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Studien der räumlichen Struktur von Proteinmolekülen 
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Abstract
A survey is presented of some recent high resolution nuclear 

magnetic resonance studies on the three-dimensional molecular 
structures in proteins. The first part of the paper deals with 
the basic properties of the proton nmr spectra of diamagnetic 
and paramagnetic protein molecules. This is followed by the 
description of several selected experiments, including studies 
of the thermal denaturation of lysozyme, the reaction of ribo­
nuclease A with inhibitor molecules, and the coordination of the 
heme iron in cytochrome c.

Einleitung

Die Untersuchung der Zusammenhänge zwischen 
molekularer Struktur und biologischer Funktion von 
Peptiden und Proteinen ist eine der Hauptarbeitsrich­
tungen der Molekularbiologie und Biophysik. Der Ent­
wicklung von Methoden zur Strukturaufklärung kommt 
dabei besondere Bedeutung zu. Große Fortschritte wur­
den im Verlaufe der vergangenen fünfzehn Jahre in der 
Aminosäuresequenzanalyse gemacht, so daß wir heute 
die Primärstrukturen einer größeren Zahl von Peptiden 
und Proteinen kennen1. Die spezifische Wirkungsweise 
der in Transportvorgängen und in enzymatischen Pro­
zessen aktiven Proteinmoleküle wird aber nicht nur 
durch die Primärstruktur, sondern vor allem durch die 
räumliche Anordnung der Polypeptidketten bestimmt. 
Obschon sich aus den von Pauling und Corey2 aus 
kristallographischen Untersuchungen an Aminosäuren 
und kleinen Peptiden abgeleiteten strukturellen Prin­
zipien gewisse Einschränkungen über die bei einer vor­
gegebenen Aminosäuresequenz möglichen Konforma­
tionen ergeben3, ist es im allgemeinen nicht möglich, 
aus der Primärstruktur die unter physiologischen Be­
dingungen stabile Konformation herzuleiten. Somit 
muß wenigstens vorläufig auch die räumliche Struktur 
an jedem Molekül durch experimentelle Methoden er­
mittelt werden. Derartige Studien sind sehr aufwendig, 
so daß bisher nur für eine relativ kleine Zahl von Pepti­
den und Proteinen zuverlässige Daten erhalten werden 
konnten. Es ist deshalb heute eine der dringendsten Auf­
gaben, experimentelle Methoden zur Strukturaufklärung

weiterzuentwickeln und ihre Anwendung rationeller zu 
gestalten.

Die bisher vielleicht spektakulärsten Ergebnisse der 
experimentellen Strukturuntersuchungen wurden durch 
Röntgenstrukturanalysen an Protein-Einkristallen er­
zielt. Man kann wohl ohne Übertreibung sagen, daß mit 
der Ermittlung der räumlichen Molekülstrukturen von 
Myoglobin und Hämoglobin durch Kendrew4 und 
Perutz5 vor ziemlich genau zehn Jahren eine neue Ebene 
des Verständnisses von Proteinkonformationen erreicht 
wurde. In der Zwischenzeit sind von verschiedenen 
Arbeitsgruppen in Europa, Japan und den USA mehr 
oder weniger detaillierte Ergebnisse von röntgenkristallo- 
graphischen Studien an etwa dreißig Proteinen beschrie­
ben worden6. Es ergeben sich aber auch gewisse Ein­
schränkungen der Anwendung von Röntgenmethoden. 
In vielen Fällen ist es schwierig, geeignete Einkristalle 
zu züchten. Zudem stellt sich immer wieder die Frage, 
in welchem Ausmaß die in Einkristallen beobachteten 
strukturellen Eigenheiten auch unter physiologischen 
Verhältnissen vorliegen. Es ist deshalb von Interesse, 
die Röntgenuntersuchungen durch Methoden zu er­
gänzen, mit denen gewisse Aspekte der Molekülkonfor­
mationen in Lösung gemessen werden können. Die 
magnetische Kernresonanzspektroskopie (nmr) ist 
eine besonders attraktive Methode für derartige Unter­
suchungen.

Die erste Untersuchung eines Proteins mit hoch­
auflösender nmr-Spektroskopie wurde vor fast fünf­
zehn Jahren von Saunders, Wishnia und Kirkwood7 
beschrieben. In den folgenden Jahren wurden von ver­
schiedenen Forschern weitere Experimente durchge­
führt8-10. Obwohl diese frühen Versuche ganz klar auf 
die großen potentiellen Möglichkeiten der nmr- Spektro-
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Harper & Row, New York 1969.
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Soc. 79 (1957) 3289.
8 A.Wishnia und M.Saunders, J.Amer. Chem. Soc. 84 (1962)4235.
9 A.Kowalsky, J. Biol. Chem. 237 (1962) 1807; Biochem. 4 (1965) 

2382.
10 M.Mandel, Proc. Nat.Acad. Sei. US 52 (1964) 736; J.Biol, Chem, 

240 (1965) 1586,
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skopie von Proteinen hinwiesen, blieb der Informations­
gehalt der Spektren wegen mangelnder Auflösung und 
Sensitivität der damals zur Verfügung stehenden Spektro­
meter recht gering. Die instrumentelle Weiterentwick­
lung, speziell die Einführung von supraleitenden Spulen 
zur Erzeugung des polarisierenden Magnetfeldes11, hat 
dann seit etwa 1966 den nmr-Untersuchungen von 
Biopolymeren großen Auftrieb gegeben. Obschon auch 
andere spezialisierte nmr-Methoden erfolgreich zum 
Studium von Proteinen angewendet wurden12-14, wird 
die Diskussion in der vorliegenden Arbeit auf die hoch­
auflösende nmr-Spektroskopie beschränkt. Zuerst wer­
den einige allgemeine Eigenschaften der nmr-Spektren 
von Proteinen beschrieben und anschließend verschie­
dene Anwendungen der Methode mit ausgewählten Bei­
spielen illustriert.

11 F.A.Nelson und H.E.Weaveb, Science 146 (1964) 223.
12 M. Cohn, in Magnetic Resonance in Biological Systems (ed. A. Eh- 

benberg, B.G.Malmstböm und T.Vänngabd), Pergamon Press, 
London 1967, S. 101.

13 S.H. Koenig und W. E. Schillingeb, J. Biol. Chem. 244 (1969) 
3283, 6520.

14 K. WÜTHRICH, Structure and Bonding, Vol.VIII, Springer, Berlin 
1970.

15 Siehe z.B. F.A.Bovey, Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 
Academie Press, New York 1969.

Magnetische Kernresonanzspektroskopie von Proteinen

Die Resonanzbedingung. In einem nmr-Experiment 
wird die zu untersuchende Substanz einem starken Ma­
gnetfeld ausgesetzt, und man beobachtet dann die Über­
gänge zwischen den Zeeman-Niveaus der Kerne. Ob­
schon zahlreiche Atomkerne prinzipiell für nmr - Studien 
geeignet sind, wurden bisher vor allem die Protonen­
resonanzspektren von organischen Verbindungen unter­
sucht15. Die Resonanzbedingung für ein einzelnes Proton 
ist gegeben durch

hv =yhH0(l-a), (1)

wobei h die Plancksche Konstante, v die Resonanz­
frequenz in Hertz, y das gyromagnetische Verhältnis für 
Protonen, h = hf2n und Ho das von außen angelegte 
Magnetfeld ist. Die Abschirmungskonstante ff, welche 
die Unterschiede zwischen den Resonanzbedingungen 
von chemisch nicht äquivalenten Protonen beschreibt, 
ist eine kleine Zahl von der Größenordnung 10-6. Des­
halb sind sämtliche Protonenresonanzen von diamagne­
tischen organischen Molekülen in einem engen Spektral­
bereich, der sich über etwa 10 ppm (Parts per Million) 
des angelegten Magnetfeldes erstreckt, zu beobachten. 
Es ist üblich, die Resonanzpositionen durch «chemische 
Verschiebungen» in ppm relativ zu einer Standard-Re­
ferenzsubstanz anzugeben. In wäßriger Lösung wird 
häufig dss (2,2-Dimethyl-2-Silapentan-5-Sulfonat) als 
Referenz verwendet. Jede der durch die chemischen Ver­
schiebungen separierten Resonanzen kann durch Kopp­
lung zwischen den verschiedenen Protonen in mehrere

Linien aufgespalten werden. Bei den hier zu besprechen­
den Spektren sind aber diese Multiplettstrukturen im 
allgemeinen nicht aufgelöst. In den im folgenden be­
schriebenen Messungen wurde entweder das Magnetfeld 
Ho bei konstanter Frequenz v oder die Frequenz v bei 
konstantem Hü kontinuierlich verändert. In einem Ex­
periment bei konstanter Radiofrequenz entsprechen die 
negativen Zahlen in Abb. 1 einer Veränderung von Ho zu 
kleineren Feldwerten.

-15 ■5 ppm-5
□ss 

(Referenz)
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Abb. 1. Schema der Protonen - nmr - Spektren von Aminosäuren und 
Peptiden. Die Resonanzpositionen werden in ppm (Parts per Million 
des angelegten Magnetfeldes), relativ zu dss, angegeben. Negative 
Zahlen entsprechen Verschiebungen zu tieferem Feld bei konstanter 
Frequenz. Die Resonanzen der individuellen Aminosäuren werden in 
den Spektralbereichen von — 0,9 bis —4,5 und — 6,7 bis — 10,0 ppm 
beobachtet. In Proteinen enthalten diese Bereiche deshalb eine große 
Zahl von sich gegenseitig überlagernden Resonanzen. Andererseits 
können in nativen Proteinen die Resonanzen einzelner Aminosäure­
reste durch Ringstromeffekte oder Wechselwirkungen mit para­
magnetischen Zentren beträchtlich verschoben werden. Die Beob­
achtung der resultierenden ungewöhnlichen Resonanzpositionen 
kann zwischen — 4,5 und — 6,5 ppm durch das Auftreten der Wasser­
resonanz erschwert sein, aber außerhalb des Bereiches von etwa — 0,5 
bis — 9,0 ppm werden für viele Proteine eine Anzahl von gut aufge­
lösten Linien beobachtet. Weiter können in günstigen Fällen die 
Indol-NH-Protonen der Tryptophanylreste auf Grund ihrer Reso­
nanzpositionen und gewisse Protonen der Histidylreste auf Grund 
ihrer pH -Abhängigkeit genau identifiziert werden

Experimentelles. Die chemische Verschiebungin Hertz 
ist proportional dem angelegten Feld Ho (Gl. 1), und ent­
sprechend verbessert sich im allgemeinen mit zunehmen­
dem Magnetfeld die spektrale Auflösung. Dies ist für 
Studien an Biopolymeren, die eine sehr große Zahl von 
Protonen pro Molekül enthalten, besonders wichtig. Für 
biologische Anwendungen sind deshalb in den letzten 
Jahren vor allem Spektrometer verwendet worden, in 
denen durch eine supraleitende Spule ein der Protonen­
resonanzfrequenz von 220 Megahertz entsprechendes 
Magnetfeld erzeugt wird11. Die spektrale Auflösung wird 
auch durch die Linienbreite der Resonanzen stark be­
einflußt. Diese ist abhängig von der Geschwindigkeit 
der Brownschen Bewegungen der beobachteten Mole­
küle und nimmt mit steigendem Molekulargewicht stark 
zu. Währenddem für kleine organische Moleküle Linien­
breiten von weniger als 1 Hertz typisch sind, werden die 
Resonanzen in einem Protein mit Molekulargewicht von 
20 000 etwa 20 bis 40 Hertz breit, was bei 220 Megahertz 
0,1 bis 0,2 ppm entspricht.
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Die Bedingungen, bei denen n m n - Messungen an bio­
logischen Substanzen durchgeführt werden, können der 
physiologischen Umgebung der Moleküle sehr ähnlich 
sein. Für die Untersuchung von Proteinen werden mei­
stens Lösungen in H2O oder DaO verwendet, und die 
Temperatur kann zwischen 0 und 80 °C variiert werden. 
Die Sensitivität der NMR-Methode nimmt wegen der 
größeren effektiven Magnetisierung bei höherem Feld Ho 
zu, und das Verhältnis von Signal zu Rauschen kann 
durch Aufsummieren der Spektren in einem Kleincom­
puter (cat) weiter verbessert werden. Deshalb ist es 
mit einigem Zeitaufwand möglich, biologische Sub­
stanzen mit einem 220-Megahertz-Spektrometer auch 
bei relativ geringen Konzentrationen zu untersuchen. 
Die Grenze dürfte heute bei etwa 0,0005 molaren Lösun­
gen liegen.

Die Protonenresonanzen in Aminosäuren und Proteinen. 
Im Protonenresonanzspektrum eines Proteins liegen die 
meisten Resonanzen in den Spektralbereichen von etwa 
— 0,9 bis — 4,5 ppm und — 6,7 bis — 10,0 ppm, wo auch 
sämtliche Linien der individuellen Aminosäuren beob-

Abb.2. NMR-Spektrum von Delphin-Cyanoferrimyoglobin bei 220 
Megahertz. Das Spektrum wurde in einem Durchgang an einer etwa 
0,01-M Lösung in deuteriertem Phosphatpuffer, pD — 7,0, bei 35 °C 
aufgenommen. Die drei Spektralbereiche sind mit verschiedenen 
horizontalen und vertikalen Maßstäben wiedergegeben. Die Resonan­
zen zwischen dss und — 9 ppm entsprechen etwa 1000 Protonen der 
Polypeptidkette. Die scharfen Linien zwischen — 3,8 und — 5,8 ppm 
entsprechen der HDO-Resonanz und den durch die Probenrotation 
erzeugten Seitenbändern dieser starken Linie. Die Intensitäten der 
einzelnen Resonanzen zwischen —10 und — 27 ppm und zwischen 
DSS und + 10 ppm entsprechen einem, zwei oder drei Protonen. 
Einige dieser gut aufgelösten Resonanzen konnten den Protonen der 
Hämgruppe und des axialen Histidins (in der Abbildung unten rechts) 
zugeordnet werden (Referenz33)

achtet werden (Abb. 1)16’17. Wegen der großen Zahl 
von Protonenresonanzen und den dem hohen Molekular­
gewicht entsprechend großen Linienbreiten sind die 
Spektren der Proteine in diesen Bereichen im allgemei­
nen auch bei 220 Megahertz nicht vollständig aufgelöst 
(Abb.2). Die Interpretation blieb deshalb meistens auf 
eine qualitative Zuordnung einzelner Absorptionsbe­
reiche beschränkt9’10’19. So weiß man, daß die Re­
sonanzen zwischen —0,9 und —1,5 ppm vor allem den 
Methylgruppen der aliphatischen Aminosäurereste zu­
zuordnen sind. Zwischen —1,5 und —3,5 ppm werden 
die übrigen Protonen der aliphatischen Seitenketten 
beobachtet, wobei die e-Methylenresonanzen der Lysyl- 
gruppen meistens bei etwa — 3,0 ppm deutlich erkennbar 
sind (Abb.2). Von —3,5 bis —4,5 ppm haben wir die 
den Protonen am a-Kohlenstoffatom entsprechenden 
Absorptionsbanden, die sich zum Teil mit der bei etwa 
— 4,8 ppm auftretenden Linie des Wassers und ihren 
Seitenbändernüberlagern (Abb.2). Im Bereich von —6,7 
bis etwa — 9,0 ppm treten die CH-Resonanzen der aro­
matischen Aminosäurereste und die Amidprotonen der 
Peptidbindungen auf. Letztere sind im allgemeinen nur 
in Lösungen in HaO zu beobachten, da sie in DaO durch 
Deuterium ersetzt werden. In günstigen Fällen kann der 
Verlauf dieser Austauschreaktion im NMR-Spektrum 
verfolgt werden.

Oft werden in den nmr- Spektren von Proteinen außer­
halb der von den individuellen Aminosäuren beanspruch­
ten Spektralbereiche einzelne gut aufgelöste Resonanzen 
beobachtet (Abb.2). Aus Studien dieser ungewöhnlichen 
Resonanzpositionen lassen sich besonders detaillierte 
strukturelle Informationen ableiten. In Abb. 1 sind sche­
matisch vier nmr-spektroskopische Besonderheiten 
angegeben, die für die im folgenden diskutierten An­
wendungsbeispiele von Bedeutung sind.

Ringstromverschiebungen. Die diamagnetische Aniso­
tropie von aromatischen Molekülen18 wirkt sich durch 
die sogenannten Ringstromeffekte auf die nmr-Spek­
tren aus. Durch das von außen angelegte Magnetfeld Ho 
wird in den aromatischen Ringen ein lokales Magnetfeld 
induziert, das in der Ringebene parallel, über und unter 
der Ringebene entgegengesetzt zu H^ ist (Abb. 3). In 
einem Proteinmolekül sind die Protonen in der Umge­
bung der aromatischen Aminosäurereste zusätzlich zu 
Ho diesen lokalen Ringstromfeldern ausgesetzt, was ihre 
Resonanzpositionen beträchtlich verschieben kann9’19. 
So können die durch Phenylalanin bewirkten Ring­
stromverschiebungen bis zu 2 ppm betragen20. Dies kann 
die Methylresonanzen eines Leucylrestes, die normaler-

16 G.C.K. Roberts und O. Jardetzky, Adv. Protein Chem. 24 (1970) 
447.

17 C.C.McDonald und W. D. Phillips, J.Amer. Chem. Soc. 91 (1969) 
1513.

18 L.Pauling, J. Chem. Physics 4 (1936) 673.
19 C.C.McDonald und W.D.Phillips, J.Amer. Chem. Soc. 89 (1967) 

6332.
20 C.E. Johnson und F.A.Rovey, J.Chem. Physics 29 (1958) 1012.
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Abb.3. Das lokale Ringstromfeld Hr eines aromatischen Moleküls. 
Ho ist das angelegte Magnetfeld. Die Ringstromverschiebung für die 
Protonen P wird durch ihre Position relativ zum Ring und durch die 
Größe des aromatischen Ringes bestimmt

weise bei etwa — 0,9 ppm auftreten, so weit zu höherem 
Feld verschieben, daß sie als gut aufgelöste Linien er­
scheinen (Abb.l). In der Nähe der Hämgruppen in 
Hämoproteinen können Ringstromverschiebungen von 
4 bis 5 ppm auftreten. Ist die Größe des Ringes gegeben, 
werden Variationen der Ringstromverschiebungen im 
wesentlichen nur durch Veränderung der Positionen der 
beobachteten Protonen relativ zum aromatischen Ring 
hervorgerufen. Da die Ringstromverschiebungen mit 
zunehmender Distanz vom aromatischen Ring sehr 
rasch abnehmen20, ist die Beobachtung der Ringstrom­
effekte eine empfindliche Methode zum Nachweis von 
Veränderungen der Proteinkonformation.

Paramagnetische Effekte. Wechselwirkungen mit den 
ungepaarten Elektronen eines paramagnetischen Zen­
trums können zu großen Verschiebungen der Protonen­
resonanzen führen. Im Spektrum von Cyanoferrimyo- 
globin (Abb.2) sind sämtliche der gut aufgelösten Re­
sonanzen zwischen —10 und — 30 ppm und die Mehrzahl 
der Linien zwischen 1 und 10 ppm durch den Parama­
gnetismus der Hämgruppe zu erklären21. Durch Studien 
dieser «Hyperfeinverschiebungen» können Informatio­
nen über die Proteinkonformation und über die elek­
tronischen Zustände des paramagnetischen Zentrums 
erhalten werden14,21.

21 K.Wüthbich, R.G.Shülman und J.Pkisach, Proc, Nat. Acad.
Sei, US 60 (1968) 373,

Ringstromverschiebungen und paramagnetische Ef­
fekte erzeugen natürlich nicht nur aufgelöste Resonanzen 
in ungewöhnlichen Positionen, sondern beeinflussen auch 
den Spektralbereich — 1 bis — 9 ppm. Entsprechend 
wird auch diese Region des Spektrums durch Verände­
rungen der Proteinkonformation beeinflußt. Es ist aber 
wegen der beschränkten spektralen Auflösung im allge­
meinen nicht möglich, diese Veränderungen spezifischen 
Molekülregionen zuzuordnen.

Indol-N~~H-Resonanz. Die Resonanzen der am Indol­
stickstoff gebundenen Protonen der Tryptophanylreste 
treten bei sehr tiefem Feld auf (Abb.l) und sind in den 
NMR-Spektren von Proteinen oft als gut aufgelöste

Linien zu beobachten. Die Zuordnung dieser Resonanzen 
wird dadurch erleichtert, daß die N—H-Protonen in D2O 
durch Deuterium ausgetauscht werden können.

Histidylgruppen. Die Resonanzen der am C2-Kohlen- 
stoffatom des Imidazolringes gebundenen Protonen der 
Histidylreste werden zwischen —8,0 und —9,2 ppm be­
obachtet. Nach vollständigem Austausch der Amidpro­
tonen durch Deuterium treten in diesem Bereich im all­
gemeinen keine anderen Resonanzen auf. Für die Zu­
ordnung ist weiter von Bedeutung, daß die Resonanz­
positionen der Imidazolprotonen stark abhängig sind 
von der Protonenaktivität impH-Bereich 5 bis 816.

Die nmr-Methode wird dadurch besonders attraktiv, 
daß viele der ungewöhnlichen Resonanzpositionen den 
Molekülbereichen zuzuordnen sind, die für die biolo­
gische Aktivität der Proteine eine hervorragende Rolle 
spielen. So sind Histidyl- und Tryptophanylreste be­
sonders häufig im aktiven Bereich von Enzymen nach­
gewiesen oder postuliert worden, und in Hämopro­
teinen bilden die Hämgruppen ausnahmslos einen wich­
tigen Teil des aktiven Zentrums.

Untersuchung der Denaturierung von Proteinen

Als Voraussetzung für nmr-Studien an Proteinen ist 
es wichtig, daß man die durch die Primärstruktur be­
dingten spektralen Eigenschaften von den durch die 
Sekundär- und Tertiärstrukturen bedingten Eigenheiten 
unterscheiden kann. Experimentell ist diese Differen­
zierung möglich, indem man die Spektren der indivi­
duellen Aminosäuren, des Proteins in der Random-Coil- 
Formund des nativen Proteins vergleicht. Aus derartigen 
Untersuchungen ergeben sich charakteristische Be­
ziehungen zwischen nmr-Spektrum und Proteinkon­
formation, die die Grundlage bilden für Studien über 
den Verlauf der Denaturierung bei einzelnen Proteinen.

In kurzen Peptidketten wird im allgemeinen in wäßri­
ger Lösung keine stabile räumliche Struktur beobachtet. 
Lineare Oligopeptide sind deshalb geeignete Modellver­
bindungen zur Untersuchung der durch die Primär­
struktur beeinflußten spektralen Eigenschaften. Syste­
matische Studien zeigten, daß in Lösungen in D2O, 
wo die Amidprotonen durch Deuterium ersetzt sind, 
nur die Resonanzpositionen der am a-Kohlenstoff ge­
bundenen Protonen durch die benachbarten Amino­
säurereste merklich beeinflußt werden22. Die Resonanz­
positionen der Aminosäureseitenketten sind in den in­
dividuellen Aminosäuren und in den Peptiden praktisch 
identisch.

McDonald und Phillips17,19,23 untersuchten die 
nmr-Spektren von Lysozym und weiteren Proteinen 
in der nativen Form und der Random-Coil-Konfigura-

22 A.Nakamuba und O. Jabdetzky, Biochemistry 7 (1968) 1226.
23 C.C.McDonald und W.D.Phillips, in Biological Macromolecules 

(eds. G.O. Fasman und S.N.Timashbff), Dekker, New York 1970 
(im Druck).
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tion. Lysozym aus «Hühnereiweiß» (hew) besteht aus 
einer Polypeptidkette von 129 Aminosäureresten, die 
vier Disulfidbrücken als Querverbindungen zwischen 
den Aminosäureresten enthält. In den Spektralbereichen, 
in denen die Aminosäureseitenketten beobachtet werden, 
entspricht das nmr-Spektrum des denaturierten Lyso­
zyms weitgehend der Summe der Resonanzen der kon­
stituierenden Aminosäuren (Abb. 4, A und B). Dies wird 
verständlich, wenn man bedenkt, daß die Umgebung 
der Aminosäuren in der Random-Coil-Konfiguration des 
Proteins im wesentlichen durch das Lösungsmittel be­
stimmt ist. Beträchtliche spektroskopische Unter­
schiede ergeben sich zwischen der denaturierten und 
der nativen Form von Lysozym (Abb.4, B und C). Die 
für ein diamagnetisches Molekül zum Teil recht unge­
wöhnlichen Resonanzpositionen in der nativen Kon­
formation sind darauf zurückzuführen, daß die Um­
gebung der im Molekülinnern lokalisierten Aminosäuren 
von den räumlich benachbarten Aminosäuregruppen 
mitbestimmt wird. Besonders illustrativ ist der in Abb. 5 
wiedergegebene Bereich des Lysozym-Spektrums, der 
die Indol-NH-Resonanzen der Tryptophanylreste ent­
hält. HEW-Lysozym enthält sechs Tryptophanylreste 
in den Positionen 28,62,63,108,111 und 123 der Poly­
peptidkette. Obschon sie in bezug auf die Primärstruktur 
chemisch nicht äquivalent sind, treten die 6 Indol-NH- 
Resonanzen im denaturierten Protein als eine einzige, 
gut aufgelöste Linie bei —10 ppm auf (Abb.5C). In der

Abb.4. NMR-Spektren von Lysozym bei 220 Megahertz. Ä: Summe 
der Resonanzen der im HEW-Lysozym enthaltenen Aminosäuren. 
Dieses Spektrum wurde unter Annahme einer schematischen Linien­
form und mit Berücksichtigung der für das Protein beobachteten 
Linienbreiten aus der Aminosäuresequenz und den Spektren der in­
dividuellen Aminosäuren berechnet. B: Lysozym in der Random-Coil- 
Konfiguration bei 80°C. C: Natives Lysozym bei 65°C. Die Spektren 
B und C wurden an lOprozentigen Lösungen in D2O bei pD = 5,0 
gemessen. Der aromatische Spektralbereich ist in A und B vierfach, 
in C 2,3 fach verstärkt dargestellt (Referenz 23)

-11 -9 -7 ppm

Abb. 5. NMR-Spektren von HEW-Lysozym zwischen —7 und —12 
ppm, wo die aromatischen CH-Protonen und die Amidprotonen auf­
treten. A: Native Konformation bei 65 °C. B: Teilweise denaturiert 
bei 67 °C. C: Random-Coil-Konformation bei 71 °C. Die Spektren 
wurden an 15prozentigen Lösungen in H2O,pH = 3,3, bei 220 Mega­
hertz aufgenommen. Zwischen — 8 und —12 ppm sind die Spektren 
mit zwei verschiedenen Verstärkungsfaktoren wiedergegeben. Die 
Indol-NH-Resonanzen der Tryptophanylreste sind im Bereich von 
etwa — 9,7 bis — 11,0 ppm zu beobachten (Referenz 23)

nativen Konformation sind die Umgebungen der ein­
zelnen Tryptophanylreste etwas verschieden, so daß 
diese auch magnetisch nicht mehr äquivalent sind. Man 
kann zwischen —10 und —11 ppm fünf Resonanzen 
unterscheiden, von denen jede einem Indol-NH-Proton 
entspricht (Abb.5A). Die sechste Indol-NH-Resonanz 
wurde wahrscheinlich in die Region der übrigen Amid­
protonen bei höherem Feld verschoben und konnte noch 
nicht mit Sicherheit identifiziert werden23.

Ein auffälliger Unterschied zwischen den Spektren 
des nativen und des denaturierten Lysozyms ist bei — 0,9 
ppm zu beobachten. Die intensive Absorptionsbande in 
der Random-Coil-Form (Abb.4 B) entspricht den Me­
thylresonanzen der aliphatischen Aminosäureseitenket­
ten, die magnetisch annähernd äquivalent sind. Im 
nativen Lysozym ist die Resonanzintensität in dieser 
Position wesentlich geringer, und es treten neue Linien 
bei höherem und tieferem Feld auf. Dies wurde dadurch 
erklärt, daß sich die Methylgruppen zum Teil in der 
Nähe von aromatischen Aminosäuren befinden und ihre 
Resonanzen durch Ringstromeffekte beträchtlich ver­
schoben werden (vgl. Abbildungen 1 und 3). Verschiede­
ne Proteine unterscheiden sich gerade durch die spek-
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tralen Eigenschaften in dieser Region besonders deut­
lich. So entspricht im Lysozym die Intensität der durch 
Ringstromeffekte in den Spektralbereich —0,9 bis 4-1,0 
ppm verschobenen Resonanzen etwa 65 Protonen, 
währenddem im Spektrum von Ribonuklease, die eine 
mit Lysozym vergleichbare Zahl von aromatischen Rin­
gen und aliphatischen Methylgruppen aufweist, über­
haupt keine Resonanzen deutlich in diesen Bereich ver­
schoben sind. Wechselwirkungen zwischen aliphatischen 
und aromatischen Aminosäureseitenketten scheinen 
demnach in verschiedenen Proteinmolekülen von recht 
unterschiedlicher Bedeutung zu sein.

Interessante Resultate wurden durch Messungen an 
teilweise denaturierten Lösungen von Lysozym erhalten. 
Zwischen 65 und 75 °C wird Lysozym reversibel denatu­
riert, wobei in der Random-Coil-Konfiguration die vier 
Disulfidbrücken erhalten bleiben. Während der Denatu­
rierung wurden immer nur Resonanzen von zwei Pro­
teinkonformationen beobachtet. So sind in einer teil­
weise denaturierten Lysozym-Lösung die Indol-NH-Re- 
sonanzen der nativen Konformation neben der Resonanz 
des denaturierten Proteins zu beobachten (Abb.5 B). 
Da die Positionen entsprechender Resonanzen in den 
Spektren A und B (Abb. 5) nicht variieren, scheint es 
unwahrscheinlich, daß eine oder mehrere «Übergangs- 
Strukturen» in schnellem Austausch mit den zwei beob­
achteten Konformationen vorliegen*.  McDonald und 
Phillips schlagen für die Interpretation dieser Daten 
ein Modell für die Denaturierung von Lysozym vor, in 
dem die native Form und die Random-Coil-Konforma- 
tion in einem kooperativen Gleichgewicht vorliegen23. 
Die mittlere Lebensdauer in den zwei Zuständen wäre 
dann etwa 10 Millisekunden. Sie kann nicht kürzer sein, 
weil sonst in den teilweise denaturierten Lösungen an 
Stelle der Resonanzen der nativen Form und der Ran- 
dom-Coil-Konformation nur ein ausgemitteltes Spek­
trum auftreten würde*.  Weitere Beobachtungen scheinen 
darauf hinzuweisen, daß die Lebensdauer auch nicht 
wesentlich länger sein kann als diese untere Grenze.

* Eine Diskussion der Ermittlung von kinetischen Parametern 
mit NMR-Messungen kann z.B. in Referenz15, Seiten 183-210, ge­
funden werden.

24 J.P. Cohen Addad, J.Mol. Biol. 50 (1970) 595.

In den vorgehend beschriebenen Versuchen wurden 
vor allem Verschiebungen der Positionen einer relativ 
kleinen Zahl von aufgelösten Resonanzen ausgewertet. 
Da die diesen Linien entsprechenden Protonen in bezug 
auf die Aminosäuresequenz und die räumliche Struktur 
über das ganze Protein verteilt sind, dürften diese Beob­
achtungen das Verhalten des Moleküls als Ganzes gut 
wiedergeben. Eine etwas allgemeinere Methode hat 
Cohen Add ad 24 zur Untersuchung der Denaturierung 
von Ribonuklease entwickelt. Er hat einen von der Li­
nienbreite der individuellen Resonanzen unabhängigen 
Parameter Q aus dem ersten Moment des aromatischen 
Bereiches des NMR-Spektrums abgeleitet und gezeigt, 
daß die Denaturierung durch Messung dieser Größe ver-

folgt werden kann, auch wenn die einzelnen Resonanzen 
im nmr-Spektrum nicht gut aufgelöst sind.

Experimente mit Ribonuklease

Die bei der Denaturierung von Proteinen beobachteten 
spektralen Änderungen entsprechen drastischen Ver­
änderungen der Molekülkonformation. Die nmr-Me­
thode ist aber auch geeignet zum Nachweis von subtilen 
strukturellen Modifikationen, wie sie durch Veränderung 
der lonenstärke und der Protonenaktivität oder durch 
Wechselwirkungen mit einem Substrat oder Regulator 
hervorgerufen werden. Dies soll mit einigen Messungen 
an Ribonuklease A illustriert werden.

Ribonuklease A vom Rind besteht aus einer Poly­
peptidkette von 124 Aminosäureresten, die in den Posi­
tionen 12,48,105 und 119 vier Histidylreste enthält. Die 
Histidylgruppen 12 und 119 bilden einen Teil des akti­
ven Zentrums im Molekül28’ 26. Es ist auch bekannt, daß 
die enzymatische Aktivität der Ribonuklease durch ge­
wisse Mononukleotide inhibiert werden kann.

Im nmr-Spektrum von Ribonuklease wurden die 
Resonanzen der vier Histidylreste besonders eingehend 
untersucht. Die Resonanzen der C2-Protonen der Imida­
zolringe werden als gut aufgelöste Linien zwischen — 8,5

ppm
Abb.6. NMR-Spektren von Ribonuklease A zwischen —7,5 und 
— 9,5 ppm bei 100 Megahertz. Die Spektren wurden bei 32 °C an 
Lösungen von 0,0065-M Ribonuklease A und 0,2-M NaCl in D2O, 
pD = 5,9, nach Zugabe der folgenden Konzentrationen des Inhibi­
tors Cytidin-3'- Monophosphat (3'-Cmp) gemessen: A — kein 
3'-cmp, B = 0,002-M, C = 0,005-M, D = 0,010-M und E = 
0,030-M. Das Verhältnis von Signal zu Rauschen wurde durch Auf­
summieren der Spektren in einem Kleincomputer (cat) verbessert. 
Die Resonanz 105 bei — 7,8 ppm entspricht dem C4-Proton am Imida­
zolring des Histidins in Position 105. Die mit 48, 119, 12 und 105 be­
zeichneten Linien zwischen — 8,5 und — 9,1 ppm entsprechen den 
C3-Imidazolprotonen dieser Histidylreste (Referenz 2?)

25 A. M. Crestfield, W.H. Stein und S. Moore, J.Biol. Chem. 238 
(1963) 2413.

29 G.Kartha, J.Bello und D.Harker, Nature 213 (1967) 862.
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und —9,2 ppm beobachtet, und eine der C4-Imidazol- 
resonanzen tritt bei —7,8 ppm auf (Abb.öA). Durch 
geschickte Kombination von nmr-Messungen und che­
mischen Untersuchungen konnten Meadows und Jar- 
detzky27 die einzelnen Linien den verschiedenen Histi- 
dylresten zuordnen (Abb. 6). Damit wurde es möglich, 
die pK-Werte der individuellen Histidylgruppen zu be­
stimmen und die Wechselwirkungen der Ribonuklease 
mit verschiedenen Inhibitormolekülen im Detail zu 
untersuchen.

27 D.H.Meadows und O.Jardetzky, Proc. Nat.Acad. Sei. US 61 
(1968) 406.

28 D.H.Meadows, O.Jardetzky, R.M.Epand, H. H. Rüterjans
und H. A. Scheraga, Proc. Nat.Acad. Sei. US 60 (1968) 766.

Die Resonanzpositionen der Imidazolprotonen sind 
stark abhängig davon, ob der Imidazolring protoniert 
oder unprotoniert vorliegt. Deshalb kann die Titration 
der Histidylreste im pH-Bereich 5-8 durch NMR-Mes- 
sungen verfolgt werden (Abb.7)28. Die unterschiedliche 
Umgebung der vier Histidylreste im nativen Protein 
beeinflußt die Positionen der Imidazolresonanzen über 
den ganzen untersuchten pH-Bereich, so daß vier indi­
viduelle pK-Werte ermittelt werden konnten. Die un- 
gewöhnliche Resonanzposition von Histidin-48 im sau­
ren Bereich wurde dadurch erklärt, daß dieser Histidyl- 
rest im Innern des Moleküls begraben ist, während die 
übrigen drei Histidylgruppen relativ nahe der Molekül­
oberfläche lokalisiert sind26. Diese Anwendung der 
NMR-Methode dürfte von allgemeinem Interesse sein, 
denn es ist kaum zu erwarten, daß man in naher Zukunft 
mit einer anderen Technik die pK-Werte von spezifi­
schen Aminosäureresten in nativen Proteinen mit ver­
gleichbarer Genauigkeit bestimmen kann.

pH
Abb.7. Titrationskurven für die vier Histidylreste der Ribonuklease 
A in 0,2-M Natriumacetat bei 32°C. Die Resonanzpositionen sind 
gegen den pH-Wert (pH-Meter-Ablesung in D2O) aufgetragen. Die 
pK-Werte wurden wie folgt zugeordnet: 1 = His —105,2 = His —12, 
3 = His — 119 und 4 = His — 48 (Referenz 28)

Das Spektrum der Histidylresonanzen der Ribonuklea­
se wird auch verändert, wenn man das Enzym mit ver­
schiedenen Inhibitoren reagieren läßt. Zum Beispiel 
werden die Resonanzen der Histidylgruppen 12 und 119 
durch Zugabe von Cytidin-3'-Monophosphat (3'-CMp) 
stark verschoben, während die übrigen Linien praktisch 
nicht beeinflußt werden (Abb.6, B bis E). Da die Grup­
pen 12 und 119 im aktiven Zentrum des Enzyms lokali­
siert sind25,26, ergibt diese Beobachtung einen weiteren 
Hinweis darauf, daß der Inhibitor direkt mit dem aktiven 
Zentrum in Wechselwirkung tritt. Auf Grund der Spek­
tren in Abb. 6 und entsprechenden Messungen mit an­
deren Inhibitormolekülen haben Jardetzky und seine 
Mitarbeiter detaillierte Modelle für die Ribonukleas^- 
Inhibitorkomplexe entwickelt16, die auch mit den durch 
röntgenographische Untersuchungen gefundenen Struk­
turen kompatibel sind.

Strukturelle Studien an Hämoproteinen

Wie der Name andeutet, bestehen Hämoproteine aus 
Polypeptidketten und Hämgruppen. Sie versehen als 
Transportproteine und Enzyme eine Reihe von wichtigen 
biologischen Funktionen. Die Protonenresonanzspektren 
von Hämoproteinen sind unter gewissen Bedingungen 
besonders gut aufgelöst, was nmr-Untersuchungen 
auch an relativ großen Molekülen (z. B. Hämoglobin mit 
einem Molekulargewicht von 65 000 29,30) ermöglicht. Das 
Auftreten von ungewöhnlichen Resonanzpositionen ist 
einerseits auf die Ringstromeffekte der Hämgruppen 
und andererseits auf die ungepaarten Elektronen des 
Hämeisens zurückzuführen (Abb.l). Die durch para­
magnetische Effekte bewirkten «Hyperfeinverschie­
bungen» können im allgemeinen auf Grund ihrer Tem- 
peraturabliängigkeit identifiziert werden21.

Cyanoferrimyoglobin wurde besonders eingehend un­
tersucht. Es zeigte sich, daß viele der durch paramagne­
tische Effekte verschobenen Resonanzen der Hämgruppe 
und dem axialen Histidylrest (Abb. 2) zuzuordnen sind. 
Durch Vergleich mit Eisen (IH)-Porphyrinkomplexen31 
und mit chemisch modifizierten Myoglobinderivaten32’33 
konnten diese Linien bestimmten Protonen zugeordnet 
werden. Zum Beispiel entsprechen die vier Resonanzen 
bei —26,1, —17,7, —13,1 und —12,1 ppm den vier 
Methylgruppen von Protohäm IX (Abb.2). Da der Kon­
taktanteil der Hyperfeinverschiebungen der Spindichte 
auf den den beobachteten Protonen benachbarten Ring­
kohlenstoffatomen proportional ist, kann man auf 
Grund der nmr-Messungen das Ausmaß der Elektro-

29 K.Wüthrich, R.G. Shulman und T. Yamane, Proc. Nat.Acad. 
Sei. US 61 (1968) 1199.

30 R.J.Kurland, D.G.Davis und C.Ho, J.Amer. Chem. Soc. 90 
(1968) 2700.

31 K.Wüthrich, R.G.Shulman, B. J.Wyluda und W.S.Caughey, 
Proc. Nat.Acad. Sei. US 62 (1969) 636.

32 R.G.Shulman, K.Wüthrich, T.Yamane, E.Antonini und 
M. Brunori, Proc. Nat.Acad. Sei. US 63 (1969) 623.

33 K.Wüthrich, R.G.Shulman, T.Yamane, B.J.Wyluda, T.E. 
Hugli und F.R.N.Gurd, J. Biol. Chem. 245 (1970) 1947.
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nenspindelokalisation vom Eisen in den Porphyrinring 
und die Symmetrie der elektronischen Wellenfunktionen 
in der Hämgruppe berechnen14. Diese Größen können 
durch die Umgebung des Häms stark beeinflußt werden 
und sind deshalb unter gewissen Bedingungen geeignet 
zum Nachweis von Veränderungen der Proteinkonforma­
tion.

Die großen Ringstromeffekte und der Paramagnetis­
mus der Hämgruppe bilden die Grundlage der im folgen­
den beschriebenen Studien von Cytochrom c, einem Pro­
tein der Atmungskette, das als elektronenübertragender 
Oxydations-Reduktions-Träger wirkt. Cytochrom c be­
steht aus einer Polypeptidkette von 104 bis 112 Amino­
säureresten (1) und einer Hämgruppe (Abb. 8), die durch 
zwei kovalente Bindungen mit der Peptidkette verbun­
den ist34. Die axialen Liganden des Hämeisens scheinen 
von besonderer Bedeutung zu sein für die biologische 
Funktion, die eng mit dem Wechsel zwischen der zwei- 
und der dreiwertigen Oxydationsstufe des Hämeisens 
zusammenhängt:

34 E.MARCOLIASH und A. Schejteh, Advances Protein Chem. 21
(1966) 113.

Ferricytochrom c + e“ <± Ferrocytochrom c (2) 

Es war seit langem bekannt, daß die axialen Positionen 
durch zwei Aminosäurereste der Polypeptidkette belegt 
sind, die sich durch ein Stickstoff- oder Schwefelatom mit 
dem Eisen verbinden34.

Abb. 8. Hämgruppe des Cytochroms c, die durch kovalente Bindun­
gen mit den Cyteinylgruppen 14 und 17 der Polypeptidkette verbun­
den ist. Die im unteren Teil abgebildeten axialen Liganden des Häm­
eisens im nativen Cytochrom c und in den Cyanidkoniplexen wurden 
durch die im Text beschriebenen Versuche identifiziert

Eine genaue Identifizierung dieser Aminosäuren war 
mit chemischen Methoden jedoch bisher nicht möglich34. 
Röntgenkristallographische Untersuchungen bei 4Ä 
Auflösung hatten gezeigt, daß in Einkristallen von Ferri­
cytochrom c eine axiale Position durch Histidin-18 be­
setzt ist, währenddem der zweite axiale Ligand nicht 
mit Sicherheit identifiziert werden konnte35. Es wurde 
auch vorgeschlagen, daß die axialen Liganden im oxi­
dierten und reduzierten Cytochrom c verschieden sein 
könnten19’34. Wir haben deshalb versucht, die axialen 
Liganden in den Lösungsstrukturen von Ferrocytochrom 
c und Ferricytochrom c mit nmR-Messungen zu identi­
fizieren.

Das nmr-Spektrum des paramagnetischen Ferri- 
cytochroms c enthält außerhalb des Spektralbereiches 
von 0 bis —10 ppm, der die für ein Protein charakteri­
stischen Merkmale aufweist, eine größere Zahl von gut 
aufgelösten Linien mit Intensitäten von einem, zwei 
oder drei Protonen (Abb.9)36. Auf Grund der Tempera­
turabhängigkeit des Spektrums konnte gezeigt werden, 
daß Resonanzen bei — 34,0, — 31,4, —10,3, 0,2, 2,1, 2,5 
und 23,2 ppm, deren Intensitäten je drei Protonen ent­
sprechen (Abb.9), durch Kopplung mit dem ungepaarten 
Elektron verschoben werden. Demnach treten wenig­
stens fünf der sechs Methylgruppen des Häms (Abb. 8) 
zwischen — 34 und + 2,5 ppm auf. Auf Grund der Sym­
metrieeigenschaften der elektronischen Wellenfunktio­
nen in der Hämgruppe kann dann gezeigt werden, daß 
die Resonanz bei +23,2 ppm nicht von Protonen des 
Häms herrühren kann und deshalb einem der axialen 
Liganden zuzuschreiben ist. Dieser axiale Ligand muß 
Methionin sein, das als einzige Aminosäure eine schwefel­
oder stickstoffhaltige Seitenkette aufweist, die auch eine 
Methylgruppe enthält36.

Im Spektrum des diamagnetischen Ferrocytochroms c 
sind vier Methylresonanzen bei 3,3,0,7, 0,6 und 0,6 ppm, 
eine Resonanz von zwei Protonen bei — 0,1 ppm und 
einzelne Protonen bei 3,7, 2,7,1,9, 0,2 und —0,2 ppm zu 
beobachten (Abb.9). Alle diese ungewöhnlichen Re­
sonanzpositionen sind auf Ringstromverschiebungen zu­
rückzuführen, wobei die Verschiebungen für die Re­
sonanzen zwischen 1,9 und 3,7 ppm wenigstens 4 bis 
5 ppm betragen19. Derart große Effekte sind denkbar für 
Protonen der axialen Liganden des Hämeisens oder für 
Protonen, die gleichzeitig den Ringstromfeldern mehre­
rer aromatischer Aminosäuren ausgesetzt wären. Eine 
Reihe von Experimenten mit den Cyanidkomplexen des 
Cytochroms c ermöglichte eine eindeutige Zuordnung 
dieser Resonanzen.

Im nmr-Spektrum des paramagnetischen Cyano- 
ferricytochroms c sind die Positionen der durch das un­
gepaarte Elektron verschobenen Resonanzen deutlich 
verschieden von den entsprechenden Resonanzpositionen

33 R.E.Dickerson, M.L.Kopka, J.E.Weinzierl, J.C.Vahnum,
D. Eisenberg und E.Marcoliash, J.Biol. Chem. 242 (1967) 3015. 

36 K. Wüthrich, Proc. Nat.Acad. Sei. US 63 (1969) 1071.
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Abb.9. NMK-Spektren von Guanaco-Ferri- 
cytochrome c und -Ferrocytochrom c bei 
220 Megahertz. Die Spektren wurden an 
0,01-M Lösungen in deuteriertem Phosphat­
puffer, pD = 7,0, bei 35°C aufgenommen. Die 
drei Spektralbereiche sind mit verschiedenen 
horizontalen und vertikalen Maßstäben wie­
dergegeben (vgl. Abb. 2). Aus technischen 
Gründen wurde die + 23,2-ppm-Resonanz mit 
negativem Vorzeichen bei tiefem Feld be­
obachtet (Referenz36)

im Ferricytochrom c36. Deshalb kann die Komplex­
bildungsreaktion

Ferricytochrom c + CN~ t? Cyanoferricytochrom c (3)

im nmr-Spektrum verfolgt werden37. Nach Zugabe 
einer geringen Menge KCN zu einer Ferricytochrom-c- 
Lösung weist das nmr-Spektrum neben den Ferricyto- 
chromresonanzen einige neue Linien auf (Abb. 10). Wenn 
ein Äquivalent KCN zugefügt wird, ist nur noch das 
neue Spektrum zu beobachten (Abb. 10), das sich bei 
weiterer Cyanidzugabe nicht mehr verändert. Dies zeigt, 
daß ein 1 : l-Komplex gebildet wird, in dem offenbar 
einer der axialen Aminosäurereste durch Cyanid ersetzt 
ist. Entsprechen nun die im reduzierten Cytochrom c 
zwischen 1,9 und 3,7 ppm beobachteten Linien dieser

37 K. Wüthrich, Proceedings of the Fourth Johnson Research Founda­
tion Colloquium, April 19—21,1969, Academic Press, New York (ini 
Druck).

Abb. 10. Spektralbereich von — 10 bis — 35 ppm der NMR-Spektren 
in Lösungen von Ferricytochrom c und KCN bei 220 Megahertz. 
pD = 7,0, T = 35 °C. Auf Grund der relativen Intensitäten der Re­
sonanzen von Ferricytochrom c (oberstes Spektrum) und Cyanoferri­
cytochrom c (unterstes Spektrum) kann der Verlauf der Komplex­
bildung während der schrittweisen Zugabe von KCN verfolgt werden 
(Referenz 37)

Aminosäure, wird das diamagnetische Cyanoferrocyto- 
chrom c dort keine Linien aufweisen (die Protonen der 
Aminosäure sind nicht mehr im Zentrum des Ringstrom­
feldes der Hämgruppe, Abb. 3 und 8). Nach der Reduk­
tion des Cyanoferricytochroms c

Cyanoferricytochrom c + e“
^ Cyanoferrocytochrom c (4)

Abb. 11. Spektralbereich von 0 bis +5 ppm in den NMR-Spektren 
von Cyanoferricytochrom c und den nach Zugabe von Dithionit ent­
stehenden Reduktionsprodukten. Das als Primärprodukt auftretende 
Cyanoferrocytochrom c ist nicht stabil und zerfällt in einer langsamen 
Reaktion unter Bildung von Ferrocytochrom c und Cyanidionen. 
pD = 7,0, T = 9°C (Referenz36)

wurden wirklich keine Resonanzen bei höherem Feld 
als +0,7 ppm beobachtet (Abb. 11). Cyanoferrocyto­
chrom c ist jedoch nicht stabil und zerfällt in einer lang­
samen Reaktion38, in deren Verlauf die durch Cyanid

38 P,George und A.Schejter, J. Biol. Chem. 239 (1964) 1504.
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besetzte axiale Position wieder von dem im nativen Cyto­
chrom c gebundenen Liganden eingenommen wird.

Cyanoferrocytochrom c ~Y? Ferrocytochrom c —|— CN“ (5)

Das Auftreten einer Methylresonanz bei 3,3 ppm im Ver­
laufe der Komplexdissoziation (5) (Abb. 11) weist darauf 
hin, daß dieser axiale Ligand ein Methionylrest ist.

Ausgehend von der wohl berechtigten Annahme, daß 
die in Einkristallen beobachtete Histidylkoordination 
am Hämeisen36 auch in der Lösungsstruktur von Ferri- 
cytochrom c vorliegt, zeigten diese nmr-Daten, daß die 
axialen Positionen des Hämeisens im oxydierten und 
reduzierten Cytochrom c durch Histidin und Methionin 
eingenommen werden, da ja nur Methionin durch Cyanid- 
ionen aus der Bindung mit dem Hämeisen verdrängt 
wird (Abb.8). Durch Weiterführung der nmr-Studien 
mit chemisch modifizierten Cytochromen c konnten in 
der Folge Zusammenhänge zwischen der Proteinkon­
formation und der biologischen Aktivität im Detail 
untersucht werden39. Es wurden in der Zwischenzeit 
auch Kernspinrelaxationsstudien durchgeführt, die eben­
falls zeigen, daß Methionin in beiden Oxydationsstufen 
gebunden ist14,40. Neue Röntgenanalysen bei 2,8 Ä Auf­
lösung ergaben, daß die zweite axiale Position des Häm­
eisens in Einkristallen von Ferricytochrom c durch den 
Methionylrest in der Position 80 eingenommen wird41, 
was bereits auf Grund von nmr-Studien an Cyto­
chromen c von verschiedenen Spezies vorgeschlagen 
worden war37,42.

39 K.Wüthbich, I.Avibam und A.Schejteb, vorgetragen am 4th 
International Congress on Magnetic Resonance in Biological 
Systems, Oxford (England), 26. August bis 2. September 1970.

40 R. K. Gupta und A. G. Redfield, Science (im Druck). Private Mit­
teilung.

41 R.E. Dickerson, T. Takano, D.E.Eisenbebc, O.B. Kallai, 
L. Samson, A.Coopeb und E.Mabgoliash, J. Biol. Chern, (im 
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Zukunftsaussichten

Es ist vorauszusehen, daß die Anwendung der nmr- 
Spektroskopie auf Probleme der Biochemie und der Mo­
lekularbiologie in nächster Zukunft weiter an Bedeutung 
gewinnen wird. Dazu dürften Fortschritte in der Appa­
ratetechnik und in der Chemie der Biopolymeren zu etwa 
gleichen Teilen beitragen.

Apparatetechnische Fortschritte (Vergrößerung des 
Probenvolumens, Einführung des Fourier-Transforma­
tionsverfahrens43) werden die Sensitivität der neuen 
Spektrometer um wenigstens eine, unter Umständen 
mehrere Größenordnungen verbessern. Dies wird die 
Aufnahmezeiten für Protonenresonanzspektren ver­
kürzen und eine breitere Anwendung der Spektroskopie 
mit anderen Kernen, z. B.13 C und 15 N, ermöglichen. Mit 
diesen Kernen dürfte die spektrale Auflösung keine beson­
deren Probleme mehr stellen. Es ist auch bekannt, daß 
die Resonanzen von13 C (und anderen Kernen) wesentlich 
empfindlicher sind auf gewisse Veränderungen der Mole­
külstruktür als die Protonenresonanzen15. Die spektrale 
Auflösung könnte aber vor allem durch chemische Modi­
fikationen der Proteine verbessert werden. Zum Beispiel 
kann ein Teil der Aminosäuren deuteriert werden, um 
die Auflösung der Protonenresonanzspektren zu ver­
bessern44. Die Fortschritte in der Synthese von Peptiden 
und Proteinen dürften auch ermöglichen, in genau de­
finierten Positionen fluorierte oder mit 13 C oder 15 N 
angereicherte Aminosäuren einzubauen, die dann ohne 
Überlappung mit den Protonenresonanzen für nmr- 
Messungen zugänglich wären. Mit dem Einbau solcher 
Markierungen in funktionell wichtigen Positionen werden 
sich eine Vielzahl neuer Möglichkeiten für nmr-Studien 
in biologischen Systemen ergeben.

43 R. Ernst, Advances in Magnetic Resonance (ed. J.S. Waugh), Vol.
2, S.l, Academie Press, New York 1966.

44 J. L. Markley, I. Putter und O.Jardetzky, Science 161 (1968) 
1249.




