
Kalorimetrische Untersuchungen an Biopolymeren 
und Aggregaten von Phospholipiden 

Von Theodor Ackermann * 

Professor Christoph Riichardt zum 60. Geburtstag gewidniet 

Die in wlBriger Losung ablaufenden Strukturumwandlungen von Biopolymeren sind kom- 
plexe Vorgange, deren Mechanismus nur durch die Kopplung verschiedener Teilprozesse 
erklart werden kann. Eine spektroskopische Analyse der Systemzustande ist oft mit betracht- 
lichem Aufwand verbunden. Fur eine orientierende Charakterisierung des Systemverhaltens 
erweist sich in vielen Fallen eine kalorimetrische Untersuchung als ausreichend. Diese Mes- 
sung liefert wichtige Aussagen iiber die Stabilitat der Ausgangszustande und iiber die Koope- 
rativitat des Gesamtvorganges. Aus den thermodynamischen Parametern des untersuchten 
Systems ergeben sich Hinweise auf den strukturbestimmenden EinfluB der verschiedenen 
Typen inter- und intramolekularer Wechselwirkungen. Dies gilt nicht nur fur Losungen von 
Biopolymeren und analogen Modellsubstanzen, sondern auch fur Losungen von Komplexen 
aus Biopolymeren und niedermolekularen Liganden sowie fur wafirige Suspensionen selbst- 
aggregierender Phospholipide. Moglichkeiten und Grenzen der Anwendung kalorimetrischer 
MeBverfahren werden an typischen Beispielen aus der Vielzahl der untersuchten Polypeptid- 
und Polynucleotidsysteme und der Phospholipid-Doppelschichtsysteme erllutert. Es wird 
auch auf die bei Messungen an verdiinnten Losungen zu beachtenden methodischen Besonder- 
heiten hingewiesen, wobei die in neuerer Zeit erzielten meBtechnischen Fortschritte deutlich 
erkennbar werden. 

1. Einleitung 

Die Strukturen der Proteine und Nucleinsauren sind hoch 
geordnet. Dabei beschrankt sich die molekulare Ordnung 
nicht auf die kovalente Verkniipfung der atomaren Bau- 
steine (Primarstruktur). Die durch Wasserstoffbriickenbin- 
dungen fixierten Helixsequenzen der Sekundarstruktur sind 
ein charakteristisches Merkmal dieser Biopolymere. Der 
funktionellen Mannigfaltigkeit dieser Substanzen entspricht 
die Vielfalt der dreidimensionalen Faltungsmuster (Tertilr- 
struktur). Im Verbund mit anderen intermolekularen Wech- 
selwirkungen stabilisiert die hydrophobe Wechselwirkung 
den ZusammenschluI3 von Einzelmolekiilen mit definierter 
Tertiarstruktur zu Molekulaggregaten (Quartarstruktur). 
Diese Molekiilaggregate sind die Bauelemente biologischer 
Funktionseinheiten, die oft in das Matrixsystem der Lipid- 
doppelschichten von Biomembranen eingebettet sind. 

Die Phospholipide sind das wichtigste Strukturelement 
biologischer Membranen. Ihre Fettsaureketten liegen im 
hydrophoben Bereich der Lipidmatrix in einer mehr oder 
weniger dicht gepackten Anordnung vor. In den Kohlenwas- 
serstoffketten der Phospholipidmolekiile ist die Drehbarkeit 
um die Bindungsachsen zwischen benachbarten CH,-Grup- 
pen eingeschrankt. Dem idealen Ordnungszustand ent- 
spricht die all-trans-Konformation dieser Ketten. Dieser Ide- 
alzustand ist allerdings in Biomembranen nur selten reali- 
siert. In der Regel befinden sich die CH,-Gruppen der Lipid- 
molekiile in einem Zustand, der durch das Auftreten mehre- 
rer gauche-trans-gauche-Kinken charakterisiert ist. Fur die 
molekulare Dynamik des Lipidsystems bedeutet dies, daO 
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die Beweglichkeit der Molekiilketten in Biomembranen 
wesentlich hoher als in der idealen quasikristallinen Lipid- 
doppelschicht ist. Bei einer exakten Beschreibung des Ord- 
nungszustandes der Phospholipide muI3 auch die relative 
Orientierung der benachbarten polaren Kopfgruppen in 
Betracht gezogen werden. 

Ein optimaler biologischer Funktionszustand der Proteine 
und Nucleinsauren und der Biopolymer-Lipid-Aggregate 
1aDt sich nur in einem eng begrenzten Temperaturintervall 
bei weitgehend festgelegter Zusammensetzung des umgeben- 
den wlRrigen Mediums aufrechterhalten. Jede Temperatur- 
anderung fiihrt ebenso wie eine pH-Verschiebung oder eine 
andere Veranderung der Losungsmittelzusammensetzung zu 
einer Konformationsumwandlung der Biopolymere, die eine 
Funktionsminderung (Denaturierung) zur Folge hat. Ein- 
fache Modellfalle fur derartige Denaturierungsprozesse sind 
die Helix-Knluel-Umwandlung von Homopolypeptiden 
und die Doppelhelix-Denaturierung von Polynucleotiden. In 
Abbildung 1 ist der Ubergang einer Polypeptidkette aus dem 
geordneten Helix- in den ungeordneten Knauelzustand sche- 
matisch dargestellt. Im Verlauf dieser Konformationsum- 
wandlung kann sich in einem Ensemble gleichartiger, ge- 
loster Makromolekiile eine groI3e Zahl unterschiedlicher 
molekularer Zwischenzustande einstellen, und die Realisier- 
barkeit dieser Zwischenzustande mu6 in jeder statistisch- 
thermodynamischen Theorie der Helix-Knauel-Umwand- 
lung" -31  in Rechnung gestellt werden. Bevorzugt sind 
Molekiilzustlnde, die durch eine relativ geringe Zahl von 
Knluelbereichen zwischen Helixsequenzen ausgezeichnet 
sind. Bei der Helix-Knauel-Umwandlung finden vorwiegend 
konzertierte Uberglnge zusammenhangender Helixbereiche 
in den Knauelzustand statt. Der Gesamtvorgang ist ein ko- 
operativer ProzeD, der gewisse Ahnlichkeiten mit einer Pha- 
senumwandlung aufweist. Deshalb wird die thermisch indu- 
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zierte Helixdenaturierung haufig mit einem Schmelzvorgang 
verglichen, obwohl es sich nicht um eine Phasenumwandlung 
erster Ordnung handelt. 

Ahb. 1. Helix-Knauel-Urnwandlung einer Polypeptidkette (schematisch) 

Der Ubergang aus dem geordneten Helixzustand in den 
Zustand des ungeordneten Fadenknauels macht sich bei der 
Untersuchung von Losungen in einer Veranderung zahlrei- 
cher physikalischer Eigenschaften bemerkbar. Durch die 
Helix-Knauel-Umwandlung von Polypeptiden wird z. B. das 
optische Drehvermogen der Polypeptidlosung in einem 
quantitativ bestimmbdren AusmaD beeinflu&. Auf diesem 
Effekt beruht ein einfaches Verfahren zur Registrierung von 
Umwandlungskurven, in denen der Helixumwandlungsgrad 
als Funktion der Temperatur dargestellt istL4]. In ahnlich 
einfdcher Weise lassen sich bei Polynucleotidlosungen Helix- 
denaturierungskurven registrieren, da  die rnit der Denaturie- 
rung fortschreitende Basen-,,Entstapelung" eine Verminde- 
rung des hypochromen Effektes, d. h. eine Zunahme der 
UV-Extinktion zur Folge hatF5'. 

Aus den Denaturierungskurven lassen sich Aussagen iiber 
die Stabilitat von Sekundarstrukturen rnit unterschiedlichen 
Segmenteinheiten ableiten. Eine genauere Analyse des Zu- 
sammenwirkens der verschiedenen Typen schwacher Wech- 
selwirkungen ist nur moglich, wenn die thermodynamischen 
Parameter des Systems bekannt sind. Die wichtigsten ther- 
modynamischen Systemparameter sind die Umwandlungs- 
enthalpie und die Umwandlungsentropie sowie zusatzliche 
KenngroBen, durch die das AusmaD der Kooperativitat einer 
Konformationsumwandlung beschrieben wird. Wenn die 
betrachtete Umwandlung mit der Freisetzung niedermole- 
kularer Liganden gekoppelt ist, miissen auch die ent- 
sprechenden Bindungsenthalpien und Bindungsentropien 
bestimmt werden. 

Auch die in w5Driger Suspension als Lipidmatrix-Modell- 
systeme vielfach untersuchten Phospholipid-Doppelschicht- 
vesikel['] gehen bei Uberschreitung einer charakteristischen 

Umwandlungstemperatur aus dem quasikristallinen Gelzu- 
stand in einen weniger geordneten fliissigkristallinen Zu- 
stand iiber. Diese durch eine Verringerung der Packungs- 
dichte und eine Zunahme der Molekiilkettenbeweglichkeit 
ausgezeichnete Umwandlung vollzieht sich ebenfalls inner- 
halb eines eng begrenzten Temperaturintervalles. Dieser 
kooperative ProzeD wird als Lipid-Phasenumwandlung 
bezeichnet ['I. Die charakteristische Umwandlungstempera- 
tur hangt nicht nur vom Zustand der polaren Phospholipid- 
Kopfgruppen, sondern auch von der Kettenlange und der 
Anzahl der Doppelbindungen der Lipid-Kohlenwasserstoff- 
ketten ab. Das Phasenumwandlungsverhalten der Lipiddop- 
pelschichten wird auch durch Zusatze anderer Mischungs- 
komponenten (z. B. Cholesterin) beeinflufit. In Lipidsyste- 
men mit geringem Wassergehalt treten neben den einfach 
gebauten Doppelschichtvesikeln noch andere Lipidaggre- 
gate rnit komplexen Ordnungsmustern auf. Die Existenzbe- 
reiche dieser ,,Phasen" konnen durch ein Lipid-Phasendia- 
gramm beschrieben werden. Voraussetzung fur eine Inter- 
pretation der an Lipidsystemen beobachteten Erscheinungen 
auf molekularer Ebene ist die Kenntnis der thermodynami- 
schen Gleichgewichtsparameter dieser Systeme. 

Es gibt mehrere Methoden zur Bestimmung der thermo- 
dynamischen Parameter von Biopolymerlosungen und von 
Phospholipidsystemen. Ausgehend von der Untersuchung 
einfacher Modellsysteme wurde ein umfangreiches experi- 
mentelles Datenmaterial erarbeitet, das in neuerer Zeit kri- 
tisch gesichtet und in Ubersichtsartikeln [', 91 und Daten- 
sammlungen [l O1 zusammenfassend dargestellt ist. Es 1st 
nicht moglich, das gesamte Datenmaterial im Rahmen dieses 
Aufsatzes vollstandig zu referieren. Die Zielsetzung dieses 
Beitrages besteht vielmehr darin, die in den Abschnitten 4 
und 5 beschriebene kalorimetrische Methode als ein fur die 
Untersuchung von Biopolymeren und Phospholipidsyste- 
men wichtiges MeDverfahren vorzustellen und die mit dieser 
Methode erzielten Ergebnisse an einigen typischen Beispie- 
len zu erlautern. 

2. Umwandlungsgrad und Umwandlungsenthalpie 

Das einfachste Modellsystem fur  eine Biopolymerlosung 
mit temperaturabhangigem Helix-Knauel-Gleichgewicht ist 
ein Ensemble von Homopolypeptidmolekiilen gleicher Ket- 
tenlange. Die Peptideinheiten dieser Molekule werden als 
,,Segmente" bezeichnet. Bei Vernachldssigung kooperativer 
Wechselwirkungseffekte 1kDt sich dieses System durch ein 
Zwei-Zustande-Gleichgewicht (Segment im cc-Helixzustand 
(B) $ Segment im Knauelzustand (A)) beschreiben. Der im 
Helixzustand befindliche Bruchteil der Segmentgesamtheit 
wird als Helixbildungsgrad 0 bezeichnet 'I. Die Helix- 
bildungskonstante s ist die Massenwirkungskonstante fur 
den ProzeR 

ABBAA' S ' A B B B A . . .  (1) 

Der Temperaturverlauf der GroRe 1 - 0 ist im oberen 
Teil von Abbildung 2 skizziert. Man bezeichnet die dem 
Umwandlungsgrad 0, = 0.5 zuzuordnende Temperatur T, 
(oder die entsprechende Temperatur 9, der Celsius-Skala) 
als Umwandlungstemperatur. Wenn keine kooperdtiven 
Wechselwirkungen zu beriicksichtigen sind, ergibt sich die 
typische Kurvenform der Funktion 1 - 0(T) unmittelbar 
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Abb. 2. Temperaturverlauf des Umwandlungsgrades I - O (oben) und des 
Umwandlungsanteils der Wirmekapazitit C, (unten) eiuer thermisch induzier- 
ten Helix-Knauel-Umwandlung nach GI. (3) bzw. GI. (7). 

aus der Temperaturabhangigkeit der Massenwirkungskon- 
stante s, die nach den Gesetzen der Thermodynamik durch 
die Gleichung 

d I n s  AHv ~ - _ _  - 
dT RT2 

gegeben ist. In Gleichung (2) ist AH,,,,  die auf ein mol der 
Segmenteinheit bzw. auf ein mol Lipid bezogene van't Hoff- 
sche Helixbildungs- bzw. Umwandlungsenthalpie. Am 
Umwandlungspunkt ist s = 1 und @(I - 0) = 114. Fur  T, 
ergibt sich damit unter den genannten vereinfxhenden 
Voraussetzungen die G l e i ~ h u n g [ ~ ]  

( 3 )  

Nach Gleichung (3) kann aus der Steigung der mit 
optischen Methoden registrierten Umwandlungskurve ent- 
nommen werden. 

Durch den Helix-Knauel-Ubergang wird die Anlagerung 
von Losungsmittelmolekulen an die gelosten Polypeptid- 
molekule (Solvatation) begunstigt. Die Solvatation ist ein 
exothermer ProzeD. Mit dem Solvatationszustand des Gelo- 
sten andert sich auch der Assoziationszustand des Losungs- 
mittels. Der GesamtprozeB der Helix-Knluel-Umwandlung 
ist also ein Vorgang, bei dem sich endotherme und exotherme 
Teilprozesse uberlagern und in der Energiebilanz bis auf 
einen relativ geringfugigen Differenzbetrag kompensieren. 
Die fur ein Peptidsegment rnit einer mittleren Wasserstoff- 
briickendissoziationsenergie[' ' 1  von 30 kJ mol - zu berech- 
nende molare Umwandlungsenthalpie kann daher nicht 
wesentlich groRer als 5 kJ mol-' sein. Fur ein einge- 
hend untersuchtes Peptidsystem (Poly(y-benzyl-L-gluta- 
mat)[' 2 3  13], gelost in einer Mischung aus Dichloressigsaure 
und 1,2 Dichlorethan, siehe Abschnitt 7.1) hat sich jedoch 
bei der Auswertung von Umwandlungskurven ein sehr vie1 
hoherer AHv .,-Wert (etwa 400 kJ mol-') ergeben. Offenbar 
ist die Vernachlassigung des stabilisierenden Einflusses der 

Nachbarsegmente einer Polypeptidkette nicht zulassig, da 
die Bildung einer Helixsequenz durch die unmittelbare 
Nachbarschaft von bereits im Helixzustand vorliegenden 
Segmenten stark begiinstigt wird. Diese Begunstigung 
bedeutet, daB die benachbarten Segmente einer Helixse- 
quenz der Polypeptidkette kooperativ aus dem Helixzustand 
in den Knauelzustand ubergehen. Der EinfluB der Koopera- 
tivitat macht sich in der ausgeprigten Steilheit der Umwand- 
lungskurven bemerkbar. 

3. Kooperativitatsparameter 
und mittlere kooperative Lange 

Die theoretischen Ansatze" -3, 13], mit denen eine quanti- 
tative Beziehung fur die Temperaturabhangigkeit der Hau- 
figkeit und Nachbarschaftsverteilung von Segmenten im 
Helix- oder Knauelzustand hergeleitet werden kann, fuhren 
ubereinstimmend zu einer Aussage uber die mittlere Anzahl 
der bei der Temperatur T, noch in einer Helixsequenz verei- 
nigten Segmente. Die Zahl N ,  der am Umwandlungspunkt 
kooperativ in den Knauelzustand ubergehenden Segmente 
wird als mittlere kooperative Lange bezeichnet ['I. Bei 
Berucksichtigung der Kooperativitat hat man in Gleichung 
(3) fur nicht die wahre molare Umwandlungsenthal- 
pie AH",  sondern das Produkt N o  . AH,  einzusetzen. Es gilt 
also die Beziehung 

denn man hat als molare stochiometrische Einheit fur die 
kooperative Konformationsumwandlung nicht das einzelne 
Peptidsegment, sondern die durch N ,  gegebene Anzahl von 
Segmenten anzusehen. Die Auswertung der z. B. durch Mes- 
sung der Temperaturabhangigkeit des optischen Drehver- 
mogens ermittelten Umwandlungskurve liefert also stets nur 
das Produkt N ,  . AH". In der Regel ist die mittlere koopera- 
tive Lange No zunachst nicht bekannt; sie kann oft auch 
nicht theoretisch berechnet werden, wenn genaue Angaben 
uber die KettenlHnge der untersuchten Polypeptidmolekiile 
und uber deren EinfluB auf die Steilheit der Umwandlungs- 
kurve fehlen. In der Theorie der Helix-Knauel-Umwandlung 
hat der Kooperativitatsparameter cr eine zentrale Bedeutung. 
1st s die Massenwirkungskonstante fur den durch Glei- 
chung (1 )  definierten Wachstumsschritt, so stellt das Pro- 
dukt cr . s die Massenwirkungskonstante fur den Keimbil- 
dungsschritt 

.. . A A A A A .  . ABAAA , . .  ( 5 )  

dar (cr < 1). App,pleqtci~t[~l hat gezeigt, daB zwischen dem 
Kooperativitatsparameter CJ und der mittleren kooperativen 
Lange N ,  die einfache Beziehung 

besteht. Fur cr = ist z. B. N ,  = 100. Wenn der Wert von 
N ,  nicht bekannt ist, 1aBt sich mit den bisher beschriebenen 
Verfahren keine Information uber die GroBe der auf das 
Einzelsegment bezogenen wahren molaren Umwandlungs- 
enthalpie AH, gewinnen. Die Kenntnis der AH,-Werte ist 
jedoch fur das Verstandnis der die Stabilitat einer Sekundar- 
struktur mitbestimmenden Enthalpiebilanz besonders wich- 

A n f e w .  Chrm. 101 (1989) 1005-1016 1007 



tig. Deshalb mussen bei der Bestimmung der AH,-Werte 
auch direkte kalorimetrische Verfahren Anwendung finden. 

Der hier am Beispiel der Helix-Knduel-Umwandlung 
eines Polypeptidsystems diskutierte EinfluB der kooperati- 
ven Wechselwirkung macht sich in ahnlicher Weise auch bei 
der thermisch induzierten Denaturierung von Nucleinslure- 
Doppelhelix-Struktursequenzen bemerkbar. Deshalb kon- 
nen auch die auf ein mol Basenpaar (bp) zu beziehenden 
wahren Denaturierungsenthalpien von Poly- oder Oligonu- 
cleotiden nur bei Berucksichtigung des Kettenlangeneffektes 
aus der Steigung der durch Registrierung der UV-Extinktion 
an Praparaten unterschiedlicher Kettenlange ermittelten 
sogenannten ,,Schmelzkurven" entnommen werden. 

Besonders drastisch wirkt sich der kooperative Effekt auf 
den Ubergang der Lipiddoppelschichtsysteme aus dem Gel- 
zustand in den flussigkristallinen Zustand aus. Die ausge- 
pragte Ahnlichkeit dieser Zustandsanderung rnit einer Pha- 
senumwandlung 1. Ordnung llBt den SchluB zu, dafj dieser 
Vorgang ein hoch kooperativer ProzeB ist. Bei der physika- 
lisch-chemischen Charakterisierung dieser Systeme kann die 
exakte Bestimmung der wahren Umwandlungsenthalpie oft 
nur rnit einer direkten kalorimetrischen Messung ausgefiihrt 
werden. Die fur diese kalorimetrischen Messungen geeigne- 
ten Methoden sollen im folgenden erlautert werden. 

4. Wahre Umwandlungsenthalpie 
und Umwandlungsanteil der Warmekapazitat 

Bei Beschrankung auf den verhaltnismaBig eng begrenz- 
ten Temperaturbereich einer kooperativen Konformations- 
umwandlung kann die molare Umwandlungsenthalpie AH 
als ein konstanter Systemparameter angesehen werden. D a  
die Gesamtmolzahl ng aller Segmente vorgegeben ist. erhalt 
man mit der differentiellen Molzahllnderung dn = - n g .  d O  
und rnit dem Enthalpiezuwachs dh = AHdn den einfachen 
Ausdruck 

(7) 

in dem C, der auf 1 mol der Segmenteinheit bezogene 
Umwandlungsanteil der Warmekapazitat ist. Der Tempera- 
turverlauf von C, ist im unteren Teil der Abbildung 2 sche- 
matisch dargestellt. Die symmetrische Kurve veranschau- 
licht die Proportionalitat zwischen dem Betrag von C, und 
dem Differentialquotienten d@/d T. Da die Gesamtumwand- 
lungsenthalpie des Systems nicht von der Art der bei der 
Zustandsanderung durchlaufenen Zwischenzustande abhan- 
gig ist, kann die gesuchte wahre molare Umwandlungsen- 
thalpie AHu durch Ausmessen der Flache unter der in Abbil- 
dung 2 (unten) skizzierten Kurve ermittelt werden. Da die 
Umwandlungskurve bei der Temperatur T, ihre groBte Steil- 
heit erreicht, hat auch C,(T) an dieser Stelle ein Maximum. 
Fur T, erhalt man unter Berucksichtigung von Glei- 
chung (4) und (6) die Beziehung 

1 ( A H ) '  
C,(T,) = 4 0 ~ ~ ~  RT; 

Mit der exakten Registrierung des Temperaturverlaufes 
der Warmekapazitat einer Losung von Biopolymeren lassen 
sich also zunachst die Gro8en AH" und C,(T,) bestimmen. 

Durch Einsetzen dieser beiden GroBen in Gleichung (8) las- 
sen sich dann auch o und damit nach Gleichung(6) No 
berechnen. Voraussetzung fur eine exakte Bestimmung des 
Kooperativitatsparameters ist allerdings eine verzerrungs- 
freie Wiedergabe der Funktion C, (T), die nur bei niedriger 
Aufheizgeschwindigkeit und geringer thermischer Trlgheit 
der MeRanordnung erreicht werden kann. 

Bei Modellsubstanzen mit einheitlicher Primarstruktur 
(Homopolypeptide und -polynucleotide) und einigen Trans- 
fer-Ribonucleinsauren laBt sich die Konformationsumwand- 
lung bei Abkiihlung auf dem gleichen Wege ruckgangig 
machen, auf dem sie sich bei Erwarmung eingestellt hat. 
Auch bei Enzymproteinen sind oft keine Abweichungen bei 
der Renatur~erungsgleichgewichtskurve~'41 zu beobachten. 
Dagegen laBt sich bei nativen DNA-Proben nach der thermi- 
schen Denaturierung eine partielle Renat~rierung" '~ nur 
durch sehr langsames Abkuhlen erreichen. Zwischen den 
Extremen der vollstandigen Renaturierbarkeit und der nicht 
umkehrbaren Denaturierung gibt es eine groBe Mannig- 
faltigkeit von hystereseartigen Erscheinungen, deren Bedeu- 
tung fur einen prinzipiell moglichen Informationsspeicher- 
effekt von E. Neumann fruher in dieser Zeitschrift ausfiihr- 
lich diskutiert worden ist [16].  Hystereseeffekte werden bei 
Variationen des pH-Wertes und bei thermisch induzierten 
Konfonnationsumwandlungen einiger Polynucleotidlosun- 
gen und Lipidsuspensionen beobachtet. Ein Beispiel fur ein 
Polynucleotidsystem mit thermisch induzierbarer Hysterese 
bietet das Mischsystem aus Poly(desoxyriboadeny1Gure) 
(Poly(dA)) und Poly(ribothymidy1siure) (Poly(T))"']. 
Lipidsysteme mit thermischer Hysterese sind die Phospha- 
tidsauresysteme['*]. Der Hystereseeffekt macht sich auch im 
Verlauf der C, (7)-Kurven bemerkbar. Bei schneller Gleich- 
gewich tseinstellung eines hysteresefreien Systems mu8 sich 
Ubereinstimmung der bei Erwarmung und Abkiihlung regi- 
strierten C,( T)-Kurven ergeben. Da die Zielsetzung thermo- 
dynamischer Messungen in erster Link in der Charakterisie- 
rung von Zustandsiinderungen zwischen Gleichgewichts- 
zustanden besteht, sollte grundsatzlich in jedem Fall gepriift 
werden, o b  das untersuchte System bei der betrachteten 
Konformationsumwandlung eine Folge von Gleichgewichts- 
zustanden durchlauft oder ob es merklich vom Gleich- 
gewicht abweicht. Deshalb verdient auch die Entwicklung 
von Heiz-Kuhl-Kalorimetern [I9], die eine Registrierung der 
C,(T)-Kurve bei Erwarmung und bei Abkiihlung der Probe 
gestatten, besondere Beachtung. Bei Konstanz der Enthal- 
pieflache unter der C,(T)-Kurve ist das Problem der verzer- 
rungsfreien Wiedergabe dieser Kurve von untergeordneter 
Bedeutung, wenn nur die AH,-Werte ennittelt werden sollen. 

5. Experimentelles 

Erste Messungen an Losungen von Polypeptiden1201 und 
Polynucleotiden[211 sind mit registrierenden adiabatischen 
Kalorimetern durchgefuhrt worden. Fur  spezielle Messun- 
gen an einigen nichtwaBrigen korrosiven Losungen muBten 
aus Glas gefertigte KalorirnetergefaBerz2. 231  verwendet wer- 
den. Messungen an waBrigen Losungen lassen sich in den 
meisten Fallen rnit Metall-KalorimetergefidBen (2. B. vergol- 
deten SilbergefaBen [241) durchfuhren. Zur Registrierung von 
C,( T)-Kurven ist die DSC-Methode (Differential Scanning 
Calorimetry) am besten geeignet 1251. Das Prinzip dieser 
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Zwillingskalorimeter-Methode (Registrierung der zur Kom- werden. Bei diesen Geraten wirkt sich jedoch das geringe 
pensation des Umwandlungsanteils der Warmekapazitat Probenvolumen (20 bis 50 pL) ungunstig auf den kalorime- 
erforderlichen elektrischen Zusatzheizleistung bei weitge- trisch meBbaren Effekt aus. Angesichts des nicht sehr 
hender Ausschaltung des Warmeaustausches rnit der Umge- unifangreichen Angebotes an geeigneten Geriiten ist die Wei- 
bung) ist bekannt und in der neueren Spezialliteratur iiber terentwicklung von DSC-Geraten fur den genannten Zweck 
MeBverfahren der Kalorimetrie [261 ausfuhrlich beschrieben. sinnvoll. 

Abb. 3. Konstruktionsschema (links) und Zwiliingsge- 
FiBeinheit (rechts) eines DPSC-Gerites (nach M. Gruhert 
1291). Die an den Einfullkanilen fixierte Zwillingsge- 
faljeinheit ist von einem iiber Thermosiulen regelbaren 
adiabatischen Mantel umgeben. Eine konstante Umge- 
bungstemperatur wurde durch eineu mit Peltier-Batterien 
thermostatisierten AuBenmantel, der den mit der Gefib- 
einheit aufgeheizten adidbatkchen Mantel umgibt, auf- 
rechterhalten (AuBerer SchutzabschluO: Aluminium- 
block mit druckfester VerschluDkappe; Auskleidung der 
Zwiscbenriume zwischen den Mlnteln: Polyurethan- 
schaum-Formstuckel 

Von den im Handel angebotenen DSC-Apparaturen eignen 
sich jedoch nur einige spezielle Geriitetypen fur Messungen 
an Losungen von Biopolymeren und analogen Modellsub- 
stanzen. Besondere Anforderungen an die Empfindlichkeit 
ergeben sich zwangslaufig aus der Tatsache, daR der Haupt- 
anteil der bei der thermisch induzierten Konformationsum- 
wandlung zu beobachtenden Enthalpiezunahme nicht durch 
die Strukturumwandlung des Gelosten, sondern durch die 
hohe Warmekapazitiit des in groBem UberschuB vorhande- 
nen Losungsmittels verursacht wird. Wahrend der durch 
eine Strukturumwandlung bedingte Enthalpiezuwachs bei 
der Untersuchung homogener fester Proben (z. B. fester 
Polymerwerkstoffe) einen betrachtlichen Anteil der Gesamt- 
warmekapazitat ausmacht, betragt der hier in erster Linie 
interessierende UmwandIungsanteil der Warmekapazitat 
von Biopolymerlosungen in der Regel nicht mehr als ein bis 
zwei Prozent des kalorimetrisch meljbaren Gesamteffektes. 
Deshalb mu13 die Nachweisempfindlichkeit fur den zu ermit- 
telnden Differenzeffekt auch dann besonders hoch sein, 
wenn der auf das Losungsmittel zuruckzufuhrende Haupt- 
anteil der Warmekapazitat durch Kompensation nach dem 
Zwillingskalorimeter-Prinzip eliminiert wird. AuIjerdem 
konnen wegen der Fluchtigkeit des Losungsmittels nur 
DSC-Apparaturen mit hermetisch verschlieljbaren Proben- 
kammern fur kalorimetrische Messungen an Losungen von 
Biopolymeren verwendet werden. 

Den genannten Anforderungen genugt das von P. Privalov 
et aI.[”] entwickelte, mit GoldgefaBen ausgestattete Kalo- 
rimeter DASM-1M (Mashpriborintorg, Moskau, UdSSR), 
von dein jetzt auch eine verbesserte Ausfuhrung (DASM- 
4M) verfugbar ist. Mit diesem Geratetyp konnen Messungen 
an Biopolymerlosungen relativ geringer Konzentration (1 - 
2 mg mL- I )  ohne besondere Schwierigkeiten durchgefuhrt 
werden. Auch das von J.  E: Brandts et a1.[281 entwickelte 
Gerat Microcal MCI (Microcal Inc., Amherst, MA, USA) 
eignet sich fur Messungen an Biopolymerlosungen. Fur 
Untersuchungen an konzentrierten Lipidsuspensionen ( 5  - 
10 Gew.-Yo) konnen auch die Perkin-Elmer-DSC-Gerate 
(Perkin-Elmer Corporation, Norwalk, CT, USA) venvendet 

Abbildung 3 zeigt das Konstruktionsschema und die Zwil- 
lingsgefiaeinheit eines von M .  G r ~ b e r t [ ~ ~ ~  im Freiburger 
Institut entwickelten DPSC-Gerltes (Differential Power 
Scanning Calorimeter). In Abbildung 4 ist als Beispiel die 
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Abb. 4. Mit einem DPSC-Gerat registrierte C.(q-Kurve eines Polynucleotid- 
systems (dquimolare Mischung aus Polyribouridylat und Polyriboddenylat in 
wdMriger Pufferlosung; vgl. Abschnitt 6). 

rnit einem derartigen Gerat aufgenommene C,( T)-Kurve 
einer Polynucleotidlosung wiedergegeben[301. Da der aus der 
Flache unter der C,(T)-Kurve zu entnehmende AH,-Wert 
nur einem kleinen Differenzeffekt zweier durch Kompensa- 
tion eliminierter endothermer Effekte entspricht, kann man 
nicht erwarten, daB diesem AH,-Wert eine besonders hohe 
Relativgenauigkeit zuzuschreiben ist. In der Regel sind die 
rnit der DSC-Methode ermittelten AH,-Werte bis auf 2 %  
reproduzierbar. Diese Genauigkeit hat sich in den meisten 
Fallen, in denen thermodynamische Daten fur numerische 
Berechnungen benotigt werden, als ausreichend erwiesen. 

Zur thermodynamischen Charakterisierung von Biopoly- 
mersystemen rnit L igandenb ind~ng~~l ]  sollte nach Moglich- 
keit eine direkte kalorimetrische Bestimmung der Bindungs- 
enthalpie durchgefuhrt werden. Fur Experimente dieser Art 
eignet sich das LKB-Mischung~kaIorimeter~~~~ des Typs 
10700-2 (LKB, Bromma, Schweden). Entsprechende Mes- 
sungen wurden von mehreren Forschergruppen durch- 
gefuhrt1331. 
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6. Ergebnisse von Messungen 
an Polynucleotidlosungen 

Kalorimetrische Messungen an Losungen von Nuclein- 
sauren und synthetisch hergestellten Poly- und Oligonucleo- 
tiden sind in groRer Zahl durchgefuhrt worden. Die Ergeb- 
nisse sind in der zitierten Datensammlung[' zusammen- 
fassend dargestellt. Einige typische Beispiele sollen hier kurz 
beschrieben und diskutiert werden. 

6.1. Desoxyribonucleinsauren 

Die GroRenordnung der auf ein mol Basenpaare (1 mol 
bp) bezogenen AH,-Werte fur die thermisch induzierte 
Denaturierung von gelosten Desoxyribonucleinsauren liegt 
im Bereich von 35 kJ/mol bp[34-371. Fur eine Reihe von 
DNA-Proben ist die Abhingigkeit der AH,-Werte vom pro- 
zentualen Guanin-Cytosin-Gehalt untersucht ~ o r d e n ' ~ ' ,  391. 

Aus den fur mehrere T,-Werte ermittelten AH,-Werten 
konnten auch die Denaturierungsentropien (AS,-Werte) und 
die AG,-Werte berechnet und in Zustandsdiagrammen 
zusarnmengefdit werden["I. Die AH,-Werte nehmen mit 
steigendem GC-Gehalt der untersuchten Proben zu (vgl. 
Abb. 5 ) ;  sie zeigen also eine T,-Abhangigkeit, die der von 
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Abb. 5. Abhingigkeit der DNA-Denaturierungsenthalpie AHu vorn Guanin- 
Cytosin-Gehalt i der Proben [34. 391. 

Murmur und Duty[" festgestellten Abhangigkeit der T,- 
Werte vom GC-Gehalt der DNA-Proben entspricht. 

Exakte MeRwerte der Denaturierungsenthalpie konnen 
demnach als zusitzliches analytisches Kriteriuin fur die rela- 
tive Basenzusammensetzung von DNA-Proben verwendet 
werden. Die Abhangigkeit der AH,-Werte vom GC-Gehalt 
ist allerdings nicht so ausgepragt wie man es bei einer aus- 
schliel3lich durch Wasserstoffbruckenbindungen stabilisier- 
ten Doppelhelixstruktur erwarten sollte. Aus der Gesamtheit 
der an DNA-Proben gemessenen AH,-Werte laBt sich ablei- 
ten, daR der Wdsserstoffbriicken-Enthalpieeffekt keinen 
besonders grol3en Beitrag zur Stabilisierung der Sekundiir- 
struktur liefert und daR die Doppelhelixstruktur in erster 
Linie durch Wechselwirkungen zwischen den iibereinander- 
liegenden Basen (Basenstapelung) stabilisiert wird. Dieser 
Befund wird verstandlich, wenn man beachtet, dal3 bei der 
Denaturierung solvatisierte Einzelstrange entstehen. Die in 
der Ihersichtstdbelle (Tdbelle 2) im Abschnitt 9 fur den Teil- 
prozeB der Basen-Entstapelung angegebenen AH-Werte 
betragen etwa 25 kJ/mol bp. Aus dern Vergleich mit der 
Angabe fur die GroRenordnung der DNA-Denaturierungs- 
enthalpie (35 kJ/mol bp) ergibt sich, daR etwa 70% des 

gesamten Enthalpieeffektes der Doppelhelixdenaturierung 
auf die Basen-Entstapelung zuriickzufuhren sind. Die Was- 
serstoffbriickensysteme sind vor allem fur die Spezifitiit der 
Basenpaarung und erst in zweiter Linie fur die Stabihtdt der 
Sekundirstrukturen wichtig. 

Bei der Diskussion der AH,-Werte ist zu beachten, daB 
sich die Angaben thermodynamischer Daten geloster Elek- 
trolyte in der Regel auf den Standardzustand idealer Verdun- 
nung beziehen [401. Kalorimetrische Messungen an Polynu- 
cleotidlosungen verschiedener Polynucleotidkonzentration 
haben ergeben, daR die AH,-Werte dieser Substanzen nur 
eine geringe Konzentrationsabhangigkeit a ~ f w e i s e n [ ~ ~ ] .  Die 
Abweichungen der auf den Zustand idealer Verdunnung 
extrapolierten A e - W e r t e  von den an mal3ig konzentrierten 
Losungen gemessenen AH,-Werten liegen innerhalb der 
angegebenen Fehlergrenze von & 2 YO. Die experimentell 
ermittelten AH,-Werte konnen deshalb als Standardwerte 
erster Naherung bezeichnet werden. Diese vereinfachende 
Annahme hat sich bis jetzt jedoch nur fur waRrige Poly- 
nucleotidlosungen als gultig erwiesen. 

Durch Messungen an ausgewihlten DNA-Proben konnte 
gezeigt werden, daR sich die DSC-Methode auch als zusatz- 
liches Hilfsmittel zur Charakterisierung hochrepetitiver 
Sequenzen in Eukaryonten-DNA verwenden IaRt. Die in 
bestimmten Satelliten-DNAs auftretenden Wiederholungs- 
sequenzen konnen diskreten Peaks im C, (T)-Diagramm der 
untersuchten Proben zugeordnet werden. Aus den mit dieser 
Methode ermittelten T,-Werten kann die mittlere Basen- 
zusammensetzung der Wiederholungssequenzen entnom- 
men werden[421. 

6.2. Ribonucleinsauren 

Die fur die Proteinbiosynthese unerlal3lichen spezifischen 
Transfer-Ribonucleinsauren (tRNAs) weisen ein charakteri- 
stisches Basenpaarungsmuster (Kleeblatt-Modell) und eine 
besondere Tertiarstruktur auf (vgl. Abb. 6); sie unterschei- 

3'- OH - Ende 
b 

-Ende 

Abb. 6. Vereinfachte Darstellung der Sekundirstruktur (tRNAALa, links) und 
der Tertiirstruktur (tRNAPh', rechts) von Transfer-Ribonucleinsauren. 

den sich nur wenig in ihrem Molekulargewicht. Die mit ver- 
schiedenen physikalisch-chemischen Methoden[431 ennit- 
telte Zahl der Basenpaare liQt jedoch charakteristische 
Unterschiede in der Sekundarstruktur verschiedener spezifi- 
scher tRNAs erkennen. Bei der weitgehend umkehrbaren 
thermisch induzierten Denaturierung geloster tRNA-Proben 
uberlagern sich die endothermen Abbauprozesse der Tertiar- 
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und der Sekundarstruktur i44,451. Trotz dieser Uberlagerung 
zweier Effekte konnte bei kalorimetrischen Messungen an 
Losungen verschiedener spezifischer tRNAs r461 eine signifi- 
kante annahernd lineare Abhangigkeit der Denaturierungs- 
enthalpien von der durch die Sekundarstruktur vorgegebe- 
nen Zahl der Wasserstoffbruckenbindungen festgestellt 
werden. Die GroOenordnung der auf 1 mol tRNA bezoge- 
nen AH,-Werte fur die Denaturierung der tRNA-Proben 
betragt etwa 1 500 kJ mol- Dieser Wert entspricht einer 
mittleren Basenpaarzahl r431 von etwa 20 Basenpaaren und 
ist damit wesentlich hoher als die berechneten Werte, die 
unter Verwendung der in Tabelle 2 (Abschnitt 9) angegebe- 
nen Basenpaar-Denaturierungsinkremente abgeschatzt wer- 
den konnen i461 .  Demnach muR ein betrachtlicher Anteil 
(etwa 30 %) der gesamten Umwandlungsenthalpie einer 
tRNA-Probe fur die Denaturierung der Tertiarstruktur auf- 
gewendet werden. 

Viroide sind zirkulare Einzelstrang-Ribonucleinsauren 
(Molekulargewicht etwa 120 OOO), die als infektiose Partikel 
eine Reihe von Pflanzenkrankheiten h e r ~ o r r u f e n [ ~ ~ ' .  Aus 
den Ergebnissen von Prizisionsmessungen des Temperatur- 
verlaufs der UV-Extinktion geloster Viroide konnten detail- 
lierte Aussagen uber die Sekundarstruktur dieser Ribonu- 
cleinsauren abgeleitet werden i481. Das dem Denaturierungs- 
verhalten der Viroid-Proben angepaljte Modell der Sekun- 
darstruktur i491 bildet die Grundlage fur eine Abschatzung 
der Denaturierungsenthalpie, die mit den in diesem Aufsatz 
beschriebenen Methoden kalorimetrisch bestimmt werden 
kann. Fur das die Gelbfruchtigkeit der Gurken hervor- 
rufende CPFV (Cucumber Pale Fruit Viroid) wurde mit der 
DPSC-Methode eine Denaturierungsenthalphie von 3930 
150 kJ mol-' gemessen["]. Dieser Wert stimmt mit dem 
aus dem Sekundarstrukturmodell abgeleiteten Wert von 
4080 kJ niol-' recht gut uberein. Mit dieser Ubereinstim- 
mung ist eine notwendige Bedingung dafur erfullt, daR das 
von Riesner et al.i491 vorgeschlagene Modell die Sekundar- 
struktur des CPFVs im wesentlichen richtig wiedergibt. 

6.3. Modell-Poly- und Oligonucleotide 

Die Doppelhelix-Knauel-Umwandlung aquimolarer Mi- 
schungen komplementirer Homopolyribonucleotide ist 
durch eine hohe Kooperativitat ausgezeichnet und einer 
Untersuchung mit den beschriebenen kalorimetrischen Me& 
methoden leicht zugdnglich. Als Beispiel sei hier das ein- 
gehend untersuchte System einer waRrigen Losung von 
Polyriboadenylat (Poly A) und Polyribouridylat (Poly U) 
genanntiZ1, 'O. 5 1 ,  521. Auch die Bildung und der thermisch 
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Abb. 7 C,(Tf-Kurve einer Bquimolaren Mischung (0.0078 M) von Polyribo- 
adenylat (Poly A) und Polyribouridylat (Poly U). Die Versuchsbedingungen 
sind im Text angegeben. 

induzierte Abbau von Tripelhelices laBt sich durch Mes- 
sungen an diesem System gut verfolgen. In Abbildung 7 ist 
die bei pH 6.8 und einer Na@-Ionenkonzentration von 
0.5 mol L- ' aufgenommene C,( T)-Kurve wiedergegeben. 
Der Umwandlungspeak bei 54.3 "C entspricht der ,,Dispro- 
portionierung" nach dem Schema 

2Poly(A + U) s Poly(A + 2U) + Poly A (9) 

Bei der Umwandlung wird also zunachst unter Frei- 
setzung von einem Aquivalent Poly A eine T r i p e l h e l i ~ [ ~ ~ ]  
der Zusammensetzung Poly(A + 2 U) gebildet. Das ausge- 
pragte Maximum der Warmekapazitat bei 72.1 "C entspricht 
einer Umwandlung, bei der die Komponenten Poly A und 
Poly U nach dem Schema 

Poly(A + 2U)  & Poly A + 2Poly U (10) 

aus dem Tripelhelix-Komplex freigesetzt werden. Auch das 
Modellsystem Poly(1 + C), d. h. eine aquimolare wlBrige 
Mischung aus Polyriboinosylat (Poly I) und Polyribocytidy- 
lat (Poly C) ist kalorimetrisch eingehend charakterisiert wor- 
deni531. 

Aus den einer Doppelhelixdenaturierung zuzuordnenden 
AH,-Werten von Polynucleotidsystemen lassen sich Aussa- 
gen uber die relative Stabilitat verschiedener komplemen- 
tarer Basenkombinationen ableiten, da  sich die korrespon- 
dierenden Umwandlungsentropien nur wenig unterschei- 
deni'']. So fugt sich z. B. der fur alternierendes Poly d(A-T) 
ermittelte AHu-Wert[541 von 30 kJ/mol bp gut in das in der 
Erlauterung zu Abbildung 5 beschriebene Datensystem ein. 
In diesem Zusammenhang sind auch die Versuche zur ther- 
modynamischen Charakterisierung des von Crick i5s1 postu- 
lierten ,,Wobble-Basenpaares" G U  (vgl. z. B. Abb. 6 links) 
zu e r ~ a h n e n [ ~ ~ I .  Durch spektroskopische und kalorime- 
trische Messungen an aquimolaren waRrigen Mischungen 
von Poly(A, G) mit Poly U (und von Poly(C, U) mit Poly G )  
konnte gezeigt werden, daR sich der fur die Basenkombina- 
tion Guanin-Uracil ermittelte AH,-Wert mit 28 kJ/niol bp 
nur wenig vom Wert fur das AU-Basenpaar (33 kJ/mol bp) 
unterscheidet. Die unterschiedlichen Stabilitaten der beiden 
Basenkombinationen kommen in diesem Falle in den ver- 
schiedenen Werten der Um~and lungsen t rop ien [~~~  zum 
Ausdruck. Bei der Standardtemperatur von 25 "C werden die 
Ribonucleotidsekundiirstrukturen auch durch die Basen- 
kombination Guanin-Uracil stabilisiert, obwohl diese 
Basenkombination durch eine besonders hohe dynamische 
Flexibilitat ausgezeichnet ist i571. Das bei der Umwandlung 
nach Gleichung (9) freigesetzte Poly A liegt nicht in der 
Knauelform, sondern in einer partiell geordneten Sekundiir- 
struktur vor. Die dem thermisch induzierten Abbau dieser 
Sekundarstruktur zuzuordnende Umwandlungsenthalpie 
konnte ebenfalls durch kalorimetrische Messungen be- 
stimmt werden["I. Bei der Ermittlung von Doppelhelix- 
denaturierungsenthalpien mussen die durch Sekundarstruk- 
turumwandlungen einstrangiger Polynucleotide bedingten 
Enthalpieanderungen in jedem Falle berucksichtigt werden. 

Die Bedeutung der thermodynamischen Charakterisie- 
rung von Oligonucleotidsystemen [581 besteht darin, daO 
diese Systeme eine besonders gute Grundlage fur das Stu- 
dium des Einflusses bestimmter Basensequenzen auf die 
relative Stabilitat verschiedener moglicher Sekundarstruk- 
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turelemente (z. B. Hairpin-Loops, vgl. Abb. 6) bieten. Se- 
quenzspezifische Effekte sind bei der Untersuchung kurzer 
Oligonucleotidsequenzen besser zu erfassen als beim Stu- 
dium der Eigenschaften von Polynucleotiden. Mit einem 
geeigneten Satz thermodynamischer Oligonucleotidparame- 
ter liBt sich die Stabilitat bestimmter Sekundarstruktur- 
modelle (z. B. von Viroiden) abschatzen. Durch Messungen 
an Oligonucleotidsystemen konnte gezeigt werden, daB sich 
die Basenstapelungsenthalpien gleicher Basenpaare von 
Ribonucleotiden und Desoxyribonucleotiden nicht wesent- 
lich unterscheiden[581. Auch der stabilisierende oder destabi- 
lisierende EinfluB iiberstehender Einzelstrangabschnitte 
(dangling ends) auf die Stabilitat der Helixstrukturen IalJt 
sich durch Denaturierungsexperimente an Losungen doppel- 
helicaler Oligonucleotidkomplexe quantitativ e r f a ~ s e n [ ~ ~ ] .  
Dabei ist zu beachten, daB auch bei extrem hoher Kooperati- 
vitat nur mit einer relativ geringen Steigung der Umwand- 
lungskurven zu rechnen ist, da die mittlere kooperative 
Linge (vgl. Gleichung (4)) nicht groBer als die Sequenzlange 
des Molekiils sein kann. Aus dem gleichen Grunde werden 
bei kalorimetrischen Messungen an Oligonucleotidsystemen 
nur breite und flache C,(T)-Kurven erhalten. Die fur eine 
kalorimetrische Bestimmung einzusetzende Substanzmenge 
ist daher wesentlich groBer als bei Messungen an Polynu- 
cleotidsystemen. Trotz dieses Nachteils sollte bei der Unter- 
suchung von Oligonucleotidsystemen stets eine kalorime- 
trische Messung durchgefiihrt werden, wenn eine hinrei- 
chend groBe Substanzmenge verfugbar ist. Der kalorime- 
trisch gemessene AH,-Wert ist unabhangig von der Art des 
Modells (Zwei-Zustande-Modell oder Mehrschritt-Modell), 
das bei der Auswertung der Umwandlungskurven voraus- 
gesetzt werden muB. Ein ProzeB, der dem einfachen Zwei- 
Zustande-Model1 entspricht, liegt vor, wenn die kalorime- 
trisch gemessene molare Gesamtumwandlungsenthalpie mit 
der aus der Umwandlungskurve abgeleiteten van't Hoff- 
schen Umwandlungsenthalpie AH,,,, iibereinstimmt. Dies 
trifft z. B. fur das von Breslauer et al.["' untersuchte Desoxy- 
ribonucleotidsystem d(GC), (AH,,,, = 240 kJ mol- ') zu. 1st 
dagegen AH",,, kleiner als die kalorimetrisch gemessene 
Gesamtumwandlungsenthalpie, so durchlauft das System 
bei der thermisch induzierten Helix-KnIuel-Umwandlung 
eine Folge von mehreren Zwischenzustanden (Beispiel 
rA,U, [611). Weitere MeDdaten und experimentelle Einzel- 
heiten wurden schon fruher z~samrnengefaBt[~~~.  

6.4. Ligandenbindung (Intercalation) 

Ein typisches Beispiel fur die Wechselwirkung von gelo- 
sten Biopolymeren mit niedermolekularen Liganden ist die 
Bindung von Ethidium- und Acridin-Farbstoffen an Des- 
oxyribonucleinsauren. Dabei sind die nichtkompetitiv 
gebundenen Liganden (Farbstoff-Kationen) durch Interca- 
lationr62, 631 weitgehend von ihrer Umgebung abgeschirmt. 
Dagegen werden die kompetitiv (extern) gebundenen Ligan- 
den durch Kompetitorsalz-Ionen aus ihrer Bindung ver- 
drangt. Beide Bindungsarten unterscheiden sich durch die 
GroBe der Bindungskonstanten, wobei die externe Bindung 
durch einen groaeren Betrag der Standardbindungsentropie 
begiinstigt ist. In den aus der Temperaturabhdngigkeit der 
Bindungskonstanten abgeleiteten van't-Hoff-Bindungs- 
enthalpien (- 30 kJ mol- ') stimmen beide Bindungstypen 

uberein. Zur thermodynamischen Charakterisierung der 
Bindung von Farbstoffen an Desoxyribonucleinsauren sind 
von H. Zimmermann et al. systematische Untersuchungen 
mit physikalisch-chemischen Methoden durchgefuhrt wor- 
den[641. Die Ligandenbindungsenthalpien konnen bei Ver- 
wendung eines geeigneten Mischungskalorimeters auch 
kalorimetrisch bestimmt werden, und die so ermittelten AH- 
Werte stimmen unter vergleichbaren Bedingungen recht gut 
mit den aus Bindungsstudien abgeleiteten Werten uberein. 
Diese Ubereinstimmung ist deshalb bemerkenswert, weil 
sich bei der Berechnung der formalen Standardbindungs- 
enthalpie[641 aus der Temperaturabhangigkeit von Bin- 
dungskonstanten oft aus der Komplexitat des Bindungsver- 
haltens resultierende Schwierigkeiten ergeben konnen. Die 
kalorimetrisch bestimmten formalen Standardbindungs- 
enthalpien sind temperat~rabhSngig[~']. Diese (,,schein- 
bare") Temperaturabhangigkeit ist in erster Link auf die 
Uberlagerung der beiden oben genannten Bindungsprozesse 
und den damit zusammenhangenden EinfluB der Elektrolyt- 
bzw. Pufferdissoziationsgleichgewichte zuruckzufiihren. 
Detailliert wurden diese temperaturabhangigen Bindungs- 
gleichgewichte andernorts d i~kut ie r t [~"  641. 

7. Ergebnisse von Messungen an 
Polypeptid- und Proteinlosungen 

Die Ergebnisse der Messungen von Proteindenaturie- 
rungsenthalpien sind beschrieben und in Tabellen zusam- 
mengefaBt worden[651. Einige wesentliche Gesichtspunkte 
dieser Untersuchungen sollen hier anhand einiger Beispiele 
erlautert werden. 

7.1. Polypeptidsysteme 

Ein Polypeptidsystem, an dem von mehreren Auto- 
ren[22,661 exakte kalorimetrische Messungen ausgefiihrt 
worden sind, ist die Losung von Poly(y-benzyl-L-glutamat) 1 

in einer Mischung aus Dichloressigsaure und 1,2-Dichlor- 
ethan. Das nichtwahige Losungsmittelgemisch mit der stark 
solvatisierenden Komponente Dichloressigsaure wurde 
gewahlt, weil bei der Untersuchung dieses Modellsystems 
relativ einfache Bedingungen fur die Polypeptid-Losungs- 
mittel-Wechselwirkung (quasi-stochiometrische Solvata- 
tion) vorausgesetzt werden konnten. Eine Besonderheit die- 
ses bereits von Zimm, Doty und I s o [ ~ ]  eingehend untersuch- 
ten Systems besteht darin, daB die Bildung der Polypeptid-a- 
Helix (vgl. Abb. 1) durch eine Erwarmung der Proben 
begiinstigt wird, da bei tieferen Temperaturen iiberwiegend 
solvatisierte Polypeptidmolekiile im Knauelzustand vorlie- 
gen. Die Freisetzung der Wasserstoffbriicken-Acceptoren 
und -Donatoren des Polypeptids durch Abspaltung der Sol- 
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vensmolekule (Dichloressigsauremolekule) ist also eine not- 
wendige Voraussetzung fur die Helixbildung. Deshalb ist der 
Gesamtvorgang der cl-Helixbildung in diesem Losungsmit- 
telgemisch ein endothermer Proze13. Bei der thermodynami- 
schen Charakterisierung dieses Polypeptidsystems sind alle 
Voraussetzungen fur eine Anwendung der von Zimm und 
Braggc2] entwickelten Gleichung zur quantitativen Darstel- 
lung der Umwandlungskurve gegeben. Fur das optische 
Drehvermogen und die mit einem adiabatischen Kalorime- 
terLZ3] gemessene Warmekapazitat einer Losung von Poly(y- 
benzyl-L-glutamat) 1 (0.257 mol kg- Losungsmittel) in 
einem Gemisch aus Dichloressigsaure und 1,2 Dichlorethan 
(81 : 19) ergibt sich ein Temperaturverlauf, der dem in Abbil- 
dung 2 wiedergegebenen Schema entspricht. Die daraus 
ermittelte Umwandlungsenthalpie ist abhangig von der Kon- 
zentration des gelosten Polypeptids["]. Der auf den Stan- 
dardzustand idealer Verdunnung extrapolierte AH:-Wert 
von 3.99 kJ/mol Segment stimmt gut mit dem aus dem Tem- 
peraturverlauf des optischen Drehungsverniogens unter 
Beriicksichtigung der Polymerkettenlange ermittelten AH,- 
Wert uberein. Aus dem Maximalwert des Umwandlungs- 
anteils der Warmekapazitat konnte fur dieses System auch 
der Kooperativitatsparameter r~ nach Gleichung (8) berech- 
net werden. Fur den Standardzustand idealer Verdunnung 
wurde so der Wert CT = ermittelt. Dieser Wert stimmt 
gut rnit dem von Zimm, Dory und Zsor4] abgeschitzten 6- 
Wert uberein. Auch der EinfluB der Losungsmittelzusam- 
mensetzung auf die GroBe der AH,-Werte ist untersucht 
~ o r d e n [ ~ ~ j .  Es mu13 hier noch erwihnt werden, da13 sich 
nicht alle Polypeptidsysteme fur eine physikalisch-chemische 
Charakterisierung mit den Methoden der Kalorimetrie 
eignen. Die von Engel et a1.[681 eingehend untersuchte 
Helix-Helix-Umwandlung des Poly(L-prolins) kann z. B. 
nicht durch eine Temperaturanderung induziert werden 
(AH, z 0). 

7.2. Proteine 

Die freie Denaturierungsenthalpie der Proteine - die rnit 
der Protein-,,Entfaltung" einhergehende Anderung der 
Gibbsschen Freien Energie - ist eine wichtige KenngroBe fur 
die Beurteilung der Lebensfiihigkeit von Organismen unter 
extremen Bedingungen (Thermophilie, Psychrophilie) [691. In 
diesem Zusammenhang kommt auch der Ermittlung von 
Denaturierungsenthalpien geloster Proteine eine grundsatz- 
liche Bedeutung 701. Die Werte der kalorimetrisch 
bestimmten Denaturierungsenthalpien erstrecken sich iiber 
den Bereich von 1134 kJ mol-' (Pepsinogen, M,  = 

38000 g mol-') bis 97 kJ mol-I (Tryptophan-Synthase, CI- 

Untereinheit, Mutante-Ser 49, M ,  = 29000 g mol-I). In der 
GroBe dieser AH-Werte kommt die Vielzahl der Wechselwir- 
kungen zwischen verschiedenen Molekiilabschnitten zum 
Ausdruck. Dies gilt insbesondere fur Systeme mit Protein- 
Protein-Ass~ziation[~~], die ebenfds thermodynamisch cha- 
rakterisiert worden sind (Beispiel: Tabakmosaikvirus-Pro- 
tein (TMVP) [721). Bei der Untersuchung der Assoziation 
oder ,,Polymerisation" von Proteinuntereinheiten wurden 
sowohl positive als auch negative Werte der Standardum- 
wandlungsentropie gefunden [721.  

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Protein-Thermodyna- 
mik ist die Protein-Liganden-Wech~elwirkung~~~~. Aus der 

Vielzahl der untersuchten Ligandenbindungssysteme, die 
hier nicht im einzelnen erortert werden konnen, sind insbe- 
sondere fiinf Wechselwirkungstypen hervorzuheben [731: die 
Bindung anorganischer Ionen einschlieBlich der He-Ionen, 
die Bindung von Denaturierungsmitteln (z. B. Harn- 
~toff)[ '~],  die Hapten-Antikorper-Wech~elwirkung~~~. 761. 

die Wechselwirkung von Proteinen (z. B. Muskelproteinen) 
rnit ADP und ATP177,781 und die Bindung von NAD@ und 
analogen Liganden an Enzyme (z. B. an Lactat-Dehydro- 
genase aus Schweineherzmuskeln)[791. 

Besondere Bedeutung kommt auch der Wechselwirkung 
zwischen Proteinuntereinheiten [*'I und der Protein-Nuclein- 
saure-Wechselwirkung["I zu. Ein typisches Beispiel fur die 
Wechselwirkung von Proteinuntereinheiten ist die Wechsel- 
wirkung zwischen dem S-Peptid und dem S-Protein der 
Ribonuclease S'[sO1. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bilden die Grund- 
lage fur die Uberprufung von Modellvorstellungen uber die 
Struktur-Funktions-Beziehung von Proteinsystemen. 

8. WaBrige Lipidsysteme 

Die Diskussion der thermodynamischen Parameter von 
Lipidsuspensionen mu13 hier auf die Erlauterung einiger 
typischer Beispiele beschrankt bleiben. Bezuglich der Mes- 
sungen an Lipidsystemen mit geringem Wassergehalt sei auf 
zusammenfassende Darstellungen ['I und auf die Originalli- 
teratur[*'] verwiesen. 

8.1. Umwandlungstemperaten, Umwandlungsenthalpien, 
Umwandlungsentropien und scheinbare Molwarmen 

In Tabelle 1 sind die thermodynamischen Parameter fur 16 
Phospholipide mit jeweils zwei gleichen Kohlenwasserstoff- 

Tabelle 1. Umwandlungstemperaturen (T,J und Umwandlungsenthalpien 
( A N , )  der Vorumwandlung sowie Umwandlungstemperaturen, Umwdndlungs- 
enthalpien und Umwandlungentropien (Tm2. AH2 bzw. AS, )  der Hauptum- 
wandlung von Phospholipiden mit zwei gleichen Kohlenwasserstoftketten in 
verdunnter waariger Suspension (nach A .  Bhmr [9, 83, 841). 

Lipid [a] TL T m 2  AHi Aff2  AS, 
["C] ["C] [kJ mol-'1 [kJ mol-l] (J rno1-l K-'1 

DMPC 15.3 24.0 5 4 21.2 91.5 
DPPC 35.5 41.5 6.1 41.9 11 5.9 
DSPC 51.0 54.3 7.5 45.6 139.4 
DAPC 62.1 64.1 7.1 51.5 151.4 
DBPC 72.5 62.4 180.4 
DLPE 30.5 18.0 59.4 
DMPE 49.9 21.6 85.4 
DPPE 63.9 36.0 106.7 
DSPE 12.5 43.9 121.2 
DAPE 81.1 51.1 144.4 
DLPA (pH 6) 33.5 14.2 46.5 
DMPA (pH 6) 52.2 23.8 13.2 
DPPA (pH 6) 65.0 33.1 91.9 
DMPA (pH 12) 22.4 11.2 58.2 
DPPA (pH 12) 43.1 23.9 14.5 

DHPC 33.0 43.5 5.9 35.6 111.8 
DHPE 68.5 31.8 93.3 
DHPA (pH 6) 13.3 29.1 85.8 
DHPA (pH 12) 53.8 24.3 74.5 

[a] DMPC: Dimyristoylphosphatidylcholin, DHPC: 1,2-Dihexadecyl-sn-gIy- 
cero-3-phospho-cholin, DHPE: 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phospho-etha- 
nolamin, DHPA: 1,2-Dihexadecyl-sn-glycero-3-phosphorsHure. 
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ketten zusammengestellt. Die in der einschlagigen Fachlite- 
ratur[‘. 81 fast ausnahmslos verwendeten Kurzbezeichnun- 
gen (z. B. DSPC fur Distearoylphosphatidylcholin) ergeben 
sich aus den Trivialnamen der Fettsauren und der mit der 
Phosphatgruppe verknupften Kopfgruppenbestandteile (vgl. 
auch FuBnote zu Tabelle 1). Mit zunehmender LSnge der 
Kohlenwasserstoffketten erhohen sich die T,-Werte und die 
Umwandlungsenthalpien (AH2). 

Abbildung 8 zeigt als Beispiel die unter gleichen Bedin- 
gungen bei einer Konzentration von 1 mg mL-’ aufgenom- 

40 t 
t 3 0 1  

DMPE 
DPPE DSPE DAPE 

.;i 1- 
r IOCI - 

Abb. 8. C,(T)-Kurven wibrigeer Suspensionen von funf Phosphatidylethanol- 
aminen unterschiedlicher Kohlenwasserstoffkettenlinge (c = 1 mg mL-I). 

menen DSC-Kurven von w5Rrigen Suspensionen verschie- 
dener Phosphatidylethanolamine. Auch die in Tabelle I 
aufgefuhrten Umwandlungsentropien (AS2 ) weisen einen 
analogen systematischen Gang auf. Die Betrage dieser AS- 
Werte sind wesentlich niedriger als die Schmelzentropien der 
entsprechenden bdngkettigen Fettsauren oder der entspre- 
chenden reinen Kohlenwasserstoffe. Dieser Befund zeigt 
deutlich, daR der Ordnungsgrad der Lipiddoppelschichten 
von Liposomen [71 in der fliissigkristallinen Phase wesentlich 
hoher als in einer isotropen fliissigen Phase ist. Bei einigen 
Lipidsystemen (z. B. DPPC) wird eine sogenannte ,,Vorum- 
wandlung“[‘. beobachtet. Soweit Umwandlungsenthal- 
pien fur diese Urnwandlung bestimmt werden konnten, sind 
die entsprechenden Werte (AH,) in Tabelle 1 rnit aufgefiihrt. 
Die GroBe der AH,-Werte hangt nicht nur von der Llnge 
und dem Sattigungsgrad der Kohlenwasserstoffketten son- 
dern auch von der Art der Phospholipidkopfgruppe ab. Wie 
ein Vergleich der in Tabelle 1 angegebenen Werte fur Distea- 
roylphosphatidylethanolamin (DSPE) und Distearoylphos- 
phatidylcholin (DSPC) zeigt, sind die T,-Werte der Phos- 
phatidylethanolamine (PEs) hoher und die AH,-Werte 
niedriger als die entsprechenden Werte der Phosphatidylcho- 
line (PCs) gleicher Kohlenwasserstoffkettenlange. Dieser 
Befund, der auch in den unterschiedlichen Werten der 
Methylengr~ppeninkremente[~~~ der AH,-Werte zum Aus- 
druck kommt, deutet darauf hin, daB die PE-Molekiile 
wegen einer moglichen Wasserstoffbrucken-Verkniipfung 
der NHF-Kopfgruppenbestandteile in der fliissigkristallinen 
Phase dichter als die entsprechenden PC-Molekule gepackt 
sind. Zur quantitativen Erfdssung des Einflusses der Kopf- 
gruppengroBe sind von H i m  et a1.[861 kalorimetrische Mes- 
sungen an Suspensionen mehrerer synthetischer Glycolipide 
durchgefiihrt worden. Bemerkenswert ist auch die Tatsache, 

daB bei den in Biomembranen uberwiegend vorkommenden 
Phospholipiden rnit zwei verschiedenen Fettsaureketten eine 
signifikante Abhangigkeit der AH,-Werte von der Position 
dieser Fettsaureketten in der Verkniipfung mit dem Glyce- 
rinrest zu beobachten ist [”I. D a  die Verbindungslinie der 
drei Glycerin-C-Atome aus sterischen Grunden nicht paral- 
lel zur Oberflache der Doppelschicht verlaufen kann, verrin- 
gert sich die Zahl der iiber die mittelstandige Position in die 
lipophile Zone eingebrachten Methylengruppen um etwa 
zwei Einheiten (effektive Kettenverkiirzung). Damit ergibt 
sich fur MPPC eine lipophile Zone mit einer weitgehend 
ungestorten Anordnung von Kohlenwasserstoffketten glei- 
cher effektiver Kettenlange. Fur die PMPC-Doppelschicht 
resultiert dagegen eine Packung von Kohlenwdsserstoff- 
ketten unterschiedlicher effektiver Lange, die durch einen 
niedrigen AH,-Wert charakterisiert ist. Schlienlich sei noch 
darauf hingewiesen, daB mit der DSC-Methode auch 
die durch die Gleichung 

definierten scheinbaren Molwarmen[88, 89, 9 5 ,  961 bestimmt 
werden konnen und daR aus der GroRe dieser scheinbaren 
Molwarmen ebenfalls Aussagen iiber den Ordnungszustand 
der Lipidmolekiile abgeleitet werden konnen[90% 9 1 ,  9 5 ,  961. 

Beitrage zu den scheinbaren Molwarmen resultieren nicht 
nur aus der Anregung von inneren Freiheitsgraden der 
Molekule, sondern auch aus Wechselwirkungen mit dem 
umgebenden waBrigen Medium. Die negativen Beitrage 
kommen durch die Hydratation der polaren Gruppen und 
die dadurch bedingte Veranderung der Assoziationsstruktur 
des Wassers 19’] zustande. Zudtzliche positive OCp-Anteile 
konnen in der Regel auf die hydrophobe Wechselwirkung 
unpolarer Gruppen mit angrenzenden Bereichen der Wasser- 
struktur zuriickgefiihrt werden[93%941. 

8.2. Mehrkomponentensysteme, 
Lipid-Protein-Wechselwirkung 
und Mischungs- oder Titrationskalorimetrie 

Bei der formalen Beschreibung des Mischungsverhaltens 
von Lipid-Mehrkomponentensystemen konnen die Metho- 
den der klassischen Mischphasenthermodynamik weitge- 
hend unverandert angewendet werdenf9’]. Die Mischungs- 
diagramme lassen sich aus den bei mehreren Mischungs- 
verhdtnissen aufgenommenen DSC-MeDkurven ableiten [’I. 
Im Zusammenhang rnit der Lipid-Protein-Wechselwirkung 
interessiert insbesondere die Frage nach dem Ordnungs- 
zustand der Lipidmolekule in der unmittelbaren Umgebung 
(Annulus-Zone) integraler Membranproteine[9s1. Abbil- 
dung 9 zeigt als Beispiel einen Satz von DSC-MeBkurven 
waRriger Suspensionen von Dimyristoylphosphatidylcholin 
(DMPC)-Bacteriorhodopsin-Ve~ikeln[~~* Ool fur verschie- 
dene Werte der Mischungsverhaltnisse DMPC/Bacteriorho- 
dopsin. Aus dem Vergleich der auf der Basis eines einfachen 
Modells simulierten Umwandlungskurven rnit den experi- 
mentell ermittelten Umwandlungskurven laBt sich entneh- 
men, daR der Ordnungszustand von etwa sechzig DMPC- 
Molekiilen durch ein eingelagertes Bacteriorhodopsinmole- 
kul unter Verminderung des individuellen AH,-Wertes dieser 
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9. Ubersich ts tabelle 

IkJ  

T I ° C l  - 
Abb. 9. DSC-MeRkurven von DMPC-Bacteriorhodopsin-Mischvesikel-Sus- 
pensionen mit den Mischungsverhlltnissen a) a, b) 552, c) 316. d) 188, e) 91 
(nach 1991). 

Molekule (um ca. 30 %) beeinfluDt wird. Demnach ist dem 
eingelagerten Protein ein uber die unmittelbar angrenzende 
Lipidzone hinaus wirksamer ,,Ordnungseffekt" zuzuschrei- 
ben. Ahnliche Befunde ergaben sich auch bei Messungen, die 
im Reaktions- oder Mischungskalorimeter zur Charakteri- 
sierung des Phospholipid-Melittin-Sy~tems[~~ durchgefuhrt 
wurden. 

Als Beispiel fur Messungen mit einem Mischungskalori- 
meter I3'I sei hier die Untersuchung der Reaktion 

DMPA' + O H e  @ DMPA" + H,O (12) 

genannt[']. Die Reaktionsenthalpie AHdiss der DMPAO- 
Deprotonierung erhalt man durch Abzug der dem Umsatz 
entsprechenden Neutralisationsenthalpie von der gemesse- 
nen Gesamtreaktionsenthalpie, wenn die Verdunnungs- 
enthalpie des NaOH durch Kompensdtion in einer Zwillings- 
kalorimeteranordnung eliminiert worden ist. Die graphische 
Darstellung des Temperaturverlaufes der AH,,,,-Werte 
(Abb. 10) laRt drei charakteristische Temperaturbereiche 

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60 
r 10c i  - 

Ahb. 10. Temperaturverlauf der Dissoziationsenthalpie AH,,,, fur die zweite 
Dissoziationsstufe von Dimyristoylpliosphatidsaure [9]. 

erkennen. Im Temperaturbereich unterhalb 22 "C tritt 
zusatzlich zur Deprotonierung ein Wechsel des Neigungs- 
winkels der Fettsaureketten (Phasenubergang L, -+ Lo,) auf; 
zwischen 22 "C und 51 "C iiberlagert sich der Deprotonie- 
rung die L, + L,-Phasenumwandlung[911; oberhdlb 51 "C 
geben die experimentell bestimmten AHdi,,-Werte den wah- 
ren Wert der Deprotonierungsenthalpie annahernd richtig 
wieder, da sich in diesem Temperaturbereich der Phasenzu- 
stand des Lipids nicht andert. Eine detaillierte Diskussion 
der Ergebnisse findet sich im zitierten Aufsatzr9J. 

Mit einer Ubersichtstabelle (Tabelle 2) sol1 abschlieDend 
die Moglichkeit zum GroDenvergleich der AH-Werte ver- 
schiedener wichtiger Prozesse gegeben werden. Tabelle 2 

Tabelle 2 .  GrdBenordnung charakteristischer AH-Werte fur verschiedene 
Typen von Strukturumwandlungen in Biopolymerlosungen und wiBrigen 
Lipidsuspensionen. 

ModellsubstanL ProzeB molekulare AH Lit. 
Untereinheit [kJ mol- 'J 

spezifische Transfer- 
Ribonucleinsaure 

Desoxynbonuclein- 
siure 

Polyriboadenylsaure 

DNA und Ethidium- 
hromid (EB) 

Viroid 

Poly(y-benzy1-L- 
glutamat) in 
Dichloressigsaure/ 
1,2-Dichlorethan 
(Pro,Pro,Gly), 

Poly(N5-3-hydroxy- 
propyl-L-glutamin) 

Protein 

Phospholipid-Vesikel 
in wlBriger Suspen- 
sion 

Phosphatidsiure 

Denaturie- tRNA-Molekul 
rung der 
Sekundar- 
struktur 
Doppel- Basenpaar 
helix- 
Knauel- 
Umwand- 
lung 
Basen- Nucleotidrest 
Entstape- 
lung 
Aufhebung EB-Molekul 
der ,,Inter- 
calation" 
Denaturie- CPFV-Molekul 
rung und 
Sekundar- 
struktur 
a-Helix- Aminosaurerest 
bildung 

Polyprolin- Aminosaurerest 
11-Helix- 
Knauel- 
Umwand- 
lung 
a-Helix- Kettensegment 
Knauel- 
Umwand- 
lung 
Denaturie- a-Untereinheit 
rung der Tryptophan- 

Synthase Mutan- 
te-Ser 49 ( M ,  = 
2 9 0 0 0 g m o l ~ ' )  

Lipid- DPPC-Molekiil 
Phasen- 
urnwand- 
lung Gel 

kristallin 
Deproto- DMPA-Molekiil 
nierung oder -Ion 
(2. Stufe) 

fliissig- 

1180 

35 

15 

20 

3900 

4 

2 

0.5 

100 

42 

10 

zeigt auch die Breite der Anwendungsmoglichkeiten kalori- 
metrischer MeBmethoden zur thermodynamischen Charak- 
terisierung von Biopolymeren und suspendierten Lipiden. 
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Chemischen Industrie danke ich fur  die Unterstiitzung unserer 
wissenschaftlichen Arbeit. Mein besonderer Dank gilt glei- 
chermuJen den im Literaturverzeichnis genannten friiheren 
und den jetzt im Arbeitskreis tatigen Mitarbeitern .fur ihren 
unermiidlichen Einsatz und fur zahlreiche fruchtbare Diskus- 
sionsbeitrage. 
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