
amplitude (ca. 70%) repriisentiert mit einer Halbwertszeit 
von ca. 9 min die geschwindigkeitsbestimmende Faltung 
zum ,,strukturierten Monomer", das in diffusionskontrol- 
lierter Reaktion (k2> lo6 L mol-' s-') zum aktiven Dimer 
assoziiert ; der Rest riihrt von ,,fakcher Dimerisierung" 
und anschlieBender Isomerisierung (D 'dD)  her. 

Die Parallelitat von Reaktivierung und Dimerisierung 
fur beide Reaktionen zeigt, daB weder das Monomer noch 
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Abb. 8. Kinetik der Rekonstitution dimerer Malat-Dehydrogenase (MDH) 
vom Schwein nach Denaturierung in 6~ Guanidin.HC1 oder 1 . 0 ~  Glycin/ 
Hd'Oh pH 2.3; Reaktivierung durch Verdiinnen: 0.1 M Natriumphosphat, 
pH 7.6 (experimentelk Details siehe [94, 1113). A) Cytoplasmatische MDH 
(s-MDH). Rekonstitution bei cMDH [Ccg/mLJ- 1.3 (0). 3.7 (A),  6.4 (0). 12.9 
(V). Profilerrcchnet nachGI.(j)mitkl-13-10-'s-'(68%)undk;-7.10-~ 
s-' (32%). Eingefilgtes kleines Diagramm: Linearisierung zur Bestimmung 
der Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten erster Ordnung; Uberlagerung 
zweier Exponentialfunktionen fiir CMDH = 1.3 &mL. B) Mitochondriale 
MDH (m-MDH). Rekonstitution bei CMDH [pg/mL]-0.07 ( O ) ,  0.14 (O), 0.35 
( A ) ,  1.2 (0), 3.1 (m), 5.0 (A) .  Profile errcchnct nach GI. (k) mit 
kI-6.5.10-'s-'  undk2=3.10'L mo1- ls - l  [Il l] .  

gefaltete Assoziationsintermediate signifikante enzymati- 
sche Aktivitlt besitzen kannen (Abb. 8A). Im Gegensatz 
zum verzweigten Faltungsweg von s-MDH [Gl. (j)] ge- 
horcht die Rekonstitution von m-MDH der einfachen 
Konsekutivreaktion (Abb. 8B) gemlI3 GI. (k). 

Die Gesamtreaktion hlngt dabei nicht vom Denaturie- 
rungsmodus (Slure, Harnstoff, Guanidin) ab, d. h. die un- 
terschiedlichen Ausgangszustlnde fuhren tiber ein gemein- 
sames strukturiertes Zwischenprodukt (MY, dessen Fal- 
tung und Assoziation sich aufgrund von Fluoreszenz- und 
Aktivitstsdaten durch ein und dasselbe Konstantenpaar, kl 
und k2, vollstlndig beschreiben lii13t[94*1111. 

Geht man von Dimeren zu Tetrameren uber, so ergibt 
sich eine Anzahl neuer Fragen: Gibt es Intermediate der 
Assoziation? Sind sie katalytisch aktiv? Lassen sie sich sta- 
bilisieren? 1st die Dimerisierung von M oder D geschwin- 
digkeitsbestimmend? 

Zu ihrer Beantwortung betrachten wir als reprlsenta- 
tives Beispiel das glykolytische Enzym Lactat-Dehydro- 
genase (LDH), fur das detaillierte Untersuchungen vorlie- 

. ie beiden Isoenzyme 
LDH-H4 und LDH-M4 aus dem Herz- bzw. Skelettmuskel 
bestiitigen das kinetische Schema (i). Fur LDH-M4 ergibt 
sich aus konzentrationsabhlngigen Messungen der Reakti- 
vierungskinetik der uni-bimolekulare Mechanismus (1) mit 
kl=8.10-4  s- '  undk,=3.1O4 L mol-ls-', in vollstlndi- 
ger Analogie zum Mechanismus der dimeren m-MDH 
(Abb. 9; vgl. Abb. 8B). 

gen[26, 3 7 4 1 ,  66. 68-71, 94, 104-106. 1121 D 
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Abb. 9. Kinetik der Rekonstitution tetramerer Lactat-Dehydrogenase aus 
Schweine-Skelettmuskel. 0.1 M Natriumphosphat, pH 7.6, 20°C. A) Reakti- 
vierung nach Denaturierung in 6 M Guanidin. HCI (CLDH = 1.7 pg/mL). Akti- 
vitPtsmessung im Standardtest (0 )  (Profil errechnet nach GI. 0) mit 
kl-8.10-4 s-', kz=3.104 L mol-'s- ' )  und in Anwesenheit von 1 . 5 ~  
(NH&S04 (0) (Profil errechnet mit den gleichen Konstanten kl, k2 
unter der Annahme von 50% Dimeren-AktivitAt). B) Reassoziation ,,struk- 
turierter Monomere" nach Dissoziation und Desaktivierung in 0.1 M 
H3PO4, 1 M Na2S0.,. Bestimmung des Anteils an Monomeren (O) ,  Dime- 
ren ( A )  und Tetrameren ( 0  ) durch SDS-Polyacrylamid-Gelelektropho- 
rese nach Quervernetzung rnit 1% Glutaraldehyd (Profile errechnet nach 

4 M  "1 2 D A T mit K - 3.3.10' L mol -I und k2= 3. 10' L mol- I s- I 

unter der Annahme inaktiver Monomere und Dimere); die Reaktivierung 
verliluft synchron rnit der Tetramerenbildung 138, 1131. 

Wie aus Quervernetzungsexperimenten hervorgeht 
(Abb. 9), dominiert zu Anfang der Rekonstitution die Di- 
merbildung. Die zugeharige Abnahme der Monomer-Kon- 
zentration gehorcht einer Reaktion erster Ordnung rnit 
kl = 8.0. s-' ,  in exakter Ubereinstimmung mit der 
durch Computersimulation der Zeit- und Konzentrations- 
profile gewonnenen obigen Konstante. Die systematische 
Abweichung in Abbildung 9 folgt daraus, daB die Dimeri- 
sierung von M eine schnelle Gleichgewichtsreaktion mit 
K = 3.10' L mol-' und einer Geschwindigkeit nahe der ei- 
ner diffusionskontrollierten Reaktion istt3'* ' ' I .  Das voll- 
stlndige kinetische Schema wird demnach durch (m) wie- 
dergegeben: 
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Wie bei den monomeren und dimeren Proteinen gehen 
dem langsamen M ' d  M-Ubergang schnelle Faltungsreak- 
tionen voraus; M' weist bereits > 80% der nativen Elliptizi- 
tiit auf. SchlieBt man durch Zugabe stabilisierender Io- 
nen[Il4] zum Denaturierungsmedium (z. B. 1 M Na2S04/ 
H3P04, pH = 2) die vollstiindige Entfaltung aus, so gelingt 
es, ,,stru!cturierte Monomere" (M) zu eneugen, die nach 
rein zweiter Ordnung rnit k2=3.0.  lo4 L mol-' s-I assozi- 
ieren und damit unabhiingig die zweite kinetische Kon- 
stante des uni-bimolekularen Schemas [Gl. (l)] verifizie- 

Der hier fur ein tetrameres Enzym diskutierte Rekonsti- 
tutionsmechanismus wird durch eine Vielzahl experimen- 
teller Befunde bestatigt. 1. Die Rekonstitution des bei mitt- 
leren Guanidin-Konzentrationen erhaltenen dimeren In- 
termediats ergibt exakt die gleichen kinetischen Daten wie 
der Monomer-LTetramer-ijbergang, d. h. die Reaktion 
2 D d T  als gemeinsamer Schritt der Rekonstitution mu13 
geschwindigkeitsbestimmend sein13". 2. Limitierte Prote- 
olyse rnit Thermolysin wahrend der Rekonstitution fiihrt 
intermediiir zu metastabilen ,,Dimeren"[ml. Setzt man 
Thermolysin zu verschiedenen Rekonstitutionszeiten zu, so 
ergibt sich wiederum der Dimer-Tetramer-Ubergang als 
geschwindigkeitsbestimmender Schritt sowohl der Reasso- 
ziation als auch der Reaktivierung. 3. Isoenzym-Hybridi- 
sierung zu verschiedenen Rekonstitutionszeiten ermiiglicht 
die Berechnung aller zu einem bestimmten Zeitpunkt an 
der Reaktion beteiligten Spezies (M, D, T); das Ergebnis 
bestiitigt den Mechanismus 

Wie vergleichende Untersuchungen an anderen tetrame- 
ren Enzymen gezeigt haben, 1ii13t sich der konsekutive uni- 
bimolekulare Mechanismus als kinetisches Model1 fur die 
Bildung der nativen Quartarstruktur verallgemei- 

Gehen wir von tetrameren zu rnultirneren Systemen iiber, 
so ergibt sich aus der Rekonstitution komplexer biologi- 
scher Strukturen (Phagen, Viren, Ribosomen, Multienzym- 
komplexe etc.), da13 autonome Faltung und Assoziation 
grundsiitzlich mdglich sind. An neuen Aspekten kommen 
ins Spiel: Kooperative Erscheinungen; genetisch oder zel- 
luliir regulierte Reaktionssequenzen; ,,morphopoietische 
Faktoren" zur Regelung der korrekten Reaktionsfolge so- 
wie der Geometrie und Stochiometrie der nativen Quartiir- 
struktur. 

Drei Beispiele m6gen die verschiedenen Ebenen der 
Komplexitiit illustrieren. 

1. Homogene Multimere, z. B. Tabakmosaikvirus-Prote- 
in, zeigen fur die verschiedenen Assoziate unterschiedliche 
kinetische Mechanismen. Dabei ist der pH-Wert rnit ex- 
trem hoher Kooperativitiit ~trukturbestimmend[~~~"~*~'*~. 
Langsame Nucleationsschritte, die bei Assoziationsexperi- 
menten Nicht-Gleichgewichts-Zustiinde bedingen kannen, 
scheinen Eint7uB auf den Assoziationsmodus zu haben1"91. 
Allerdings liiBt sich die ,,Polymerisation" in erster Niihe- 
rung als Florysche Kondensationspolymerisation [GI. (n)] 
mit einer Gleichgewichtskonstante beschreiben1'201. 

nem125. 26.66.71.941 

2 A 1 a A 2 ;  A 2 + A 1 & A 3 ;  A: ,+AI&& ..... (n) 

Der endotherme Charakter der Reaktion gilt dabei unter 
allen Bedingungen, unter denen Assoziation begiinstigt ist. 
Die entsprechende Entropiezunahme beruht auf der Frei- 

setzung von Wassennolekiilen im Verlauf der Polymerisa- 
ti0n1~~1. 

2. Heterogene Multirnere, z. B. Multienzymkomplexe, er- 
moglichen eine Antwort auf die Frage, ob gefaltete Poly- 
peptidketten als Matrize fiir die Faltung und Assoziation 
anderer Komponenten eines multimeren Systems dienen. 

Wie fur monomere oder oligomere Multi-Domiinen-Pro- 
teine, bei denen Unabhiingigkeit der Domiinenfaltung er- 
wiesen i ~ t ~ ~ ~ ~ - ~ ~ ~ ~ ,  scheint auch fur Multienzymkomplexe zu 
gelten, daR weder externe Faktoren noch strukturierte 
Komponenten des Komplexes fur Faltung oder Assozia- 
tion erforderlich sind. Das einfachste Beispiel ist der tetra- 
mere Tryptophan-Synthase-Bienzym-Komplex aus E. coli, 
dessen beide Komponenten (a und 02) die Reaktionsfolge 
(0 )  katalysieren. Im Komplex (azo2) wird durch Festhalten 
(,,channeling") des gemeinsamen Zwischenprodukts Indol 
der katalytische Effekt um zwei GroBenordnungen gestei- 
gert. 

Glycerinaldehyd Se.rin 

Die a-Untereinheit ist als Monomer aktiv; ihre Reakti- 
vierung folgt daher einem Zeitgesetz erster Ordnung. Das- 
selbe gilt (aufgrund diffusionskontrollierter Assoziation 
der strukturierten Monomere) fur das p2-Dimer. Beide Ein- 
zelenzyme sind in ihrer Reaktivierung voneinander unab- 
hangig. Die Gewinnung der nativen Quartiirstruktur ge- 
horcht einem uni-bimolekularen Mechanismus rnit der er- 
hiihten Gesamtaktivitiit des Komplexes auf der Stufe des 

Ungleich komplizierter ist die Rekonstitution von As- 
partat-Transcarbamoylase aus E. coli. Das Enzym - ein 
Dodecamer aus zwei ,,katalytischen" Trimeren (C) und 
drei ,,regulatorischen" Dimeren (R) - reguliert allosterisch 
die Pyrimidin-Biosynthese. Seine Stabilitat und konforma- 
tionelle Flexibilitat beruht auf spezifischen ,,Bindungsdo- 
manen" sowohl innerhalb der C-Trimere und R-Dimere 
als auch zwischen C und R; ihnen verdankt das Enzym die 
praktisch vollstiindige Rekonstitution nach Denaturierung. 
Faltung und Assoziation finden im Konzentrationsbereich 
von einigen mg/mL innerhalb weniger Sekunden statt. Die 
Befunde lassen sich durch einen Mechanismus erkliiren, 
der als ersten Schritt die unabhiingige Faltung und Asso- 
ziation der Untereinheiten zu C und R enthiilt; die trime- 
ren bzw. dimeren Intermediate werden anschlieRend in 
grundsiitzlich heterologer Weise zu c6r6 ( p C2R3) zusam- 
mengefiigt. Da allein bei der Rekombination von c3 und r2 
(ohne Beriicksichtigung der homologen Assoziation) zehn 
kinetische Gleichungen angenommen werden mussen, liegt 
es auf der Hand, daB der endgiiltige Beweis des Mechanis- 
mus noch in weiter Ferne liegt['26*1271. 

3. Riesenrnolekule. Der Multienzymkomplex Pyruvat- 
Dehydrogenase ist das Bindeglied zwischen Glykolyse, 
Citratcyclus und Fettsauresynthese. Der Komplex verei- 
nigt in sich drei Aktivitiiten: Decarboxylase (El), Acyl- 
Transferase (E2) und Lipoamid-Dehydrogenase (E3), die 
als E2-,,Core" mit peripheren El- und E3-Einheiten orga- 
nisiert sind. Die Komplexe aus verschiedenen Organismen 
unterscheiden sich im Hinblick auf Quartarstruktur, Gr6Be 
und Reaktivierbarkeit. Im Falle des Enzyms aus Bacillus 

Tetramers['21. 124.1251 
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stearothemophilus haben wir mit M,= lo7 den grisBten bis- 
her bekannten Multienzymkomplex vor uns. Seine Kom- 
ponenten lassen sich zum Teil in nativer Form sepaneren 
oder (nach Denaturierung) reaktivieren. Gemeinsame De- 
naturierung/Renaturierung des Komplexes fiihrt zu par- 
tieller Rekonstitution[1281. Diese gehorcht einem Zeitgesetz 
erster Ordnung, entsprechend einer geschwindigkeitsbe- 
stimmenden Isomerisierungsreaktion und schneller Asso- 
ziation. Die getrennte Reaktivierung der Komponenten E2 
und E3 Muft der Gesamt-Rekonstitution voraus ; Zugabe 
aktiver E2-Core-Partikeln fiihrt aber zu keiner Beschleuni- 
gung (Abb. 10). Die beobachtete Isomerisierungsreaktion 

Abb. 10. Rekonstitution des Pyruvat-Dehydrogenase-Multienzymkomplexes 
aus Bacillus stearothennophilus und seiner Einzelkomponenten E2 (Lipoat- 
Acyltransferase) und E3 (Lipoamid-Dehydrogenase). Denaturierung in 1 . 0 ~  
Glycin/H,W4, pH 2.3; Rekonstitution in 0.2M Natriumphosphat, pH 7.0. 0 
illustriert die im Bcreich von 40-160 pg/mL konzentrationsunabhitngige Re- 
aktivierung des Komplexes. Zugabe von E2 bei 1 (V) Bndcrt die Kinetik 
nicht; die Reaktivierung von E3 (0) lBun der des Komplexes voraus. Rekon- 
stitutionsexperimente bei 0°C (0)  und 53°C (Ubrige Symbole). 

diirfte nach @) dem ,,Reshuffling", d. h. der intramoleku- 
laren Umlagerung des Komplexes zuzuordnen sein: 

Wie das Beispiel der Pyruvat-Dehydrogenase zeigt, verlau- 
fen Faltung und Assoziation selbst bei hischst komplexen 
Multienzymsystemen spontan. Weder BuDere Faktoren 
noch eine bestimmte Reaktionsfolge erweisen sich als not- 
wendig. Diese SchluBfolgerung kann zumindest fur konju- 
gierte Proteine nicht verallgemeinert werden: Systeme von 
der Komplexitat des Ribosoms oder bestimmter Phagen 
und Viren erfordern fur den Zusammenbau definierte 
, ,P rog~amme"[~~~-~~~1 .  

5.1.3. Ligandeneflekte 

Spezifische Liganden, z. B. Cofaktoren, Substrate oder 
Komponenten des Liisungsmittels, kisnnen die native 
Struktur von Enzymen stabilisieren; in vielen Fallen haben 
sie funktionelle Bedeutung fiir die katalytische Aktivitat. 
Im Zusammenhang mit dem Mechanismus von Faltung 
und Assoziation stellt sich die Frage, ob und auf welcher 

Stufe Liganden die Bildung der Struktur von Proteinen be- 
einflussen. 

Grunds&tzlich sind zwei Misglichkeiten denkbar: 1. 
Durch Bindung eines Liganden an ein Intermediat der Fal- 
tung oder Assoziation kann die Aktivierungsenergie eines 
geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes vergndert wer- 
den. 2. Durch Komplexbildung, z. B. mit dem nativen Zu- 
stand, kann die Freie Energie dieses Zustands gegenuber 
den entsprechenden Minima nicht-nativer Konformatio- 
nen erniedrigt werden, so daB das Gleichgewicht zu N 
verschoben wird. Dies bedeutet, da13 die Bindung eines Ef- 
fektormolekuls oder Ions die Faltungsgeschwindigkeit so- 
wohl durch die Beeinflussung geschwindigkeitsbestimmen- 
der Reaktionsschritte als auch durch die Stabilisierung von 
Intermediaten oder dem Endprodukt der Faltung v e r b  
dern kann. 

Bei den ausfiihrlich untersuchten Dehydrogenasen 
wurde vielfach das Coenzym NAD als ,,Nucleationsmit- 
tel" angesehen, das Faltung und Assoziation beschleu- 
nigtr6']. Genaue Untersuchungen zeigten jedoch, daB seine 
Wirkung auf die Kinetik bestenfalls gering I3'l, 

wie zu erwarten bei der Komplexitiit der an der Bindung 
des NAD-Molekiils beteiligten Bindungsdomanen[601. Fur 
die Ausbeute kann die Verschiebung des Gleichgewichts 
aufgrund der Bildung des Holoenzyms durchaus signifi- 
kant sein. 

Ein Beispiel in diesem Sinne ist die Wirkung von Zink- 
Ionen auf die Rekonstitution von Leber-Alkohol-Dehydro- 
genase (LADH)1'33*1341. Das dimere Enzym braucht zu sei- 
ner katalytischen Funktion und zur Stabilisierung seiner 
Struktur Zink-Ionen. In Abwesenheit des Liganden ist we- 
der Reassoziation noch Reaktivierung zu beobachten. 
Stattdessen wird eine (durch Fluoreszenz leicht nachweis- 
bare) partielle Riickfaltung beobachtet, die in Abwesenheit 
von Zn2 + irreversibel zu falschen Aggregaten fiihrt. Zu- 
gabe von Zn2+ bewirkt Reaktivierung. Diese hangt von der 
Enzymkonzentration ab und beweist damit, daB Assozia- 
tion zum Dimer Voraussetzung fur die katalytische Funk- 
tion ist. Faltung und Assoziation k6nnen unabhiingig von- 
einander analysiert werden, wenn man Zn2+ erst nach der 
Faltung zusetzt (Abb. 1 I). Unter dieser Bedingung limitiert 

f IRenaturierungl [minl-, 

f (Reaktivierungl [min] - 
Abb. 1 1 .  EinfluU der Zn'+- und der Enzymkonzentration auf die Rekonstitu- 
tion von Alkohol-Dehydrogenase aus F'ferdeleber (LADH). Denaturierung 
und Abtrennung von Zn2+ in 6u Guanidin. HCI durch Gelchromatogra- 
phie; Renaturierung in 0 . 1 ~  Natriumphosphat, pH 7.6, cLADH- 10 pg/mL, 
25°C. F- Wiedergewinnung der nativen Fluoreszenz (A..,=275 nm, 
Aem = 330 nm). A- Reaktivierung bei den angegebenen Enzymkonzentratio- 
ncn b~]. Profile errechnet nach GI. (4) mi1 k l - 7 . 1 0 - ' s - ' ,  kl-1.6~10' L 
mo1-Is-I und K=0.17 pL mol-' 11341. 
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nicht mehr die Bildung ,,strukturierter Monomere" 
(M'dM) die Reaktivierung, sondern ihre Dimerisierung ; 
entsprechend gehen die sigmoiden Profile in solche rein 
zweiter Ordnung uber. Das kinetische Schema (q) be- 
schreibt das gesamte Geschehen. 

2 M*Zn2+ 

Es erklgrt sowohl das ErlCIschen der Reaktivierbarkeit 
bei Zn2+-iiberschuB (Abfangen inaktiver Monomere) als 
auch die stabilisierende Wirkung des Liganden (Verschie- 
bung des Gleichgewichts zu DdN*). Das Schwermetall- 
Ion hat demnach eine dreifache Funktion: Als Lewis- 
Silure im katalytischen Mechanismus, als Ligand eines In- 
termediats und als stabilisierendes Gegenion in der dreidi- 
mensionalen Struktur der gefalteten Polypeptidkette. 

5.2. Spezifitjit 

Der faszinierendste Aspekt im Zusammenhang mit der 
Wirkung von Liganden auf die Bildung der nativen Quar- 
tilrstruktur ist das Problem der Spezifitilt der Assoziation, 
d. h. die Frage der wechselseitigen Beeinflussung von Pro- 
teinen bei der Bildung ihrer dreidimensionalen Struktur. 
Die in-vivo-Faltung eines naszierenden Polypeptids findet 
in Gegenwart hoher Konzentrationen an anderen Prote- 
inen einschlieBlich anderer naszierender Ketten statt, die 
im gleichen Gen-Abschnitt codiert sind. Daraus ergibt sich 
die Frage, ob unter Umstlnden ,,Chimiiren", d. h. Hybride 
verschiedener Proteine, zumindest als Intermediate der As- 
soziation auftreten. Frtihere negative Befunde lieBen die 
unterschiedliche Rekonstitutionsgeschwindigkeit verschie- 
dener Proteine auBer acht und sind deshalb nicht schliis- 
sig[lW. 

Im Falle der tetrameren Lactat-Dehydrogenasen (LDH- 
H4 und LDH-M4) haben wir ein System vor uns, bei dem 
die Kombination der beiden unterschiedlichen Ketten fiinf 
physiologisch verschiedene Isoenzyme - H4, M4 und die 
drei Hybride H3M, H2M2 und HM3 - bedingt; vergleich- 
bare Hybridisierung findet sich auch bei anderen Enzy- 
men. Auf der anderen Seite zeigen die Rekonstitutions-Ex- 
perimente an Pyruvat-Dehydrogenase (Abb. lo), daB die 
Komponenten des Multienzymkomplexes in ihrer Faltung 
und Assoziation unabhlngig voneinander sind. 

Um das Problem im Hinblick auf mCIgliche kinetische 
Intermediate und hybride Endprodukte zu kllren, verwen- 
det man zweckmaBig zwei nahe verwandte Enzyme, deren 
Hybride sich (neben ihrer moglichen Bifunktionalitilt) in 
charakteristischen physikalisch-chemischen Eigenschaften 
unterscheiden. 

Untersuchungen des Gleichgewichts wie der Kinetik ge- 
meinsamer Rekonstitution an einem derartigen Paar, 
LDH-H4 und m-MDH (mitochondriale Malat-Dehydroge- 
nase)1601, lie5en weder den Austausch von Untereinheiten 
im nativen Zustand noch die Bildung (intermediarer) Hy- 
bride LDH MDH oder (LDH),-(MDH), erkenr~ed"~~. Al- 

lerdings sind die Experimente insofern nicht v6llig eindeu- 
tig, als unter den Bedingungen synchroner Reaktivierung 
im Verlauf der Rekonstitution schnell gebildete LDH-Di- 
mere mit MDH-Monomeren hybridisieren miiBten (siehe 
Abschnitt 5.1.2). Um dieses Problem zu umgehen und Mo- 
nomer-Monomer-Wechselwirkungen zu ermCIglichen, 
mu5te man zwei im nativen Zustand dimere Enzyme ver- 
wenden. LDH aus Limulus (D-LDH) und m-MDH sind 
ein derartiges Paar. Beide Enzyme gehorchen dem glei- 
chen uni-bimolekularen Rekonstitutionsmechanismus rnit 
vergleichbaren Zeitkonstanten. Die Ergebnisse bleiben die 
gleichen: Weder synchrone noch asynchrone Messungen 
der Reaktivierungskinetik zeigen einen EinfluB der beiden 
Enzyme aufeinander (Abb. 12); chromatographisch wie 
elektrophoretisch sind weder aktive noch inaktive Hybride 
nachweisbar; schlieBlich erweist sich die Reaktivierungs- 
ausbeute als unabhangig von der An- oder Abwesenheit 
des jeweils ,,fremden" Enzym~[ '~~l .  Das heiBt: Auch im 
Fall dimerer Rekonstitutionspartner lassen sich weder hy- 
bride Endprodukte noch metastabile hybride Intermediate 
nachwei~en['~'~. Offensichtlich ist die Assoziation oligome- 
rer Enzyme in hohem MaBe spezifisch. 
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Abb. 12. Spezifitst der Assoziation zweier dimercr Dehydrogenasen. Syn- 
chrone Rekonstitution von D-Lactat-Dehydrogenae (D-LDH) aus Limulur 
polyphemus und mitochondrialer Malat-Dchydrogenasc (m-MDH) vom 
Schwein [137]. A) Reaktivierung von 2 W/mL D-LDH in Anwesenheit von 
0.2 (e), 0.5 (0) und 1.0 (0 )  pg/mL m-MDH. Profil: Reaktivierung von D- 
LDH in Abwesenheit von m-MDH. errechnet nach GI. (k) mit &,-6.10-' 
s-' und k2= 1.5. lo' L mol-' s-'. B) Reaktivierung von 2 pg/mL m-MDH in 
Anwesenheit von 0.2 (a), 0.5 (0) und 0.9 (0)  pg/mL D-LDH. Rofil: Rcakli- 
vierung von m-MDH in Abwesenheit von D-LDH rnit den in Abbildung 8 an- 
gegebenen Konstanten. 

Die entsprechende ,,Erkennung" von Untereinheiten ist 
eine Folge feinabgestimmter Wechselwirkungen und 
Strukturanpassungen. Sie setzt voraus, daB die Unterein- 
heiten erst im ,,strukturierten Zustand", d. h. nach Bildung 
der korrekten komplementilren Tangentenflgchen, kolli- 
dieredl3*]. In vivo durfte diese Bedingung im Falle groBer 
Protein-Untereinheiten durch cotranslationale Faltung der 
naszierenden Kette realisiert sein. Dabei mussen die inter- 
mediilr auftretenden Faltungsprodukte in ihrer Komple- 
mentaritilt hinreichend definiert sein, so daB auch im hete- 
rogenen System des Cytoplasmas keine Kompartimentie- 
rung der Faltung und Assoziation erforderlich ist. 

Erggnzend sei erwlhnt, daB auf der Ebene der ,,Koales- 
zenz" von Strukturdomilnen ein ahnliches Ma5 an Spezifi- 
tat besteht wie auf der Ebene der Assoziation von Unter- 
einheiten. In vblliger Entsprechung zur Faltung und Asso- 
ziation intakter Polypeptidketten kbnnen auch Domlnen 
oder andere proteolytische Fragmente von Untereinheiten 
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zur quasi-nativen (,,genickten") Tertilr- und Quartlrstruk- 
tur rekonstituieren193.97. 110.121.1221 

Tabelle 3. Eigenschaften nativer Lactat-Dehydrogenase (LDH-M,) im Ver- 
gleich zu proteolytischen ,.Dimered' als Zwischenprodukten der Rekonstitu- 
tion [a]. 

5.3. Struktur-Funktioas-Biehung 

Die Beobachtung, daB die Integritlt der Kette keine not- 
wendige Voraussetzung fur die native Struktur eines Pro- 
teins ist, fiihrt zuriick zur Unterscheidung essentieller und 
nicht-essentieller Teile einer Sequenz, die aus der Betrach- 
tung homologer einkettiger Proteine folgte. Hier ist ab- 
schlieSend die Frage nach der funktionellen Bedeutung 
der Assoziatstruktur zu stellen: 1st die Quartlrstruktur not- 
wendige Voraussetzung fur die katalytische Funktion, oder 
sind kinetische Intermediate oder Gleichgewichtsinterme- 
diate auf dem Weg der Faltung und Assoziation bereits ka- 
talytisch wirksam? Eine Antwort ist von tetrameren Syste- 
men zu erwarten, bei denen zumindest das dimere Inter- 
mediat der Analyse zuggnglich ist. 

Ergebnisse von Gleichgewichtsuntersuchungen der De- 
naturierung an einer groBen Zahl von oligomeren Enzy- 
men weisen darauf hin, daB volle enzymatische Aktivitiit 
und allosterische Regulation die native Quartlrstruktur 
voraussetzen. Allerdings gibt es Befunde, die Aktivitlt und 
Allosterie auch auf der Monomer-Stufe nachzuweisen 
scheinen (Matrix-gebundene Untereinheiten; Allosterie, 
2.B. von a-Amylase, Ribonuclease). Die Kinetik der Re- 
konstitution beweist fur den Fall, daB geschwindigkeitsbe- 
stimmende Schritte zweiter Ordnung auftreten, dal3 Asso- 
ziation notwendige Voraussetzung der Aktivitiit ist. Frei- 
lich verrat dies Ergebnis fur einen Assoziationsgrad > 2  
nichts uber die tatsachlich aktive Spezies. 

Die Zuordnung von Aktivitlt und Assoziationsgrad 
kann durch chemische Quervernetzung getroffen werden, 
die z. B. bei LDH unter Standardbedingungen eindeutig 
die Tetramerisierung als geschwindigkeitsbestimmenden 
Schritt zu erkennen gibt (Abschnitt 5.1.2, Abb. 9). Die Re- 
konstitution, ausgehend von Intermediaten der Dissoziati- 
on, bestiitigt als unabhangige Methode den B e f ~ n d [ ~ ' ~ ] .  

Die Hoffnung, die Frage durch den Vergleich homolo- 
ger Enzyme gleicher Funktion, aber unterschiedlicher 
Quartiirstruktur zu beantworten, triigt: Phosphoglycerat- 
Mutase, die in verschiedenen Organismen tetramer, dimer 
oder monomer vorkommt, zeigt auf verschiedenen Stufen 
der Quartlrstruktur vollig verschiedenes Rekonstitutions- 
verhalten[' l6]. 

Eine Methode, die im gegebenen Zusammenhang Erfolg 
verspricht, ist die limitierte Proteolyse. Viele oligomere En- 
zyme erweisen sich aufgrund der Nicht-Aquivalenz der 
Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten als ,,Di- 
mere von Dimeren", ,,Dimere von Trimeren" etc. Tetra- 
mere LDH wird z. B. durch einen N-terminalen ,,Arm" von 
20 Aminosauren als dimeres Dimer stabilisiert. Spaltet 
man im Verlauf der Rekonstitution den ,,Arm" proteoly- 
tisch ab, bevor signifikante Tetramerbildung beginnt, so 
sollte es gelingen, proteolytische Dimere zu erzeugen, die 
hinreichend stabil sind, um der Charakterisierung zugilng- 
lich zu sein. 

Das Ergebnis ist in vielerlei Hinsicht bemerkenswert 
(Tabelle 3). Die tatslchlich in prlparativen Mengen iso- 
lierbaren ,,Dimere" sind unter Standard-Testbedingungen 
enzymatisch inaktiv und nach Denaturierung wieder zu 
,,Dimered' rekonstituierbar. Die Tatsache, daB ,,Dimere" 

nativ ,,dimer" 

Molekulargewicht (M,. 
Sedimentationsgleichgewicht 
Gelpermeations-Chromatographie 
SDS- Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

Sedimentationskoeffizient s20.~ (S) @] 
N-Terminus 
re]. Fluoreszenz bei 340 nm [Ae,= 280 nm] 
Elliptiziat @,,.,. lo-' [Grad.cm'.dmol-'] 
Absorption A%& [crn'.mg-'l 
spez. Aktivitlt [Einh./mg] 

Standardtest 
In Anwesenheit von 2M (NH&SOI 

1 4 0 f 4  
140 
35 

7 . 6 f 0 . 3  
acetyliert 
100 
- 12.0 

1.4 

550 f 70 
4 4 5 f 6 5  

6 5 f 3  
70 
34 (60%) 
18 (20%) 
12 (20%) 
3 .4f0 .2  

Leu, Val 
5 5 f 5  

- 11.5 
2.0 

2 f 2  
1 0 6 f 1 5  

[a] Limitierte Proteolyse mit Thermolysin nach 1 min Rekonstitution. Experi- 
mentelle Details siehe [40, 109, 1 lo]. [b] Sedimentationsanalyse bei cLDH =0.2 
mg/mL; Analyse des ,,Dimen" mittels Aktivitlts-Transport [139] in Anwe- 
senheit von 1 . 0 - 2 . 0 ~  (NH&S04. 

und nicht Tetramere zuriickgewonnen werden, erlaubt den 
SchluB, daB das ,,Dimer" keine intakten Monomere als 
Untereinheiten enthiilt. Stattdessen erweisen sich die ,,Di- 
mer"-Bausteine in hohem AusmaB als fragmentiert (,,ge- 
nickt") (Tabelle 3). DaB sie trotzdem reassoziieren, be- 
weist, daB die Domanen von LDH hinreichende Struktur- 
information aufweisen, um auch ohne den Zusammenhalt 
einer durchglngigen Polypeptidkette die fiir die native 
Tertiarstruktur verantwortlichen intramolekularen Kon- 
takte zu bilden" ''I. Ahnlich verhalten sich fl-Galactosidase, 
Lysozym, Penicillinase, Tryptophan-Synthase und andere 
Enzyme[""-'441. Die ,,Dimere" sind proteolytisch und ther- 
misch labiler als das native Tetramer. DaB sie prlparativ 
durch NAD-spezifische Affinitats-Chromatographie iso- 
liert werden konnen, beweist die Erhaltung des aktiven 
Zentrums. Die gegenuber dem Tetramer herabgesetzte Af- 
finitat steht in Ubereinstimmung mit der erhohten konfor- 
mationellen Flexibilitlt und Labilitlt des Molekuls. Diese 
Deutung wird durch den Effekt strukturstabilisierender Io- 
nen be~tlt igtl"~~: LlBt man im enzymatischen Test ca. 1 M 
Na2S04 oder 1.5 M (NH4)2S04 einwirken, so werden bis zu 
50% der nativen spezifischen Aktivitlt induziert, ohne daB 
sich am dimeren Zustand etwas lndert[94*1101. 

Die erwahnte katalytische Aktivitat von dimerer LDH 
beschrslnkt sich nicht auf das proteolytische Dimer, sie 
wird vielmehr auch beim dimeren Intermediat der Rekon- 
stitution beobachtet, wenn die Aktivitat in Gegenwart von 
Na2S04 oder (NH4)2S04 gemessen wird. Aufgrund der in- 
trinsischen Aktivitlt des dimeren Intermediats liiuft unter 
diesen Bedingungen die Wiedergewinnung der Aktivitat 
der Tetramerisierung v o r a u ~ [ ' ~ ~ ~ .  

Angesichts der strukturellen und funktionellen jlihnlich- 
keit des Dimers und Tetramers ist es nicht uberraschend, 
daB die Rekonstitution des Fragments mit Mr=34O0O sich 
in das kinetische Schema (1) einftigt. Die Rekonstitution, 
die mit Na2S04 im Test nun als Reaktivierung verfolgt 
werden kann, erweist sich als unabhlngig von der Enzym- 
konzentration und 18Bt sich quantitativ durch dieselbe Ge- 
schwindigkeitskonstante (k,) erster Ordnung beschreiben, 
die fur die Faltung der intakten Polypeptidkette bei der 
Rekonstitution zum Tetramer resultiert. Mit dem Index p 
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fur die proteolytisch modifizierte Polypeptidkette ergibt 
sich das Schema (r): 

Die im Vergleich zum Tetramer unverhderte kinetische 
Konstante (k,  = 8 - s-')  beweist, daR der N-terminale 
Arm auf die geschwindigkeitsbestimmenden Faltungs- 
schritte der monomeren Kette keinen EinfluR hat. Seine 
Bedeutung besteht in der Verklammerung der Dimere zum 
aktiven Tetramer['@". 

Die tetramere Quartiirstruktur kombiniert die optimale 
Stabilitat in bezug auf die auDeren physikalischen Parame- 
ter und den Turnover mit der strukturellen Flexibilitiit, die 
fur die Katalyse notwendig 

6. SchluObemerkungen 

Beim Versthdnis der Elementarprozesse der Proteinfal- 
tung stehen wir erst am Anfang. Dementsprechend lie@ 
die Entschlusselung des ,,Faltungscodes", eines der ein- 
gangs erwiihnten Motive systematischer Faltungsexperi- 
mente und Energieberechnungen, noch in weiter Ferne. 
Klarung gefunden haben in den vergangenen Jahren die 
Mechanismen der Faltung und Assoziation in vitro: Das 
Zustandekommen der dreidimensionalen Struktur von oli- 
gomeren Proteinen enveist sich als sequenzieller ProzeB 
mit wohldefinierten unimolekularen und bimolekularen 
Schritten. Faltungsexperimente an kleinen einkettigen Mo- 
lekiilen geben zu erkennen, daB Intermediate in meDbaren 
Konzentrationen vorliegen. Entsprechendes sollte auch fiir 
die friihen Schritte der Rekonstitution von Multi-Domii- 
nen-Proteinen und Molekiilassoziaten gelten. Kinetische 
Methoden ermoglichen nicht nur die quantitative Bestim- 
mung der Partikelverteilung wahrend der konsekutiven 
Faltung und Assoziation, sondern auch die Analyse von 
strukturellen und funktionellen Eigenschaften der Inter- 
mediate. Mit Faltung und Assoziation konkumerende 
oder diese modifizierende Nebenreaktionen beruhen ei- 
nerseits auf der ,,fakchen Aggregation" von Untereinhei- 
ten und andererseits auf deren co- oder posttranslationaler 
chemischer Modifizierung. Die hier diskutierten in-vitro- 
Experimente unterscheiden sich in bezug auf den entfalte- 
ten Zustand grundsiitzlich von der Faltung der naszieren- 
den Kette. Der entfaltete Zustand mag in vivo aufgrund 
cotranslationaler Faltung nicht vorkommen, zumindest 
nicht fur Polypeptidketten oberhalb einer bestimmten 
GrbRe. Bei diesen tritt Domlnenfaltung an die Stelle der 
Faltung des Gesamtmolekiils; sie verhindert inkorrekte in- 
tramolekulare Wechselwirkungen und bedingt dadurch die 
ungewbhnlich schnelle Bildung der nativen dreidimensio- 
nalen Struktur, wie sie sowohl in vivo als auch in vitro be- 
obachtet wird. 

Die in diesem Beitrag referierten eigenen Arbeiten wurden 
durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft und den Fonds 
der Chemischen Industrie unterstutzt. Den Herren Drs. P. 
Bartholmes, R .  Rudolph und F. X .  Schmid danke ich fur 
Diskussionen und Kooperation. Fur experimentelle Hive 
danke ich allen zitierten Mitarbeitern sowie Frau Ingrid 
Fuchs und den Angehorigen der Mechanischen Werkstatt 

der Natunvissenschaftlichen Fakultat III ,  den Herren R .  
Knott, G. Wiesener und K .  Zweckerl. 
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