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In order to determine the intermolecular forces in the process of the heat aggregation of
globular proteins in solution, selected proteins with different amounts of disulfide- and thiolgroups
were investigated by specific inhibition experiments and by degradation analysis, using light-
scattering and ultracentrifugation methods.

In accordance with the mechanism of the heat aggregation, which in general (SH—SS-proteins)
may be characterized as a coupled coagulation- and exchange-reaction, auxiliary valences and
covalent bonds take part in the aggregation process.

Besides the pg-range of lanthionine-formation, the coagulation-mechanism by weak intermole-
cular forces exceeds the covalent type of aggregation.

If only one of the sulphur functional groups is present in the protein molecules the aggregation
is merely the result of the coagulation-mechanism, i.e. the degradation by urea, guanidine-HCI,
variation of py etc. leads back to the monomer.

In the case of SH—SS-proteins the degradation rate depends on the temperature and duration
of aggregation: In the range of predenaturation and under isoelectric conditions the native mono-
mer is restored while increasing net charge leads more and more to covalently bound aggregates
which are due to disulfide- and lanthionine-groups. High alkalinity promotes the formation of
lanthionine.

Regarding the weak intermolecular bonds the application of specific criteria in degradation and
inhibition experiments proves that H-bonds and hydrophobic interactions participate in the ag-
gregation process while ion pair bonds may be excluded. The hydrophobic interactions do not
become apparent, until partial denaturation of the aggregating protein takes place.

The proportion of the total aggregation at extreme pp-values which is produced by the
coagulation mechanism may be explained in a tentative way by assuming specific electrostatic
short range interactions between the partially dehydrated molecules, leading to fibrillar associates.
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Der Mechanismus der Warmeaggregation globu-
larer Proteine kann auf Nebenvalenzkréften (Koagu-
lationsmechanismus) und auf kovalenten Bindungen
(Austauschmechanismus) beruhen (Stauvrr et al.?l,
Jaenicke 274). Fiir den Fall, daB8 simultan beide
Mechanismen moglich sind (SH und SS enthaltende
Proteine), sind die Bereiche beider Mechanismen
entlang der py-Skala nicht streng getrennt; vielmehr
ist die kovalente Austauschreaktion generell von der
Koagulationsreaktion begleitet (Jaenicke?). Uber
den relativen Anteil beider Mechanismen und die fiir
die Aggregation verantwortlichen Bindungen sind
bisher quantitative Aussagen oder sichere Schliisse

Abkiirzungen: ADH: Hefe-Alkoholdehydrogenase,
p-L: f-Lactoglobulin, LDH: Lactatdehydrogenase, MA:
Mercaptalbumin, RSA: Rinder-Serumalbumin, RSAx:
oxydiertes RSA, pCMB: p-Chlormercuribenzoat.

J. Stavurr, H. Bartaer, R. Jaenicke, A. Krexer u. E. UnLeiy,
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nicht zugénglich (vgl. HospeLaorn und JENSEN?;
Krarocuvin et al. 8, Jaenicke 2~%). Da beide An-
gaben auf Grund der Analogie des Aggregations-
prozesses zur Assoziation von Untereinheiten dis-
soziationsfdhiger Proteine Hinweise auf die mole-
kulare Ursache der Quartéarstruktur liefern konnten,
soll im folgenden an Hand von Degradationsver-
suchen unter Anwendung spezifischer Zusatzkompo-
nenten versucht werden, eine Aussage uber das Ge-
wicht beider Mechanismen und zugleich iiber die
Bindungstypen zu gewinnen, die fiir die Aggregation
verantwortlich sind.

Experimenteller Teil

Es wurden Proteine mit unterschiedlichem SH- und
SS-Gehalt untersucht, da diese Gruppen Voraussetzung

5 V. D. HospeLnorx u. E. V. Jexsen, J. Amer. chem. Soc. 76,
2830 [1954].

6 P. Kratocuvir, P. Muxk u. B. Sepricexk, Collect. czecho-
slov. chem. Commun. 26, 2806 [1961]; 27, 115, 788, 802
[1962].
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und unterscheidendes Kriterium der verschiedenen Me-
chanismen sind. Als Reprisentanten fiir den Fall des
gekoppelten Koagulations- und Austauschmechanismus
dienten Rinderserumalbumin, Mercaptalbumin und
p-Lactoglobulin  (SH-SS-Proteine) ; fiir den reinen
Koagulations-Mechanismus: Insulin (ohne SH-Grup-
pen) ; Alkoholdehydrogenase und Isozyme I und V
von Lactatdehydrogenase (SH-Proteine) und schliel3-
lich oxydiertes Rinderserumalbumin (one SH und SS).
Wegen der charakteristischen Daten vgl. Jaenicke 4.

Die Bestimmung der Partikelgewichte erfolgte mit
Hilfe der Ultrazentrifuge (Beckman, Spinco E) sowie
der relativen Lichtstreuung (vgl. l.c. 2 7). Die SH-
Gruppen wurden ampérometrisch nach Benescu et al. 8
titriert. Als Eichsubstanz diente Glutathion (Boehrin-
ger).

Die Aggregations- resp. Desaggregations-Kinetik
wurde aus der Zeitabhdngigkeit der Streuintensitat
o ~ Ry fiir 9=90° entnommen. Im Falle der Aggre-
gation wurden unter Variation der Parameter des Lo-
sungsmittels [py, Ionenstirke, Zusatzkomponenten
(DK etc.), Temperatur] jeweils 6 Proben synchron
registriert. Es wurde bis zum Endzustand der Aggre-
gation erwdrmt. Die jeweilige Aggregations-Tempera-
tur wurde, je nach der Thermolabilitit der Systeme,
durch Vorversuche festgelegt; fiir Versuche im isoelek-
trischen Bereich, bzw. fiir die labilen Dehydrogenasen
betrug sie < 60 °C, fiir Versuche bei hoher Netto-
ladung und mittleren Ionenstirken (0,005 <<I<<0,5)
60 bis 90 °C®. Versuche bei 7>>90 °C wurden im
zugeschmolzenen Rohr vorgenommen.

Zur Unterbrechung des Aggregationsprozesses wur-
den die Losungen schnell abgekiihlt. Die dabei resul-

und Brechungsinkrement %, die in einem Abbe-

P
Refraktometer (Zeiss) bzw. einem Differentialrefrak-
tometer nach Brice gemessen wurden 1.

und der 2. Virialkoef-

D
fizient B @ndern sich im Verlauf der Aggregation nur
unbedeutend (Tab. 1), so daB die Anderung der Streu-
intensitit auf die Anderung der PartikelgroBe zuriick-
gefithrt werden kann.

Das Brechungsinkrement da

Zusatzkomponenten fiir die Hemmversuche wurden
vor Versuchsbeginn zugegeben. Zur Desaggregation
wurden im quasistationdren Zustand der Aggregation
(bei 20 °C) die Mediumsbedingungen verindert durch
pH-Variation bzw. Zugabe von festem Harnstoff (8 m),
Guanidin-HCI (6 m), Mercaptoathanol, Dioxan und so
weiter. Der Endwert der Streuung wurde beziiglich der
Verdiinnung der Systeme und der Anderung von Bre-
chungsindex und  Brechungsinkrement korrigiert
(Tab. 2). Der EinfluB moglicher priferentieller Ad-
sorption der Zusatzkomponenten im Falle der Licht-
streuungs-Messungen wurde nicht beriicksichtigt, da
die Streuwerte im Referenzversuch am nichtaggregier-
ten Protein genau im Verhéltnis der Rayleigh-
Konstanten K stehen. Die experimentelle Bestimmung
von Msp bzw. My aus Ultrazentrifugen-Messungen
(RSA in 10-m. Harnstoff oder 6-m. Guanidin-HCI)
fiihrt dagegen zur Erhéhung des scheinbaren Mol.-Gew.
um 6 bis 10% (vgl. Tab. 5), doch ist die Bestimmung
des partiellen spezifischen Volumens in Mehrkompo-
nenten-Losungsmitteln relativ unsicher und iiberdies
liegen die Fehler der Partikelgewichts-Angaben bei

tierende Erh6hung von Ry, folgt in erster Ndherung den Riickfithrungsversuchen im gleichen Bereich
aus dem TemperatureinfluB auf Brechungsindex n, (~10%).
RSA MA B I ADH LDH RSA®,
r In Mn n An n An
[°c] : B-104 = _B-104 —B-104 % < B-104
p Cp Cp Cp Cp
20 0,185 2,0 0,185 1,75 0,184; 0,178 0,2 0,183 0,185 ~ 0
40 0,183 0,183 0,175> 0,180
0,1754 0,179¢
0,169¢€ 0,3
65 0,1812a 0,180 1,84 0,180
0,1794 1,95
0,165¢€ 2,0
80 0,179¢ 1,3 0,175¢ 0,180 ~ 0
0,168¢ |

A
Tab. 1. EinfluB von Temperatur und Aggregationsgrad auf das Brechungsindex-Inkrement (,,7")'46 und den 2. Virialkoeffi-
Bl

Cp

zienten B der Lichtstreuung (pg 7, I=0,15). 2 py 5, I=0,1, b opaleszent, ¢ milchig triib, 4 flockig triib, € koaguliert.

7 E. Unreix u. J. Stavrr, Kolloid-Z. 142, 150 [1955].

8 R. E. Benescu, H. A. Laroy u. R. Bexescu, J. biol. Che-
mistry 216, 663 [1955].

¢ Wegen der T- und cp-Abhingigkeit der Aggregation vgl.
JAENICKE 4,

10 Fiir den Fall extremer Temperaturen kann auf Grund der
niedrigen Trennungsenergie der Nebenvalenzen Aggrega-
tionshemmung oder Degradation eintreten, die durch T-
Erniedrigung wieder riickgdngig gemacht wird. Unter die-
sen Umstdnden fiihrt Abkiihlung zu starker sekundirer
Aggregation, die den T-Einflul auf die Rayleigh-
Konstante K um GrioBenordnungen iiberschreitet 2.
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Medium ng
‘Wasser | 1,3332
Glycin-NaOH py 12,5, I = 0,12 ‘ 1,3344
Acetat pa 2,0, 1 =0,15 [ 1,3360
8-m. Harnstoff (aq.) 1,3994
8-m. Harnstoff + 0,02-m. Mercaptoathanol \ 1,4002
30 Vol.-9, Dioxan ‘ 1,3641
60 Vol.-9, 2-Chlordthanol j 1,3997

(4") K-107 kv

Cp /546
0,184 | 2,217 +£0,020 | 1
0,184 L2221 1 1
0,180 2,131 1
0,154 1,711 1,52
0,146 1,540 1,52
0,173 205 1,43

— — 2,5

Tab. 2. Brechungsindex ny, Volumkorrektur ky fiir Ry, , Brechungsindex-Inkrement (40111) von RSA und Rayleigh-Kon-

stante K in den zur Degradation verwendeten Mischlosungsmitteln. 7 =20°C. K = —— —

2a2n2( An P
N /.40 .y L kv beriicksichtigt als

Faktor den Verdiinnungsefiekt durch die Zusatzkomponente, bezogen auf Wasser (kyv=1).

Es wurden analysenreine Chemikalien verwendet
(Merck, Darmstadt; BASF, Ludwigshafen). Als Lo-
sungsmittel diente bidestill. Wasser.

Ergebnisse

Die Abhingigkeit der Aggregations-Geschwindig-
keit von den Parametern des Losungsmittels war
Gegenstand fritherer Experimente (Jaenicke #; dort
weitere Literatur).

Entsprechend dem spezifischen Einflul der Schwe-
felfunktionen auf den Mechanismus der Aggregation
sind die Degradationsversuche an Proteinen mit SH-
und SS-Gruppen von denen mit nur einer oder kei-
ner der beiden Gruppen zu trennen.

Proteine mit SH- und SS-Gruppen

Serumalbumin (17SS + 0,7 SH), Mercaptalbumin
(17SS + 1SH) und f-Lactoglobulin (4SS + 2 SH)
stimmen qualitativ in ihrem Aggregationsverhalten
iiberein. Quantitativ ibertrifft die Thermolabilitit des

g Ao?
Medium -
. At
‘ T i \
PH I °c] | RSA MA g—L | Ov
16 01 | 8 0 0o |
3,5 0,1 75 | 168 | 258
48 0b | 0(58°) | 00(55°)¢ oo (62°)C
48 0,1 75 880 ~1000 760
7,0 0,1 75 | 66 213 804 57¢ >1000
7,0 | 0,001 75 | 4 12 ~10 110
10,8 | 0,1 80 | 8t | ~ 50
12,2 | 0.1 80 | 72f
Tab. 3. Aggregation von Serumalbumin, Mercaptalbumin,

p-Lactoglobulin und Ovalbumin (cp=0,2 g/100 ml). 2 Aggre-
gationsgeschwindigkeit (Skt/Stde.) aus dem linearen An-
fangsverlauf im o/t-Diagramm, b isoionisch, nach Elektro-
dialyse, ¢ partielle Fallung bereits im Verlauf der Dialyse
(2 °C), 4 1. Phase, € 2. Phase, f Lanthionin-Nachweis positiv.

MA die der beiden anderen Proteine unter gleichen
duBleren Bedingungen (Tab. 3); die Unterschiede
variieren stark mit den Bedingungen der Préparation.

Okt [

107

702:‘

T

07

TTTTTTITT

700 1

Abb. 1. Riickfiihrungstitration von RSA (cp=0,5 g/100 ml).
Streulichtintensitat oskt ~ Ry, als Funktion des pg-Wertes
(Anzeige mit Lichtmarkengalvanometer HLM 3, Hartmann &
Braun). Bezugsbasis: Kurve 1 natives RSA, Kurve 2 RSA+
8-m. Harnstoff. Riickfiihrung nach Aggregation im IP (pH 4,6,
5 Min. 70 °C). Kurve 3 1=0,24, Kurve 4 1=0,07. Riickfiih-
rung nach Aggregation bei py 7,0 (I=0,6, 3 Stdn. 85 °C).
Kurve 5 ohne Zusatz, Kurve 6 + 8-m. Harnstoff, 7
+ 8-m. Harnstoff + 0,2-m. Mercaptoathanol. Gestrichelte
Kurven: Riickfilhrung bei T=80 °C, entsprechende MeS-
werte: Ausgefiillte Zeichen.

Die im Koagulationsbereich (/P =4,2 —4,8) ge-
bildeten Aggregate lassen sich je nach Aggregations-
Temperatur und Aggregations-Dauer durch pgy-Er-
hohung oder Harnstoffzugabe wieder auflosen
(Abb. 1). Dies gilt vollstindig und iiber lange Ag-
gregationszeit hinweg fiir den Fall der Aggregation
im Prddenaturierungs-Bereich und ebenso fir hohe
Aggregations-Temperaturen, wenn die Aggregations-
zeit hinreichend kurz ist (Tab. 4).
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Aggregation
Medium — 7 Dauer Texilpl
pal (1] [Stdn.] [°C]
0c 20
HCOOH (NaCl) 0,5 85
1,0 1,0 22 100
Acetatpuffer
2,4 0,2 22 100
3.4 0,2 0,5 70
1
3
3.4 0,1 22 100
4,5 0,2 3 60
0,1 100
22 100
Phosphatpuffer
740 0,2 0,5 70
3
Boratpuffer
9,0 0,2 1 85
3
22 100
10,8 0,1 3 80
Glycin-NaOH
12,2 0,1 3 80

Degradation N

— My -10-5 My - 103
Medium®  [pu] aggr degrad.?
= 0,7 0,7
HS8 1 7,6 0,7
H 10 1 9 1,5
D bzw. C 9 14
H 10 2.4 (+ M) 6,5 2,1 (2,1)
— 12 (17 70°) 6,5 3,2 (1,6)d
H8 3.4 2 0,95
HS8 3.4 5 1,4
H8 3.4 11 34

H 8 34 (+M) 10 1,5 (1,3)
H 10 12 10 1,3
D 10 5,0
H 8 4,5 o0 0,7
H8 4,5 ) 0,7
HS 4,5 (+ M) o5 ~ 3,5 (~ 1)
H 8 7(+ M) 14 4,5 (0,7)
HS8 7(+ M) 49 16 (1,4)
H 8 9 1.4 1,2
HS8 9 3 2

Hs8 94 (+ M) 7 2 (1,2)¢
D 7 2

HS 11 (+ M) 1.3 1,1 (L,1)d
H 10 12 (+ M) 5 4,2 (4)d

Tab. 4. Wirmeaggregation und Degradation von RSA (cp=0.5 g/100 ml). & Abkiirzungen: H 8 (H 10) : 8-m. (10-m.) Harn-
stoff; D: 30 Vol.-% Dioxan; C: 60 Vol.-% 2-Chlordthanol; (+M): -+ >0,02-m. Mercaptodthanol, eingeklammerte Werte;
b stationdirer Wert unter Beriicksichtigung von Tab. 1 und 2; ¢ Bezugsbasis; d Lanthionin positiv.

Hier unterscheidet sich f-L charakteristisch von
RSA: Wihrend bei RSA der kovalente Anteil der Ag-
gregation erst oberhalb 60° in Erscheinung tritt, lau-
fen im Falle des f-L entsprechend der Strukturdnde-
rung bei 7 >>40 °C (l. c. ®) der Koagulations- und Aus-
tauschmechanismus einander parallel, so dall hier eine
Riickfithrung durch Harnstoffzugabe nur in geringerem
Malle gelingt.

Oberhalb des ,,Schmelzpunkts® der Proteine (Kauz-
MANN 1) verlduft die Degradation durch pp-Erhchung
nach Erreichen des stationdren Zustandes der Aggrega-
tion nicht mehr augenblicklich, sondern es tritt ein ex-
ponentieller Abfall der Streuintensitdt auf, der im all-
gemeinen nicht auf den Anfangswert der Streuung zu-
riickfithrt. Dabei scheint ein Teil der Aggregations-
zentren (aggregation sites %) abgesittigt zu werden, so
dafl Wiederherstellung der Anfangsbedingungen der
Aggregation (pu 7, 75 °C) zu einer Verminderung der
Aggregations-Geschwindigkeit auf <<50% fiihrt, wo-
gegen im /P die Aggregation begiinstigt ist (Féllung).

Harnstoff oder Guanidin fiihren bei mittlerer Netto-
ladung zu einem geringeren Degradationseffekt als ex-
treme pp-Erhohung.

11 W. Kavzmasy, in: ,Mechanism of Enzyme Action®, Mc
Elroy u. Glass, Eds., Baltimore 1954, p. 70 {.

Wie aus Tab. 4 hervorgeht, vermindert sich das
Ausmal} der Degradation mehr und mehr, wenn die
Aggregation bei zunehmender Entfernung vom IP
vorgenommen wurde. Die im sauren Bereich gebil-
deten Aggregate werden dabei in hoherem Malle ab-
gebaut als die im alkalischen Bereich gebildeten.
Hier gelingt die Degradation einerseits bei py >10,5
in der Warme und andererseits durch tiberschiissiges
Mercaptodthanol oder Thioglykolsdure (vgl. Abb. 1).
Erhoht man im isoelektrischen Bereich die Aggrega-
tions-Temperatur oder erhitzt das gefillte Protein
tiber ldngere Zeit, so triti ,,Alterung® des Koagulats
ein; die vollstindige Degradation gelingt nur noch
unter den Bedingungen der hydrolytischen oder re-
duktiven Spaltung von Disulfidbriicken (Cecit und
McPuee 12). Der Endzustand der Degradation ent-
spricht dabei im Bereich der Fehlergrenzen der
M-Bestimmung (s.o0.) dem Wert des monomeren

Molekiils (Tab. 5).

12 R. Cecir u. J. R. McPuee, Advances Protein Chem. 14,
255 [1959].
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System (Medium)

B W b

nativ (pu 7, I = 0,15)
denaturiert

(10-m. Harnstoff; pu 7, I = 0,15)

aggregiert: 30 Min. 90°C
(pu 7, I = 0,15)
Degradation von 3

(10 m. Harnstoff; pg7, 1=0,15)

(pu 12, Endwert)

(10-m. Harnstoff + 0,2-m. Mer-

captodthanol)

520 (S)a

4,49c¢
2,08¢

{55
~ 20

1,64
2,76

D20(F)b

6,20¢ |
34c¢

~3 |
45

M

66000 -+ 2000
74000 + 3200

{~1065a
(~ 0,5 106 d

60000 -+ 12000
69000 + 4000

25

Tab. 5. Sedimentationsanalyse von aggregiertem und desaggregiertem RSA. 2 nach Svedber g- Methode, b nach Flichen-
Hohen-Methode, ¢ auf Wasserbasis reduziert, 4 polydispers.

Die fir RSA angegebenen Daten konnen als re-
prasentativ fir die ibrigen untersuchten SH-SS-
Proteine gelten, wenngleich die Tertidrstruktur jedes
einzelnen Proteins spezifische quantitative Unter-
schiede in Schmelzpunkt, Aggregations-Geschwin-

digkeit, Riickfiihrbarkeit der Aggregate etc. be-
dingt (s. 0.).

Neben der zuvor diskutierten Degradation ist die
Hemmung oder Auslosung der Aggregation durch
spezifische Zusatzkomponenten als Kriterium fiir die

Zusatz-
komponente A

Normierung?
Harnstoff
Formaldehyd
Ascorbinsdure
Dioxan

2-Chlorathanol |
Na-Dodecyl-
sulfatd

Polyglykol-
dther

Jodacetat
(Jodacetamid)
pCMB

Fe2®
Ag®
Na(Cl
p-Benzochinon
Cystein

\

l

CA PH

6-m.
1-10"2.m. 3—
1-m. 4—7
10 Vol.-9%,
20 Vol.-9,
35 Vol.-9;,

20—60 Vol.-9, ;

v

- 10~4-m.
- 10-3-m.
- 10~2-m.
- 10~1.m.

b0 DO O

- 10-5-m.
- 10~4-m.
- 10-3-m.
- 10-3-m.

(%
DO W O

- 10~4-m.
- 10-3-m.
0,02-m.
0,02-m.

1-m.
1-10-3-m.
1-104-m.
1-10-3-m.
>1-10"2-m.

RSA

‘ (5 10-5-m.]

1(<1)

~1(~0)
5e
>20¢€

oot

MA
§

7
=

0
—_—

ocoomr|

~10e

(Ao At)75°
p-L Ins.
5 S
i I
= =
= )
s B
0 0
0 0
' >1(1.3) |
>1(0) | —025
>1(~0) —0,5¢
| —0,5¢
J
(—0,2)
0
1(<1)
~15 w10
86
>20¢€

>20¢

ocof

oori

ADH | LDHV
|
g
e |
= | 2
= &

7 l g - 18
0 0
0 0
(o]
o (0,51
0 0
0 0(0)
~ 18 10
> 20
(o<} oo
(=} (o]
6
8
15

1

1

Tab. 6. Hemmung und Aktivierung der Wirmeaggregation /=0,1 = 0,2; T=75 °C. 2 fiir RSAox gelten alle Angaben im
Aggregationsbereich pH ~ 5, P Aggregations-Geschwindigkeit A40/At ohne Zusatz unter sonst identischen Bedingungen,
¢ Monomerisierung, unabhingig vom pg-Wert, 4 im Ionenstidrke-Bereich 0,01 < I < 1,0 (Acetat) iibereinstimmend, € durch
10-m. Harnstoff nur teilweise riickfiihrbar, f durch 10-m. Harnstoff bei py == IP vollstindig riickfiihrbar, & durch 5-10—2-m.
Natriumdodecylsulfat vollstindig riickfiihrbar, h in der Warme: Reversible Desaggregation von in der Kilte primir gebilde-
ten Aggregaten.
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an der Aggregation beteiligten intermolekularen
Wechselwirkungen geeignet. Ergebnisse derartiger
Versuche sind in Tab. 6 zusammengefalit. Es zeigt
sich, da} Agentien, die zur Besetzung der Carbamid-
Gruppierung und der SH-Gruppen in der Lage sind,
die Aggregation auflerhalb des isoelektrischen Be-
reichs ebenso unterbinden wie Losungsmittelkompo-
nenten, die zur Solubilisation der unpolaren Seiten-
ketten in der Lage sind. Im Bereich des Koagula-
tions-Mechanismus sind aufller Formaldehyd und
Harnstoff solche Komponenten als Blockierungs-
mittel geeignet, welche die DK herabsetzen bzw. als
ionische Detergentien vom Protein gebunden werden.

SH-Proteine, SS-Proteine und SH — SS-freie Proteine

Der qualitative Unterschied im Aggregationsver-
halten, der die zu Austauschreaktionen nicht befdhig-
ten Systeme von den SH — SS-Proteinen trennt, be-
steht in der verschiedenen Riickfithrbarkeit der Ag-
gregate, die hier (fiir den Fall, daf} partielle Reduk-
tion oder Oxydation ausgeschlossen wird; vgl.
l. c.4, dort S. 860, Tab. 2) generell durch py-Ver-
schiebung jenseits des Aggregationsbereiches, Satti-
gung mit Harnstoff resp. Guanidin oder Erniedri-
gung der DK riickgdngig gemacht werden kann. Auch
extreme Temperaturerhéhung fithrt hier zu partiel-
ler Degradation. Die Verhaltnisse werden fiir Insu-

R. JAENICKE

lin, ADH, LDH und RSA,, aus Tab. 7 deutlich; die
Ergebnisse der entsprechenden Blockierungsversuche
sind mit in Tab. 6 aufgenommen. Es folgt generell
Analogie zum reinen Koagulationsverhalten oxy-
dierter bzw. reduzierter, carboxymethylierter Pro-
teine (vgl. JaENICKE und Staurr 2).

Fiir den Fall der Dehydrogenasen hingt die Riick-
fiihrbarkeit im sauren Bereich vom Anion der Siure
ab; wihrend HCI, HCIO4, HNOg, H,SO,, (H3BO,)
etc. im Verlauf der Titration der COO®-Gruppe zur
quantitativen Féllung fithren (Verschwinden der Akti-
vierungsenergie der Aggregation), sind H3PO, und
organische Sduren (Ameisensdure, Essigsdure, Oxal-
sdure etc.) zur Auflosung primér gebildeter Aggregate
in der Lage. Der spezifische Effekt von Kationen, die
zur Addition an die SH-Gruppen befdhigt sind (Schwer-
metallionen) ist vergleichbar, indem hier ebenfalls Be-
schleunigung der Aggregation resultiert (Tab. 6). Der
bereits bei tiefer Temperatur (Dialyse bei 2°) aggre-
gierende Anteil ist dabei — wie aus der Sedimenta-
tionsanalyse pCMB-inkubierter LDH deutlich wird
(Jaenicke3) — etwa der Schwermetall-Konzentration
proportional. Offensichtlich sind hier die SH-Gruppen
von essentieller Bedeutung fiir die Tertidrstruktur des
Molekiils. Fiir die Warmeaggregation (ebenso wie fiir
die Quartérstruktur) diirften sie, entsprechend der er-
wiahnten Aggregationsauslosung durch Schwermetall-
ionen, nicht verantwortlich sein. Einen vergleichbaren
Effekt besitzen kleine Konzentrationen von Harnstoff
oder Guanidin [0,5 < (cg, cg) < 3-m.] (vgl. z.B.

Sunp 13, Erop1 14, Jaenicke % 19),

Medium (Aggregation) Degradation
System ‘ ; ‘ . v ‘ ‘ ‘
PH I | T[eC Q  put | pr, H G| D | C | N
Insulin it 2 01 75 ‘ o : | + & ‘
cp = 0,2 g/100 ml | 3—5 | 0,1 ‘ 75 AL +a S T ta | 4 La +
7 o1 | B |+ |+ |+ F L+ FF
9 o1 | 75| + + | £ | +
ADH 3.6 1 0,2 | 60 + 4D | 4D ‘
¢p = 0,2 g/100 ml 54 | 02 ‘ 60 ‘ La N | + |
7,6 02 | 80 | 4+ Fo |l 4ov |
LDH I 4,5 0,2 ‘ 40 +a A1 4a +b La
¢p = 0,1 g/100 ml 65 | 01 70 | 4a L+ |+
LDHV 47 | 02 | 35 T ia TP
cp=01g/l00ml | 5-10 0.2 40 +a | 40
( 7.8 0,2 45 42
RSAox ‘ 5,5 6,2 75 +a + + +a +a +a 4a
cp = 0,2 g/100 ml ‘

Tab. 7. Degradation von Insulin, ADH, LDH und RSAox.Erkliarungen: Q: T=90°C; pat: pu 11 (NaOH); pu]:

pa=1 (HCOOH); H: 10-m. Harnstoff; G: 6-m. Guanidin-HCl; D: 30 Vol.-% Dioxan; C: 60 Vol.-% 2-Chlorithanol; N:

5-10—2-m. Natriumdodecylsulfat. 2 filhrt zum Monomeren zuriick, b Degradation+ Dissoziation (Aufhebung der Quartarstruk-
tur), ¢ vollstindige Degradation bei erhohter Nettoladung (pH == IP).

13 H. Suxp, Biochem. Z. 333, 205 [1960].
14 P, Eop1, G. JEcsar u. A. Mozorovszky, Acta physiol. Acad.
Sci. hung. 17,165, 175 [1960].

15 R. Jaenicke u. G. Prremerer, Biochim. biophysica Acta
[Amsterdam] 60, 215 [1962].
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In beiden Fillen fiihrt partielle Entfaltung zur ,,Ak-
tivierung“ im Sinne einer Zweistufenreaktion nach dem

Schema
P — P*,

nP*—>P,.
Aggregation tritt in allen diesen Féllen schon bei
T <20° ein.

Die Hemmung der Aggregation gelingt, wie aus
Tab. 6 hervorgeht, in vollig analoger Weise wie im
Koagulationsbereich der SH — SS-Proteine.

Wihrend diese Analogie fiir den Fall der SH-freien
Proteine wegen der Stabilitdit der SS-Gruppe unmittel-
bar einleuchtet, konnte im Falle der SH-Proteine die

Labilitit der SH-Gruppe auf Grund der moglichen
Autoxydationsreaktion

2R—SH + 1/20,—~R—SS—R + H,0

einen Redox-Anteil an der Gesamtreaktion induzieren.
Wie die Sauerstoff-Abhingigkeit der Hitze-Aggregation
zeigt (vgl. Jaenicke %), scheint dies tatsdchlich der Fall
zu sein; doch diirfte, wie aus den Riickfithrungsversu-
chen hervorgeht, das Gewicht dieser Reaktion an der
Gesamtreaktion nur gering sein (vgl. Tab. 7).

Aggregation bei extremen py- Werten

Die Degradation von RSA bei 1>py>11 fiihrt
nach dem primiren Abfall der Streuung bei hoher
Temperatur zu einer neuerlichen langsamen Aggrega-
tion, die entsprechend der maximalen einsinnigen
Ladung der Aggregationspartner und der Spaltung
der Disulfidbriicken unter den experimentellen Be-
dingungen weder als normale Koagulation noch als
Austauschreaktion angesehen werden kann. Im Be-
reich 1<py<3 verschwindet die Aggregation bei
kleinen und mittleren Ionenstirken vollstandig

(Tab. 3).

Insulin zeigt in der py-Abhéngigkeit der Warme-
aggregation bei py=12 ebenfalls einen Wieder-
anstieg der Aggregations-Geschwindigkeit, dem im
sauren Bereich die von Lanemuir und Waucs 16
beobachtete fibrillare Aggregation entspricht.

Die Riickfiihrung gelingt im Falle des RSA nur
unvollkommen (Tab. 4). Einen Hinweis auf den hier
zugrunde liegenden Mechanismus gibt die Riickfiih-
rung der Aggregation bei py > 11,5 durch Anséuren,
indem hier aus der Analyse der H,S-Entwicklung
und der direkten Oxydation (Decroix und Ma-
zINGUE 17) die Beteiligung der Lanthionin-Bildung an

16 1. Lanemuir u. D. F. Waucs, J. Amer. chem. Soc. 62, 2771
[1940] ; D. F. Waucn, J. Amer. chem. Soc. 66, 663 [1944],
68, 247 [1946].

17 G. Decrorx u. G. Mazingue, Fédération Laniére Inter-
nationale, Commission Technique, Rapport No. 11, Paris

der Aggregation in diesem Bereich hervorgeht. Die
Verhiltnisse bediirfen, insbesondere fiir die Ag-
gregation im sauren Bereich, weiterer Untersuchung.

Diskussion

Die Wirmeaggregation globuldrer Proteine folgt
in ihrer spezifischen Abhingigkeit von den Para-
metern des Losungsmittels aus dem Polyelektrolyt-
Charakter der Proteine und der prinzipiellen Mog-
lichkeit der Peptidketten zur Betitigung intermole-
kularer Bindungen. Die Unterschiede in den Aggre-
gations-Mechanismen beruhen dabei auf dem unter-
schiedlichen Gehalt an SH- und SS-Gruppen, die zu-
satzlich zu den moglichen Bindungen durch Neben-
valenzen zu kovalenten intermolekularen Austausch-
reaktionen Anlal geben konnen. Fiir die Neben-
valenzen kann angenommen werden, daf} dieselben
Krafte, die intramolekular die Struktur des Protein-
molekiils stabilisieren, auch intermolekular zur Ag-
gregation fithren kénnen. Als intermolekulare Krifte
sind demnach im folgenden neben Disulfid- resp.
Lanthionin-Briicken Wasserstoff-Briickenbindungen,
hydrophobe Wechselwirkungen und Ionenpaar-Bin-
dungen zu diskutieren. Kriterien zu ihrer Unterschei-
dung mit Hilfe der Variation der Mediumsbedingun-
gen sind in Tab. 8 zusammengefal3t.

Die Anwesenheit kovalenter Bindungen im Falle
der Aggregation von SH — SS-Proteinen folgt ein-
deutig aus der nur partiell méglichen Degradation
unter extremen ,,dissoziierenden“ Bedingungen. Dal}
dabei die SH- und SS-Gruppen beteiligt sind, folgt
sowohl aus der spezifischen Hemmbarkeit der Ag-
gregation und aus der Degradation durch Mercapto-
athanol bzw. Thioglykolsdure (Jaenicke %), als auch
aus der Koinzidenz der Anfangstemperatur der ko-
valenten Aggregation mit der Temperatur, bei der
primdr maskierte Schwefelfunktionen im Molekiil
zuginglich werden (vgl. z. B. fiir RSA: Staurr und
Dupen 19; ferner CeciL und McPHeE 12). Austausch-
Mechanismus und Lanthionin-Bildung sind beide an
der Aggregation beteiligt.

Im neutralen und schwach sauren pg-Bereich kann
die Lanthionin-Bildung nur Nebenreaktion sein, da hier

die Degradation mit Hilfe von Harnstoff + Mercapto-
dthanol im Bereich der Fehlergrenzen zum Mol.-Gew.

1957. Bull. Inst. Textile France 73, 41 [1958] ; Bull. Trim.
C.T.C.R.S. 38,5 [1958].
19 J. Sravrr u. R. Dupex, Biochem. Z. 331, 10 [1958].
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Wechselwirkung DK -Erniedrigung. (- Dioxan etc.)

Variation der Mediumsbedingungen

ey Schwichung der Bindung durch
Wasserstoff- Erhohung der H-Bindungskapazitit des
Briickenbindung Mediums (+ Harnstoff, Guanidin)
Gruppenspezifische Blockierung
(Formaldehyd, Ascorbinsdure etc.)
pu-Variation (COOH --- COOH)
Hydrophobe Verminderung der Polaritétsdifferenz:

Solubilisation der unpolaren Komponente
[Detergentien, Harnstoff (Clathratbildung)]
Temperatur-Erniedrigung (endotherme R.)

Tonenpaar- Abschirmung der Ladungen durch
Bindung Elektrolytzugabe (Gouy-Chapman-
Atmosphire)
pu-Variation (entsprechend py des
Tonenpaares)

Stiarkung der Bindung durch

Verminderung der H-Bindungskapazitit
des Mediums (+ LiBr, Chlorathanol, Dioxan)

pu-Variation
Verminderung der Loslichkeit der unpolaren
Komponente: Elektrolyt-Zugabe

Temperatur-Erhohung
Erniedrigung der DK (Coulombsches Gesetz)

pu-Variation

Tab. 8. Kriterien zur Unterscheidung der wichtigsten Typen

intermolekularer Wechselwirkungen im wéfirigen Medium

(vgl. Kavzmany 18),

des nativen Proteins zuriickfiihrt (Tab.4). Im alkali-
schen Bereich nimmt die Lanthionin-Bildung mit wach-
sendem py zu, um bei extremer Basizitdt den Haupt-
anteil an der Aggregation zu erreichen. Die Riickfiihr-
barkeit mit Mercaptodthanol geht hier mehr und mehr
zuriick 2°.

Diese Tatsache widerspricht der Annahme, da} fiir
die Aggregation bei hohen pp-Werten ein ionischer
Mechanismus entsprechend

R-S®+X-SS—X—->R-SS—X+X-S°

verantwortlich sei, der ja auf Grund des px-Wertes
der SH-Gruppe bei pg = 9 begiinstigt sein sollte. Wie
die pu-Abhédngigkeit der Aggregation zeigt, fallt die
Aggregations-Geschwindigkeit fiir die untersuchten
Systeme in diesem Bereich stetig ab. Die Erhohung
der Aktivierungsenergie durch die zunehmend ein-
sinnige Ladung des Ampholyten und die Hydratation
des Mercaptid-Ions scheint demnach die mogliche Be-
glinstigung der Ionenreaktion iiberzukompensieren;
die Aggregation wird im wesentlichen durch Lanthio-
nin-Bildung verursacht.

Schlielich kénnte mit zunehmendem py auch die
Oxydation von Thiol-Gruppen durch molekularen
Sauerstoff entsprechend

4R-SH+0,—~2R-SS—R+2H,0

zur Aggregation beitragen (Dixon und TunnicLIFrFE 24,
Fruron und Crark 2%). Mit dieser Reaktion lieBe sich
die O,-Abhéngigkeit der Aggregation von SH-Proteinen

20 Von der priméren Lanthionin-Bildung im Verlauf der Ag-
gregation ist die sekunddre wihrend der Riickfiihrung in
alkalischer Harnstoff-Losung zu trennen (vgl. Hucens 21,
Kavzmany und Doucras 22, Zanx 23), Sie kann durch Arbei-
ten in der Kilte gering gehalten werden und spielt zumin-
dest bei den schnellen Degradations-Reaktionen durch Er-
hohung der Netto-Ladung keine Rolle.

21 C. Huceins, D. F. TarLey u. E. V. Jensen, Nature [Lon-
don] 167,592 [1951].

(intermolekulare Vernetzung), ebenso wie die von
SH-SS-Proteinen  (Kettenabbruch-Reaktion) erklédren.
Im sauren pu-Bereich sollte die kovalente Aggregation
tiber das Sulfonium-Kation verlaufen oder wiederum
zur Lanthionin-Bildung fithren (RyiLe und Saxcer 28,
Bexescu und Bexescu 27, Zann 29) .

Wie die Riickfiihrungsversuche zeigen, gelingt die
partielle Degradation durch Mercaptodthanol, so daf3
die Austauschreaktion jedenfalls an der Aggregation
beteiligt zu sein scheint. Der Lanthionin-Nachweis
(H,S) nach der Riickfithrung bei hohem py kann auf
eine Nebenreaktion im Verlauf der Hydrolyse der SS-
Gruppen zuriickgehen. Die Beteiligung der Lanthionin-
Bildung an der Aggregations-Reaktion selbst kann
hier nur aus dem Restanteil der Aggregation geschlos-
sen werden, der durch SS-Briicken spaltende Agentien
nicht angegriffen wird.

Es ergibt sich zusammenfassend, da} sowohl SH-
SS-Austausch als auch Lanthionin-Bildung am kova-
lenten Anteil der Aggregation beteiligt sind, wobei
mit zunehmend basischem py die Lanthionin-Bil-
dung mehr und mehr in den Vordergrund tritt.

Der durch Nebenvalenzen bedingte Anteil der Ag-
gregation, der durch hohe Harnstoff- oder Guanidin-
Konzentrationen etc. aufgehoben wird, kann beziig-
lich des Gewichts der moglichen zwischenmolekularen
Krifte nur durch indirekte Schliisse analysiert wer-

W. Kavzmany u. R. G. Doucras sr., Arch. Biochem. Bio-
physics 65, 106 [1956].

H. Zanx, Chimia [Ziirich] 15, 378 [1961].

M. Dixox u. H. E. Tusnicrirrg, Proc. Roy. Soc. [London]
Ser. B 94, 266 [1923].

J. S. Frurox u. H. T. Crark, J. biol. Chemistry 106, 667
[1934].

% A. P. Ryre u. F. Saxcer, Biochem. J. 60, 535 [1955].

7 R. E. Bexescu u. R. Bexescu, J. Amer. chem. Soc. 80, 1666
[1958].
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den. Guanidin-HCl verkniipft die Assoziations-
tendenz zur Peptidbindung mit der abschirmenden
Wirkung auf Grund hoher Ionenstirke und ist daher
als Kriterium zur Unterscheidung der intermolekula-
ren Wechselwirkungen nicht geeignet (vgl. Tab. 8).
Harnstoff wirkt in analoger Weise auf die H-Bin-
dung und zusétzlich durch Clathrat-Bildung auf die
hydrophoben Wechselwirkungen. Hier ist durch
Variation der DK des Losungsmittels oder durch die
spezifische Wirkung von Detergentien sowie durch
den Einflu von Ionenstiarke und Temperatur eine
Unterscheidung — auch von der moglichen Aggrega-
tion durch Ionenpaar-Bindungen — moglich. Die
aggregationshemmende Wirkung von Dioxan, Chlor-
dthanol oder Natriumdodecylsulfat kann allerdings
a priori nicht als hinreichender Beweis fiir hydro-
phobe Bindungen im Verlauf der Aggregation an-
gesehen werden, da diese Agentien die Struktur der
betrachteten Proteine zumindest im nativen Aus-
gangszustand nicht so grundlegend dndern, daf} die
im nativen Zustand im Molekiilinnern liegenden und
daher fiir intermolekulare Wechselwirkungen primar
nicht in Betracht kommenden hydrophoben Grup-
pen 2 an die Peripherie gelangen (vgl. BresLer 29,
FostEr 3%, van HoLpE und Sun 31).

Wie aus der Messung der optischen Rotationsdisper-
sion hervorgeht 32, sind diese Verhiltnisse unter den
experimentellen Bedingungen der Aggregation insofern
modifiziert, als bei pg == IP im wiBrigen Medium und
in geringerem Mafle auch in Gegenwart von Dioxan oder
Chloréthanol die Rotationsdispersions-Konstante 4. ab-
fallt, so daB inter-molekulare hydrophobe Wechselwir-
kungen prinzipiell méglich wiren. Sie wéaren im waBri-
gen Medium gegeniiber einem Losungsmittel niedriger
DK begiinstigt und konnten die Aggregationshemmung
durch unpolare Zusatzkomponenten erkliren. Im
Koagulationsbereich scheint die Aggregation jedoch
ohne Denaturierung zu erfolgen (Konstanz von 4.), so
daB hier auf Grund der nativen Struktur der Proteine
(s.0.) hydrophobe Wechselwirkungen als Ursache der
Aggregation praktisch ausgeschlossen werden konnen.

In speziellen Fallen (vgl. z. B. die reversible Ag-
gregation von Insulin: StavFr et al.!, S.134) und
allgemein im denaturierten Zustand kann unabhén-
gig vom Aggregations-Mechanismus die Beteiligung
hydrophober Wechselwirkungen an der Aggregation

28 J. C. Kenprew, Ber. Bunsengesellschaft 68, 721 [1964].

2% S, E. Brester, Discuss. Faraday Soc. 25, 158 [1958].

30 J. F. Foster, in: ,The Plasma Proteins“ (F. W. Pur~awm,
Ed.), Vol. I, New York, London 1960, p. 179, 197 f.

31 K. E. van Horpe u. S. F. Sux, J. Amer. chem. Soc. 84, 66
[1962].

32 R. JaEnIcKE, in Vorbereitung.

wahrscheinlich gemacht werden, indem hier gleich-
zeitig Nebenvalenzen verschiedener Bindungsenergie
beobachtet werden. So kann die 1. Aggregationsphase
des Koagulations-Mechanismus von RSA (1. ¢.> 3) auf
Grund ihres positiven Temperaturkoeffizienten und
der Ionenstirke-Abhidngigkeit sowie der Blockierung
durch Dioxan, Chlorithanol bzw. hohe Konzentratio-
nen von Polyglykoldther als Folge hydrophober
Wechselwirkungen gedeutet werden, wihrend die
zweite (reversible) Aggregationsphase auf H-Bindun-
gen beruhen diirfte. Beide Anteile werden durch
Harnstoff inhibiert. Dagegen ist Dinitrophenylierung
oder Acetylierung ohne Einflul auf die Koagulation,
so daf} Ionenpaar-Bindungen als Aggregationsursache
ausgeschlossen werden koénnen; zu dem gleichen
Schluf} fiihrt die Ionenstarke-Abhingigkeit der Ag-
gregation > 4 (vgl. Tab. 8). Die partielle Degradation
durch Dioxan nach Aggregation unter extremen Be-
dingungen (RSA, 22 Stdn. 100 °C) ldBt wiederum
auf die Beteiligung hydrophober Wechselwirkungen
schlieen, sobald durch partielle Denaturierung inter-
molekulare Wechselwirkungen der unpolaren Grup-
pen moglich werden.

Die Auslosung der Aggregation bei kleinen Inhibi-
tor-Konzentrationen (Dioxan, Chlorithanol, Harnstoff,
Natriumdodecylsulfat) muB auf Anderungen der Ter-
tidrstruktur beruhen, die zusitzliche Aggregations-
zentren zugdnglich machen 33.

Zunehmende Konzentration des Inhibitors unterbin-
det infolge von Solvatation bzw. Ionenwechselwirkung
in zunehmendem MaBe die Aggregation. Die Ergeb-
nisse legen die Annahme nahe, daB beim Ubergang
zum nichtwéfBrigen Losungsmittel mehrere aufeinander-
folgende Konformations-Anderungen eintreten, die sich
in Analogie zu dem Modell von Weser und Tanrorp 34
veranschaulichen lassen. Die Labilitit der Struktur
kann dabei elektrostatisch erklirt werden als Folge
der Abnahme der DK mit zunehmender Konzentration
der schwach protischen Losungsmittel.

Die elektrostatische freie Energie der nativen Kon-
formation des Proteins im wilBrigen Medium wachst
bei konstanter Nettoladung zundchst an, um dann
entsprechend der Begiinstigung entfalteter Strukturen
bei mittleren Konzentrationen des nicht wéarigen Lo-
sungsmittels wieder abzufallen (Sixcer 3%).

Bei D>50 (<<25% Dioxan) scheint die elektro-
statische freie Energie des Proteins den Wert fiir das
Protein im wilrigen Medium zu iibertreffen, wihrend

33 Die Wirkung von Cystein auf Proteine mit Cystinbriik-
ken ist analog zu erkldren.

3¢ R. E. Weser u. C. Tanrorp, J. Amer. chem. Soc. 81, 3255
[1959]; s. auch C. Taxrorp, 82, 6028 [1960]; J. biol.
Chemistry 236, 1711 [1961].

35 S, J. Singer, Advances Protein Chem. 17, 1, 11 {. [1962].
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fiir D < 50 das Gegenteil gilt, so daf} die elektrostati-
sche Tendenz zur Entfaltung der nativen Konformation,
d. h. zur Bildung zusitzlicher Aggregationszentren ge-
geniiber dem Wert fiir das wifirige Losungsmittel stark
herabgesetzt ist.

Die Verminderung der H-Bindungskapazitit der
Mischlésungsmittel und die Abnahme der elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen den fixierten Ladun-
gen am Proteinmolekiil in Losungsmitteln niedriger
DK fiihren zu einer stidrkeren intra-molekularen Absit-
tigung der im wilrigen Medium auch inter-molekular
betitigten Bindungen: Der Helix-Gehalt steigt an und
die Aggregationszentren werden blockiert 36.

Detergentien hemmen im gesamten py-Bereich die
Aggregation, sind jedoch zur Degradation von in
der Wiarme gebildeten Aggregaten im allgemeinen
nicht in der Lage. Fiir den Fall des Polyglykolathers
als nicht dissoziierendes Detergens beschrankt sich
die hemmende Wirkung auf den Bereich der kriti-
schen Konzentration der Mizellbildung (cx = 10~ *-m.,
Staurr und Rasper 37).

Eine Variation der Molekiilkonformation kann
hier nicht festgestellt werden (fiir RSA : py4+7;
I=0,1:0-+10"3m. Polyglykolither : 2, = 271,9
+2,6mu; (1] =3,810,3 (cm® g7 1)), so dal die
Wirkung ausschliellich auf der Variation des Lo-

sungsmittels zu beruhen scheint.

Fiir die im UberschuB des Detergens eintretende
Aggregation kann von der Struktur des Proteins her
bisher keine Begriindung gegeben werden.

Im Falle ionischer Detergentien wird der gleiche
Effekt nur auf der sauren Seite des /P beobachtet, wenn
das Gewichtsverhiltnis Protein : Detergens etwa 5 : 1
betrigt, d. h. fiir RSA im etwa 50-fach molaren Uber-
schufl von Natriumdodecylsulfat (vgl. Purnam und
Neuraru 38). AuBlerhalb dieses Bereiches wird mehr
oder weniger vollstindige Hemmung der Aggregation
beobachtet. Auf der alkalischen Seite des IP wird,
schon im 5-fachen molaren Uberschul Hemmung be-
obachtet, die oberhalb 50 Aquivalenten vollstindig ist.
Die mogliche Interpretation der Verhiltnisse als Kon-
sequenz einer reversiblen Konfigurations-Anderung mit
zunehmender Detergens-Konzentration, bei der die
Hemmung auf der Erhchung der einsinnigen Ladung

36 Diese Wirkung der schwach protischen Losungsmittel wird
besonders deutlich aus der Wiederherstellung des nativen
Helix-Gehaltes (~A.) in partiell denaturierten wiRBrigen
Proteinlosungen durch Dioxan: RSA pg 7, 1=0,1: i.=
264 mu; 6 Min. 70°: A.=252 mu; +30% Dioxan: Ac=
268 mu.

37 J. Stavrr u. J. Raseer, Kolloid-Z. 151, 148 [1957].

38 F. W. Pur~yam u. H. Neuratn, J. biol. Chemistry 150, 263
[1943] ; J. Amer. chem. Soc. 66, 692 [1944].

3 H. Nevrata u. F. W, Purnay, J. biol. Chemistry 160, 397
[1945].

40 G. pr Sasato u. N. O. Karray, J. biol. Chemistry 239, 438
[1964].

durch Komplexbildung mit kationischen Gruppen des
Proteins beruhen konnte, wird in Bezug auf den elek-
trostatischen Charakter der Hemmung durch das iden-
tische Verhalten der verschiedenen untersuchten Pro-
teine bei unterschiedlichen py-Werten und insbesondere
durch die Unabhéngigkeit der Hemmung von der
Ionenstirke fragwiirdig, da Abschirmung der Ladun-
gen die elektrostatisch bedingte Hemmung aufheben
sollte.

Beriicksichtigt man die Molekiilkonformation des
Protein-Dodecylsulfat-Komplexes, so folgt, daf} bei
kleinen Konzentrationen des Detergens (bis in den
Bereich der Fallung) mit Hilfe hydrodynamischer
Methoden keine Strukturdnderungen festgestellt wer-
den konnen 3% 39742; doch wird durch die partielle
Solubilisation hydrophober Bereiche die Stabilitat
der nativen Struktur vermindert, und zuvor intra-
molekular betétigte Bindungen konnen intermole-
kular betatigt werden. Die der N — F-Isomerisation
analoge Umwandlung bei Erhéhung der Detergens-
Konzentration bringt grofle, mehr und mehr solubi-
lisierte hydrophobe Bereiche an die Molekiilober-
fliche, so dafl durch Bildung einer neuen Grenz-
schicht zwischen dem wéilirigen Medium und der
hydrophoben Molekiiloberfliche die Aggregation
schliellich unterbunden wird. Als primérer Schritt
diirfte allerdings die elektrostatische Wechselwirkung
im Komplex anzusehen sein, da anders die verschie-
dene Wirkung ionisierbarer und nicht ionisierbarer
Detergentien nicht verstanden werden konnte.

Die Aggregationshemmung ist hier also die Folge
einer primdren Strukturidnderung und der Ausbil-
dung von Mizellen und liefert keinen Beweis fiir die
Beteiligung hydrophober Wechselwirkungen an der
Wirmeaggregation 3. Dal} sich dabei, ebenso wie im
Fall der Aggregation in Mischl6sungsmitteln nied-
riger DK, die hemmende Wirkung auf den Koagu-
lations- und Austauschmechanismus erstreckt, kann
auf einer Maskierung etwa vorhandener Schwefel-
funktionen beruhen oder auf die Kopplung von

41 J.T. Yanc u. P. Dory, J. Amer. chem. Soc. 79, 761 [1957].
42 M. Parransca u. D. R. Brices, J. Amer. chem. Soc. 76,
1396 [1954].

Die Dissoziation von Proteinen mit quartdarer Struktur,
welche unter den gleichen Bedingungen gelingt, die zuvor
als hemmende Faktoren bei der Aggregation diskutiert
wurden, steht in Analogie zur Aggregation. Auch im Fall
der die Quartédrstruktur stabilisierenden Krifte konnte
bisher die Wirkung hydrophober Wechselwirkungen als be-
stimmender Faktor nicht widerspruchsfrei nachgewiesen
werden (JAENICKE 3).
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Koagulation (als Primarreaktion) und SH — SS-Aus-
tausch (als Konsekutivreaktion) hinweisen.

Hydrophobe Wechselwirkungen als Ursache der
Aggregation sind demnach nur im Gefolge primarer
Denaturierung festzustellen, wihrend bei Erhaltung
der nativen Struktur per exclusionem H-Bindungen
fir die Aggregation verantwortlich gemacht werden
missen. Mit dieser Folgerung stehen die Degrada-
tions- und Blockierungsversuche in Ubereinstim-
mung.

Das Gewicht der verschiedenen méglichen inter-
molekularen Wechselwirkungen hingt von der Zu-
ginglichkeit der beteiligten Gruppen, d. h. von der
Sekundar- und Tertiar-Struktur der betrachteten
Proteine ab. Generell iiberwiegt die Aggregation
durch Nebenvalenzen den Anteil, der durch SH — SS-
Austausch oder Lanthionin-Bildung bedingt ist (vgl.
Tab. 4). Unterhalb des ,,Schmelzpunkts“ der betrach-
teten Systeme und im isoelektrischen Bereich konnen
nur die peripheren (polaren) Gruppen in Wechsel-
wirkung treten, d. h. H-Bindungen und (in geringem
Mafle) Ionenpaar-Bindungen. Kovalente Aggrega-
tions-Reaktionen sind hier nicht meBbar beteiligt.
Zunehmende Denaturierung ermoglicht mehr und
mehr die Wechselwirkung primar maskierter Grup-
pen, wobei fiir den Fall der hydrophoben Wechsel-
wirkungen auf Grund ihres endothermen Charak-
ters 18 Temperaturerhchung stabilisierend wirkt. Die
eindeutige Zuordnung eines Anteils der Aggregation
mit Hilfe dieses Kriteriums ist allerdings wegen der

4 D. F. Wauen, J. cellular comparat. Physiol. 49 (Suppl. 1),
145 [1957].

Temperaturabhiingigkeit der bimolekularen Aggre-
gations-Reaktion ! 73 nicht ohne weiteres maoglich.

Im Bereich extremer py-Werte liegen die Proteine
unter den Bedingungen der Aggregation mehr oder
weniger denaturiert vor. Hier konnte der Koagula-
tionsanteil in Analogie zur fibrillairen Aggregation
des Insulins auf spezifische elektrostatische Wechsel-
wirkungen kurzer Reichweite zuriickgehen (WaucH ).

Fir den Fall hoher Ionenstarke wire ein derarti-
ger Mechanismus durch die (partielle) Dehydratation
des Proteinmolekiils begiinstigt.

Die intermolekularen Wechselwirkungen im Ver-
lauf der Aggregation unter quasi-physiologischen
Bedingungen sind nach dem Vorausgegangenen ins-
gesamt die gleichen, die auch fiir die Tertidar- und
Quartar-Struktur globulédrer Proteine verantwortlich
sind. Daraus ergibt sich, da8 die Aggregation unter
bestimmten Voraussetzungen als Modellreaktion fiir
die Ausbildung der Quartédrstruktur angesehen wer-
den kann und daf} auf der anderen Seite das Ag-
gregations-Verhalten unmittelbar Riickschliisse auf
die Struktur der Proteine erlaubt. Auf Fragen in die-
sem Zusammenhang soll an anderer Stelle ausfiihr-
licher eingegangen werden.
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