
Journal of Thermal Analysis, Vol. 35 (1989) 639-657 

PUNKTMUTATIONEN UND PROTEINSTABILITAT 

Michael Renner, Peter  Weber und Hans-Jf i rgen Hinz 

INSTITUT FOR BIOPHYSIK UND PHYSIKALISCHE BIOCHEMIE, 
REGENSBURG, UNIVERSITATSSTRA~E 31 D-8400 REGENSBURG 

Proteins are characterized by a marginal stability of 

their secondary and tertiary structure that renders them 

susceptible to stability perturbations by single amino 

acid exchanges. One of the most powerful techniques to 

determine the typical thermodynamic stability parameters 

is high sensitivity scanning microcalorimetry. The pre- 

sent paper describes some basic methodological aspects of 

the technique. Main attention is, however, focussed on 

the determination and magnitude of covalent and noncova- 

lent contributions to overall protein stability. Two well 

defined proteins, bovine pancreatic trypsin inhibitor 

/BPTI/ and /ROP/ have served to exemplify the general 

rationale of the approach. 

Die spontane Bildung geordneter Strukturen bei Proteinen in w~i~riger 

LSSung und bei Zimmertemperatur ist die Grundvoraussetzung ffir die Funktion 

biologischer Systems. Aber unabh~ingig yon der Komplexit~it der Kinetik des 

Strukturbildungsmechanismus oder anders ausgedrfickt, yon der Oberwindung 

der verschiedenen Aktivierungsbarrieren, h~ingt das Resultat der richtigen 

Faltung zu sines funktionsf~ihigen Makromolekfil davon ab, da~ die algebrai- 

sche Summe aller energetischen Wechselwirkungen und entropischen Beitr~ige 

zur freien Enthalpie einen negativen Wert liefert. Da, wie wir sehen wer- 

den, der Energieunterschied zwischen des nativen und denaturierten Zustand 

sehr klein ist, kSnnen kleine Anderungen der Wechselwirkungen oder der 

Entropie einen drastischen Einflu~ auf die Stabilit~it und Funktion yon 

Proteinen ausiiben. 
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Akaddmiai Kiadd, Budapest 



640 RENNER et a l . :  PUNKTMUTATIONEN UND PROTEINSTABILIT#T 

Die h e u t i g e n  T e c h n i k e n  de r  M o l e k u l a r b i o l o g i e  oder  de r  c h e m i s e h e n  Modi -  

f i k a t i o n  y o n  P r o t e i n e n  b i e t e n  e i n e  g r o ~ e  A n z a h l  y o n  M S g l i c h k e i t e n ,  d i e  

i n t e r -  und  i n t r a m o l e k u l a r e n  W e c h s e l w i r k u n g e n  zu ver~ indern .  G e z i e l t e r  A m i n o -  

s ~ i u r e a u s t a u s c h  oder  s p e z i f i s c h e  c h e m i s c h e  Mod i f i ka t i on  k i i n n e n  dazu  b e n u t z t  

werden ,  die GrS~e u n d  N a t u r  de r  W e c h s e l w i r k u n g e n  a u f z u k l ~ r e n  und  q u a n t i t a -  

t i v e  P a r a m e t e r  a b z u l e i t e n ,  die m Sg l i che r we i s e  die b i s h e r i g e n  A l g o r i t h m e n  

zu r  S t r u k t u r v o r h e r s a g e  v e r b e s s e r n  und  d a m i t  e ine  Bas i s  ffir e in  r a t i o n a l e s  

" P r o t e i n  Design"  s c h a f f e n .  

T h e o r e t i s c h e  O b e r l e g u n g e n  a u f  de r  G r u n d l a g e  de r  H e i s e n b e r g ' s c h e n  U n -  

s c h ~ r f e r e l a t i o n  ze igen ,  da~ die m a k r o s k o p i s c h e n  E n e r g i e p a r a m e t e r  ffir die 

B e s c h r e i b u n g  de r  m o l e k u l a r e n  Ph~inomene be i  P r o t e i n e n  und  i h r e r  Umgebung  

h e r a n g e z o g e n  w e r d e n  k S n n e n ,  w e n n  die B e t r a c h t u n g e n  s i ch  a u f  t h e r m i s c h e  

Prozesse ,  d ie  l a n g s a m e r  a l s  10 - 1 3  s s ind ,  und  a u f  D i m e n s i o n e n ,  die grS~er  

a l s  1 A s ind ,  be sch r~ inken  [1]. 

Der e inz ige  P a r a m e t e r ,  de r  die.  S tab i l i t~ i t  yon  B iopo lymeren  in w~i~riger 

L S s u n g  e i n d e u t i g  b e s c h r e i b t ,  i s t  d i e  f r e i e  E n t h a l p i e  d e r  S t a b i l i s i e r u n g .  

Diese  t h e r m o d y n a m i s c h e  Z u s t a n d s f u n k t i o n  l~i~t s i ch  am e i n f a c h s t e n  und  g e n a u -  

e s t e n  d u r c h  d i r e k t e  m i k r o k a l o r i m e t r i s c h e  M e s s u n g e n  b e s t i m m e n ,  w ie  d i e  

F o r m e l z u s a m m e n s t e l l u n g  in  T a b e l l e  (1) ze ig t .  

Al le  b e n S t i g t e n  Werte  e r h i i l t  man  aus  de r  m i k r o k a l o r i m e t r i s c h  m e ~ b a r e n ,  

s o g e n a n n t e n  U m w a n d l u n g s k u r v e  des  P r o t e i n s ,  die s c h e m a t i s c h  im Abb.  (1) ffir 

e in  e i n f a c h e s  globul~ires  P r o t e i n  geze i g t  wird. 

Im a l l g e m e i n e n  e r h i i l t  m a n  ff i r  w ~ r i g e  P r o t e i n l S s u n g e n  b e i  n i e d r i g e n  

T e m p e r a t u r e n  e in  l i n e a r e s  A n s t e i g e n  de r  W~irmekapazit~it.  Bei h S h e r e n  T e m p e -  

r a t u r e n  d u r c h l l i u f t  die ep vs .  T Kurve  e in  Maximum i n n e r h a l b  e i n e s  r e l a t i v  

k l e i n e n  T e m p e r a t u r i n t e r v a l l s ,  um d a n n  a u f  e inem um Cp h S h e r e n  N i v e a u  wiede r  

l i n e a r  zu  v e r l a u f e n .  

Die Fl~iche i s t  d e r  E n e r g i e  p r o p o r t i o n a l ,  d i e  f f i r  d i e  Z e r s t S r u n g  d e r  

s t r u k t u r s t a b i l i s i e r e n d e n  W e c h s e l w i r k u n g e n  n o t w e n d i g  i s t .  T m i s t  die s o g e -  
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Tabelle I: a) Thermodynamische Funktionen zur Charakterisie- 
rung yon Proteinl6sungen 

AG ~ = ~H ~ - T. AS ~ 

AG ~ = -R.T. In Keq 

d in Ke,/dT = AH ~ 2 

ACp = R (O/0T). [-81n Keq/O(1/T)] 

ACp = Cp, f - Cp,b = dAH ~ 

~S ~ = (AH ~ - AG ~ 

Tt AH(T* ) T~ AH(T2 ) 
S o (T) = ]" Cp ~ dT/T + - -  + [ Cp o dT/T + - -  + ... 

0 TI T, T2 

AGd = AHd (I - T/T,) + ACp. T, Im(Ta/T) - ACp (T, - T) 

b) Kalorimetrische Me$~r6~en 

dH/dt = raP. cp,P'(T), r 

VP (T)  ~ ( T }  
c p , P  (T)  = c p , s  - -  - - -  

Vs (T) m~ 

d H / d t  [ J / s ]  = L e i s t u n g  

mP [g] = Masse des Proteins in der Reaktionzelle 

Cp,P [J/(g. Grad)] = partielle spezifische W~rmekapazit~t des 
Proteins 

cp,s [J/(g. Grad)] = partielle spezifische W~rmekapazit~t des 
Puffers 

Vp, Vs [cm3/g] = partielle spezifische Volumina von Protein 
und Puffer 

A(T) [J/Grad] = Signaldifferenz zwischen Proben- und Refe- 
renzkurve 

r [grad/s] = Heizrate 

n a n n t e  U m w a n d l u n g s t e m p e r a t u r ,  die  s i c h  a u f  50% A u f f a l t u n g  des  P r o t e i n s ,  

a l s o  die h a l b e  Fl~iche d e s  U m w a n d l u n g s p e a k s ,  b e z i e h t .  
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Abbildung (1): 

Temperature 

Schemat i sche  Umwand lungsku rve  fflr die  A u f f a l t u n g  e ines  P r o -  
t e i n s  [2] 

Abblldung (2): Me~zellen des adiabat ischen Mikrokalorimeters DASM 1 
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Wie kann man eine solehe Messung der Wiirmekapazit~t als Funktion der 

Temperatur realisieren? 

In der n~chsten Abbildung Abb. (2) ist der Aufbau eines ffir Messungen 

an biologischen Makromolekfilen optimierten adiabatischen W~rmekapazitRts- 

mikrokalorimeters dargestellt. Genaue W~rmekapazit~its'messungen haben immer 

zum wichtigen Repertoire physikalischer Me~techniken geh6rt, aber diese 

Messungen wurden ffir biologische Makromolekille erst nach der Konstruktion 

yon ffir hochverdfinnte L6sungen einsetzbaren Mikrokalorimetern mSglich. 

Das Mikrokalorimeter DASM 1 besteht aus zwei physikalisch identischen 

Me~zellen yon I ml Volumen, die als Me~- und Referenzzelle dienen. Sie sind 

yore W~irmeaustausch mit der Umgebung durch zwei adiabatische Schirme abgesi- 

chert. Die Messung der Exze~energie erfolgt nach dem Kompensationsprinzip. 

MeG- und Referenzzelle werden mit demselben Strom aufgeheizt und zelgen 

dieselben Aufheizgeschwindigkeiten, solange in der Me~zelle das Protein 

sich nicht veriindert. Wird aber bei einer bestimmten Temperatur in der 

Me~zelle eine energieabsorbierende Strukturumwandlung induziert, so wird in 

der Me~zelle ein Tell der Heizenergie nicht mehr zur Temperaturerh6hung 

sondern fiir diese Reaktion verbraucht. Dadurch erhSht sich die Temperatur 

der Me~zelle langsamer als die der Referenzzelle, und es entsteht'eine 

Temperaturdifferenz zwischen den Zellen. Dieses Signal wird dazu benutzt, 

um mit einem elektronischen Regelsystem zus~itzliche Heizenergie in die 

Me~zelle einzufiihren, um die Temperaturdifferenz auf "Null" zu bringen. 

Mit dem Mikrokalorimeter k6nnen Wiirmemengen in der Gr6~enordnung 

1/100 000 cal gemessen werden. Das Ger~t ist an einen Computer angeschlos- 

sen, soda~ Berechnungen der Energiewerte und Kurvenanalysen schnell ausge- 

f f ih r t  we rden  k6nnen .  

V e r l a s s e n  wir j e t z t  die  t e c h n i s c h e n  A s p e k t e  und w e n d e n  u n s  den  P r o b l e -  

men zu, die ffir die K o r r e l a t i o n  y o n  s t r u k t u r e l l e n  u n d  e n e r g e t i s c h e n  P a r a -  

m e t e r n  ge lbs t  w e r d e n  mfissen.  
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In Tabelle (2) sind die wicht igsten Faktoren zusammengestel l t ,  die die 

Stabilit~it eines Proteins beeinf lussen kSnnen. Die quan t i t a t i ve  Kenntnis 

i h r e r  Beitr~ige zur  Gesamts tab i l i t~ i t  i s t  n o t w e n d i g ,  um e in  b e s s e r e s  V e r -  

st~indnis der physikal ischen Grundlagen der Proteinstabili t~it  zu gewinnen. 

Tabelle  (2): Zusammenstellung der wicht igs ten ffir die Stabi l i t~t  yon Pro-  

t e inen  veran twor t l i chen  Faktoren 

i.) DISULFIDBRf3CKEN 

2.) LADUNGEN 

3.) HYDROPHOBIZITAT 

4,) HYDRATATION 

5.) PROLINKONFIGURATION 

6.) LIGANDEN 

7.) STABILISIERENDE UND DENATURIERENDE AGENTIEN (GLYCERIN, 

ZUCKER, HARNSTOFF, GUANIDIN HCL) 

8.) DIPOLMOMENTE 

Um zum h e u t i g e n  Z e i t p u n k t  e ine  Chance  ffir  die  B e a n t w o r t u n g  d i e s e r  

Fragen zu haben, sol l ten  die Proteine,  die man zur Untersuchung auswRhlt, 

bestimmte Kriterien erffillen. Sie sol l ten m~glichst vollst~indig biochemisch 

und p h y s i k a l i s c h - c h e m i s c h  c h a r a k t e r i s i e r t  s e in ,  wozu w e s e n t l i c h  e i n e  

g e n a u e  Kenn tn i s  de r  T e r r i e r -  und Q u a r t f i r s t r u k t u r  und  de r  p o t e n t i e l l e n  

Wechselwirkungen gehSrt. Welter sol l ten die Proteine mit den zur Verffigung 

s tehenden theore t i schen  Methoden wie z.B. "Molecular Dynamics Rechnungen", 

erfa~bar sein. 

Geeignete Modellproteine nach diesen Kriterien sind der Trypsin Inh i -  

bi tor  "BPTI" und das sogenannte  "ROP" Protein. Einige wichtige Charak te r i -  

s t ika  sind in Abb. (3) zusammengefa~t. 
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BPTI ROP 

58 AMINOSAUREN, M=6500  

GLOBULAR, KOMPAKT; MONOMER, 

3 -S-S-BROCKEN 

d45 

63 AMINOSAUREN, M=7148 

~100% a-HELICAL; MONOMER BESTEHT 

AUS 2 a-HELICES; IN LOSUNG DIMER 

TERTIARSTRUKTUR 

RONTGEN- UND NEUTRONENMESSUNGEN, 
1 . 0 - 1 . 5  A AUFLOSUNG 

MOLECULAR DYNAMICSRECHNUNGEN 

NMR-DATENBEKANNT 

CHEMISCHE MODIFIKATIONEN MOGLICH 

GEN KORZLICH KLONIERT 

PROTEASEtNHIBITOR MIT HOHER 
AFFINITAT 

RONTGENMESSUNGEN 1.7A AUFLOSUNG 

FOLLEVON MUTANTENVORHANDEN 

FUNKTION 

REGULATION VON PLASMID KOPIENZAHL 

A b b i l d u n g  (3):  C h a r a k t e r i s t i s c h e  P a r a m e t e r  y o n  BPTI und ROP 

B l e i b e n  wi r  z u n ~ i c h s t  be i  BPTI. In A b b .  (4)  i s t  d i e  P r i m ~ r s t r u k t u r  

d a r g e s t e l l t .  

L 

A b b i l d u n g  (4):  P r i m ~ r s t r u k t u r  y o n  BPTI 
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Das nllehste Bild Abb. (5) zeigt die dreidimenslonale Struktur von BPTI. 

Abbildung (5):  Terti~rstruktur v o n  BPTI 

Diese Terti~irstruktur ist so stabil, dab man BPTI bei pH = ibis 100~ 

aufheizen muG, tim die Struktur zu zerstSren. Die Auffaltung ist reversi- 

bel; wenn man die Temperatur ernledrigt, bildet sich die native Struktur 

zurflck. 

Typische MeJ3kurven fiir die W~irmekapazit~it als Funktion der Temperatur 

von BPTI-LSsungen sind in Abb. (6) wiedergegeben. 

Integriert man die Kurven und tr~igt die Enthalpiewerte als Funktion der 

Umwandlungstemperatur T m auf, so erh~ilt man ein fiir Proteindenaturierung 

ungewShnliches Bild, das in Abb. (7) dargestellt ist. 
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A b b i l d u n g  (6):  T e m p e r a t u r a b h ~ n g i g k e i t  der W~rmekapazitfit yon BPTI-LSsungen 
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A b b i l d u n g  (7):  T e m p e r a t u r a b h ~ n g i g k e i t  der  A u f f a l t u n g s e n t h a l p i e  y o n  n a t i v e m  
BPTI [3] 
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Es e r g i b t  s i ch  n~imlich e ine  p r a k t i s c h  t e m p e r a t u r u n a b h i i n g i g e  A u f f a l -  

t u n g s e n t h a l p i e  yon  ca.  290 kJ/Mol.  

Wer n o c h  n i c h t s  mi t  P r o t e i n e n  zu t u n  h a t t e ,  wird zu Rech t  f r agen :  Was 

i s t  d a r a n  so u n g e w S h n l i c h ?  Das i s t  d i e  N o r m a l s i t u a t i o n  b e i  R e a k t i o n e n  

z w t s c h e n  k l e i n e n  Molekt i len,  wo gewi ihn l i ch  die  W~irmekapaz i t i i t en  yon  A n f a n g s -  

und  E n d p r o d u k t e n  s e h r  ~ihnlich s ind .  Nach dem K i r c h h o f f ' s c h e n  Sa tz  d ~ H / d T  

= ~Cp  i s t  d ie  R e a k t i o n s e n t h a l p i e  d a n n  n o t w e n d i g e r w e i s e  t e m p e r a t u r u n a b h ~ i n -  

g i g .  

Dieses  E r g e b n i s  e i n e r  t e m p e r a t u r u n a b h ~ i n g i g e n  A u f f a l t u n g s e n t h a l p i e  i s t  

d e s h a l b  so b e m e r k e n s w e r t ,  wel l  P r o t e i n e  Makromolekf i le  s i n d  und  im a l l g e -  

m e i n e n e n  e i n e  s t a r k e  A b h ~ i n g i g k e i t  d e r  S t a b i l i s i e r u n g s e n t h a l p i e  y o n  d e r  

T e m p e r a t u r  z e i g e n .  E i n i g e  c h a r a k t e r i s t i s c h e  W e r t e  s i n d  i n  T a b e l l e  ( 3 )  

z u s a m m e n g e s t e l l t .  

Ffir Lysozym, e in  k l e i n e s  globul~ires  P r o t e i n  mi t  e inem M o l e k u l a r g e w i c h t  

yon  14600, wurde  e ine  T e m p e r a t u r a b h ~ i n g i g k e i t  de r  S t a b i l i s i e r u n g s e n t h a l p i e  

y o n  - 6 . 7  k J / ( M o l . G r a d )  b e s t i m m t ,  d . h .  m i t  j e d e m  G r a d ,  um d a s  s i c h  d i e  

U m w a n d l u n g s t e m p e r a t u r  e r h 6 h t ,  w i r d  d i e  S t a b i l i s i e r u n g s e n t h a l p i e  um 

6.7 kJ/Mol  s t~ i rker  e x o t h e r m .  

D i e s e r  Wer t  i s t  r e p r ~ i s e n t a t i v  ff ir  e i n e  g a n z e  K l a s s e  y o n  g l o b u l ~ i r e n  

P r o t e i n e n ,  die v e r s c h w i n d e n d  k l e i n e  W ~ r m e k a p a z i t ~ t s ~ n d e r u n g  be i  de r  A u f f a l -  

t u n g  yon  BPTI i s t  d a g e g e n  u n t y p i s c h .  

Nun i s t  n a t t i r l i c h  n i c h t  die E n t h a l p i e  A H das  K r i t e r i u m  ffir die S t a b i -  

li t~it  e i n e s  Makromolekf i l s  in  L6sung  s o n d e r n  die f r e i e  E n t h a l p i e  ,~G. 

B e r e c h n e t  man A G mi t  den  a u s  den  Wi i rmekapaz i t~ i t smessungen  g e w o n n e n e n  

Da ten ,  so e r g i b t  s i ch  ffir BPTI be i  pH = 3 e in  A G = - 5 1  kJ/Mol.  V e r g l e i c h t  

man  d i e s e n  Wert mi t  d e r  Energ ie ,  die ft ir  die S p a l t u n g  e i n e s  Mols H 2 Mole-  

kfile in  Atome n o t w e n d i g  i s t ,  436 kJ/Mol ,  so h a t  man  e i n e n  k l a r e n  Hinweis  

f t i r  die L a b i l i t f i t  y o n  P r o t e i n e n .  
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Tabelle (3): Wfl~mekapazit~ts~nderungen bei Auffal tungsreakt ionen globulKrer 
Proteine [4] 

Pro te in  ~ Cp pH 

kJ/Mol.K 

L - A r a b i n o s e - b i n d i n g  13.2 7.4 
p r o t e i n  ( E . c o l i )  

Chymot ryps inogen  14.0 4.0 

Lysozym 6.7 4.0 

Ova lbumin  11.3 7.0 

Papa in  13.7 3.8 

Pa rva lbumin  (ohne Ca 2.+) 4.6 7.0 

Pes inogen  25.5 6.0 

R ibonuc lease  8.7 7.0 

BPTI 0.1 

Diese T a t a s a c h e  wird noch d e u t l i c h e r ,  wenn man die f r e i e n  E n t h a l p i e n  

ftir  v e r s c h i e d e n e  P ro t e ine  mit  u n t e r s c h i e d l i c h e n  Moleku la rgewich ten  v e r -  

g~eicht  Tabe l l e  (4). Eine ande re  Ober legung  b e l e u c h t e t  die c h a r a k t e r i s t i -  

s c h e  S t a b i l i t i i t s s i t u a t i o n  des  m a r g i n a l e n  G l e i c h g e w i c h t e s  bei  P r o t e i n e n .  

N e h m e n  w i r  d a s  B e i s p i e l  y o n  C h y m o t r y p s i n  m i t  e i n e m  ~ G - W e r t  y o n  

50 k J / 2 5 0 0 0  g. Pro A m i n o s t u r e  e r g i b t  d a s  e i n e n  Wer t  y o n  5 0 0 0 0 / 2 4 3  = 

205 J /AA,  d.h. d i e s e r  Wert l i eg t  u n t e r  der  t h e r m i s c h e n  Energ ie  RT. P ro t e ine  

kSnnen  also nu r  Te r t i~ i r s t ruk tu ren  ausb i lden ,  well  die Reak t ion  h o c h k o o p e r a -  

t i v  v e r l ~ u f t .  
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Tabelle (4): Freie Stabilisierungsenthalpien globul~rer Proteine [4J 

Prote in  ~ G s t  T pH 

kJ/Mol 

a - C h y m o t r y p s i n  49.6 25 4.0 

Cytochrom b 5 21.0 25 7.4 

Lysozym 60.7 25 7.0 

Metmyoglobin  50.2 25 10.0 

T r y p t o p h a n  S y n t h a s e  49.0 25 7.8 
( a - U n t e r e i n h e i t )  

BPTI 51.7 25 8.0 

Was s ind  nun  die m o l e k u l a r e n  p h y s i k a l i s c h e n  Grfinde fiir  die r e l a t i v  zu 

a n d e r e n  P r o t e i n e n  hohe  S t a b i l i s i e r u n g s e n t h a l p i e  yon BPTI. U n t e r s u c h t  man 

die s t a b i l i s i e r e n d e n  Wechse lwi rkungen  z. B. wie es in der  R S n t g e n s t r u k t u r -  

a n a l y s e  t ibl ich i s t  du rch  Abz~ihlen der  H+-Br i i cken  und h y d r o p h o b e n  Kon tak te ,  

so s t e l l t  man f e s t ,  da~ BPTI soga r  u n t e r d u r c h s c h n i t t l i c h  wenige  H+-BrQcken  

pro g a u f w e i s t  und auch  nur  e ine  normale  oder  sogar  n i ed r ige  Anzah l  yon 

h y d r o p h o b e n  K o n t a k t e n  b e s e t z t .  Da be ide  Zahlen  im a l l g e m e i n e n  als  e in Ma~ 

fiir die Thermos tab i l i t~ i t  a n g e s e h e n  werden ,  w~ire au f  Grund d i e se r ,  wie man 

b e t o n e n  rau6, r e in  s t r u k t u r e l l e n  K r i t e r i e n  nu r  e ine  n i ed r ige  S tab i l i t i i t  zu 

e r w a r t e n .  

Genau das  Gegen te i l  i s t  der  F~ll. Welche Welchse lwi rkungen  bewi rken  

a lso  die hohe  r e l a t i v e  S t a b i l i t ~ t  yon  BPTI? In d iesem Zusammenhang  miissen 

wir uns  d a r a n  e r i n n e r n ,  da6 das  k l e ine  P r o t e i n  du tch  3 Disu l f idbr f icken  hoch 

v e r n e t z t  i s t ,  wie in Abb. (5) zu s e h e n  is t .  
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Wie k 6 n n e n  d i e s e  V e r n e t z u n g e n  z u r  S t a b i l i t ~ i t  b e i t r a g e n ?  P r i n z i p i e l l  

g i b t  es o f f e n b a r  2 MSg l i chke i t en :  

1.) Der h o h e  V e r n e t z u n g s g r a d  k a n n  die  K o n t a k t e  z w i s c h e n  den  Aminos~iuren  

v e r b e s s e r n ,  so da[3 h 6 h e r e  W e c h s e l w i r k u n g s e n e r g i e n  ( D i s p e r s i o n s k r ~ i f t e  

p r o p o r t i o n a l  r - 6 )  a u f t r e t e n .  

2.) Der V e r n e t z u n g s g r a d  k a n n  die K o n f i g u r a t i o n s e n t r o p i e  des  a u f g e f a l t e t e n  

Z u s t a n d e s  so e r n i e d r i g e n  , dab  de r  E n t r o p i e g e w i n n  be i  de r  A u f f a l t u n g  k l e i -  

n e r  i s t  a l s  bei  n i c h t  v e r n e t z t e n  P r o t e i n e n .  Beide E f f e k t e  f f i h r en  zu h i i h e r e r  

S t a b i l i t ~ i t .  

B e t r a c h t e n  wir  z u n i i c h s t  die V e r r i n g e r u n g  des  K o n f i g u r a t i o n s e n t r o p i e -  

g e w i n n e s  bei  de r  A u f f a l t u n g .  Fiir  e ine  g a n z e  Ser ie  yon  P r o t e i n e n  i s t  d ie  

s p e z i f i s c h e  E n t r o p i e ~ i n d e r u n g  ca. 0 .149 J / (g .K)  [5l. Aus u n s e r e n  M e s s u n g e n  

e r g i b t  s i ch  ffir BPTI A S  = 0 .123 J / (g .K) ,  a l so  e in  um 0.026 J / (g .K)  k l e i n e -  

r e r  Wert. Diese r  Wert  s t i m m t  a u s g e z e i c h n e t  mi t  B e r e c h n u n g e n  yon  Po land  und  

S c h e r a g a  [6] f iber  den  K o n f i g u r a t i o n s e n t r o p i e v e r l u s t  v e r n e t z t e r  Ringe f i b e r -  

e in .  Pro Aminos~ iu re re s t  l i e f e r n  die B e r e e h n u n g e n  e i n e n  E n t r o p i e v e r l u s t  vori 

--2.7 J / (Aminos / iu re .K) ,  w~ihrend u n s e r e  Messung  - 2 . 9  J / (Aminos / iu r e .K)  e rg ib t .  

Der 2. m6gl iche  F a k t o r  ffir die h o h e  s p e z i f i s c h e  S tab i l i t~ i t  yon  BPTI i s t  

d ie  V e r b e s s e r u n g  de r  W e c h s e l w i r k u n g s e n e r g i e n  d u r c h  V e r r i n g e r u n g  de r  A b s t a i n -  

de im Gefolge de r  V e r n e t z u n g .  Wenn d i e s e r  E f fek t  w i r k l i c h  a u f t r i t t ,  s o l l t e  

e r  s i ch  e x p e r i m e n t e l l  n a c h p r i i f e n  l a s s e n ,  n~imlich z. B. d u r c h  Of fnen  e i n e r  

Di su l f idb r f i cke  ode r  d u r c h  S p a l t u n g  e i n e r  a n d e r e n  k o v a l e n t e n  B indung  u n t e r  

B e i b e h a l t u n g  de r  3 D i su t f i db r f i cken .  E n t s p r e c h e n d e  U n t e r s u c h u n g e n  s ind  mi t  

in  den  P o s i t i o n e n  14,38 c a r b o x a m i d i e r t e m  oder  e a r b o x y m e t h y l i e r t e m  BPTI 

d u r c h g e f f i h r t  worden .  Abb.  (8) z e i g t  e in  E n e r g i e d i a g r a m m  d i e s e r  m o d i f i z i e r -  

t en  P r o t e i n e .  

Man e r k e n n t  e i n d e u t i g  e ine  s t a r k e  R e d u k t i o n  sowohl  de r  f r e i e n  E n t h a l -  

p i e -  wie a u c h  de r  E n t h a l p i e w e r t e .  Damit  i s t  ganz  e i n d e u t i g  die l and l / i u f i ge  

T h e s e  wide r l eg t ,  da[3 V e r n e t z u n g e n  s i ch  n u r  a u f  die E n t r o p i e  a a s w i r k e n .  
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B P T !  - A n a l o g e  
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Abbi ldung  (8): T h e r m o d y n a m l s c h e  P a r a m e t e r  yon  n a t i v e m  und  mod i f i z i e r t em 
BPTI 

E lnen  q u a n t i t a t i v  f a s t  i d e n t i s c h e n  ~ f f e k t  e r z i e l t  man, wenn  man die k o v a -  

l e n t e  Bindung z w i s c h e n  C 15 und C 16 s p a l t e t ,  ohne  die Disu l f idbr i i cken  zu 

ve r t i nde rn .  
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Bis j e t z t  h a b e n  wi r  n u r  y o n  e lmer  E r n i e d r i g u n g  d e r  S t a b i l i s i e r u n g s -  

e n e r g i e  d u r c h  Ver~ inderung  des  V e r n e t z u n g s g r a d e s  g e s p r o c h e n .  Gibt  es  a u c h  

M 6 g l i c h k e i t e n  zu e i n e r  S t a b i l i s i e r u n g  o h n e  den  V e r n e t z u n g s g r a d  zu ~indern? 

Ein  A n s a t z p u n k t  k 6 n n t e  a u s  f o l g e n d e m  e x p e r i m e n t e l l e n  Befund  r e s u l t i e -  

ren .  Man h a t  a u s  v e r g l e i c h e n d e n  U n t e r s u c h u n g e n  t h e r m o p h i l e r  u n d  m e s o p h i l e r  

LDH h e r a u s g e f u n d e n ,  dab  das  t h e r m o p h i l e  Enzym r e l a t i v  zum m e s o p h i l e n  Enzym 

e ine  g r6~ere  A n z a h l  yon  A r g i n i n e n  b e s i t z t  [7]. Wenn d i e se  T a t s a c h e  w i r k l i c h  

e in  Grund  fi ir  die h 6 h e r e  T h e r m o s t a b i l i t ~ i t  i s t ,  d a n n  mti[3te BPTI bei  U m w a n d -  

l u n g  de r  Lys ine  in  Homoarg in ine  s t a b i l e r  werden .  

Die e r s t e n  U n t e r s u c h u n g e n  z e i g e n  j edoch ,  dab d i e s e r  f t i r  LDH r i c h t i g e  

Befund  n i c h t  v e r a l l g e m e i n e r t  w e r d e n  k a n n .  

Z u s a m m e n f a s s e n d  k a n n  man  a u s  d i e s e n  U n t e r s u c h u n g e n  an  BPTI a b l e i t e n ,  

dab  V e r n e t z u n g e n  in  z w e i e r l e i  A r t  s t a b i l i s i e r e n d  w i r k e n  k 6 n n e n .  1.)  S i e  

k 6 n n e n  die W e c h s e l w i r k u n g e n  v e r b e s s e r n  u n d  2.) s ie  v e r r i n g e r n  den  K o n f i g u -  

r a t i o n s e n t r o p i e g e w i n n  bei  de r  A u f f a l t u n g .  Als 3. E r g e b n i s  k a n n  man  sagen ,  

dab E i n f f i h r u n g  yon  G u a n i d i n s t r u k t u r e n  a n  de r  Oberf l~iche e i n e s  P r o t e i n s  

n i c h t  n o t w e n d i g e r w e i s e  zu e i n e r  E r h 6 h u n g  yon  A H f f ih r t .  

Die b i s h e r i g e n  U n t e r s u c h u n g e n  zum Einflu[3 yon  Aminos~ iu remod i f ika t i on  

a u f  die S tab i l i t~ i t  v o n  P r o t e i n e n  s t f i t z t e n  s i ch  a u f  e in  c h e m i s c h  m o d i f i z i e r -  

t e s  P r o t e i n .  Diese A r t  de r  S e q u e n z v e r ~ i n d e r u n g  i s t  n o r m a l e r w e i s e  a u f  wenige ,  

a u ~ e r g e w S h n l i c h  s t a b i l e  P r o t e i n e  beschr~ ink t .  Ein wel t  g r b ~ e r e s  S p e k t r u m  yon  

A m i n o s ~ i u r e v e r i i n d e r u n g e n  l~i~t s i ch  mi t  den  m o d e r n e n  M e t h o d e n  des  " g e n e t i c  

e n g i n e e r i n g "  e r z i e l e n .  D i e s e n  Weg h a b e n  w i r  i n  Z u s a m m e n a r b e i t  m i t  Dr.  

C e s a r e n i  ( U n i v e r s i t ~ i t  Rom) b e i m  s o g e n a n n t e n  "ROP" P r o t e i n  g e w ~ i h l t .  E i n  

A u s s c h n i t t  a u s  den  v ie l f~ i l t igen  M 6 g l i c h k e i t e n  de r  A m i n o s ~ i u r e a u s t a u s c h e  i s t  

in  Abb.  (9) a n g e d e u t e t .  

HOP b e s t e h t  au s  2 a - H e l i c e s ,  die d u r c h  e ine  Brficke yon  5 Aminos~iuren  

( A s p 3 0 - G l u 3 4 )  v e r b u n d e n  s ind .  In LSsung l i eg t  ROP a l s  d imere s  Molekiil  vor ,  
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A b b i l d u n g  (9):  P r i m ~ r s t r u k t u r  v o n  ROP Pr o te i n  und  M u t a n t e n  [8] 

wie in  Abb.  (10)  w i e d e r g e g e b e n  is t .  ROP i s t  a l so  e in  P r o t o t y p  e i n e s  d u r c h  

i n t e r m o l e k u l a r e ,  n i c h t  k o v a l e n t e  W e c h s e l w i r k u n g e n  s t a b i l i s i e r t e n  P r o t e i n s .  

Es i s t  o f f e n s i c h t l i c h ,  da~ mit  Hilfe de r  M u t a n t e n  d i e s e s  P r o t e i n s  e ine  

gro~e A n z a h l  d e f i n i e r t e r  F r a g e n  n a c h  dem Ein f lu~  s p e z i f i s c h e r  Aminos~iuren  

a u f  S t r u k t u r  u n d  S t a b i l i t ~ t  yon  P r o t e i n e n  b e a n t w o r t e t  w e r d e n  kSnnen .  

Die S t r u k t u r  yon  ROP i s t  b i s  zu e i n e r  A u f l S s u n g  yon  1.7 A b e k a n n t  

[9]. Bei d i e s e r  A u f l S s u n g  s ind  a u c h  die l e s t  g e b u n d e n e n  t t20  Molek(ile i d e n -  

t i f i z i e r b a r .  Damit  b e s t e h t  d ie  Hof fnung ,  da~ im Rahraen z u k f i n f t i g e r  U n t e r s u -  

c h u n g e n  e ine  K o r r e l a t i o n  yon  E n e r g i e p a r a m e t e r n  zu r S n t g e n o g r a p h i s c h  e r f a ~ -  

b a r e n  S t r u k t u r ~ n d e r u n g e n  mSgl ich i s t .  
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N 

Abbildung (I0): Struktur des ROP Dimeren 

Wir wol len in d iesem Zusammenhang  nu r  zwei  E r g e b n i s s e  a n d e u t e n  , die 

h i n s i c h t l i c h  d e r  T o p o l o g i e  d e r  P r o t e i n f a l t u n g  y o n  e r h e b l i c h e r  B e d e u t u n g  

s i n d .  Es i s t  b i s  j e t z t  k e i n e s w e g s  g e k l / i r t ,  w e l c h e n  B e i t r a g  z u r  S t a b i l i t ~ i t  

die  of t  s c h e i n b a r  s t r u k t u r l o s e n  A m i n o s / i u r e b e r e i c h e  zw i s ch en  z.B. h e l i k a l e n  

S e k u n d / i r s t r u k t u r b e r e i c h e n  in e i n e m  P r o t e i n  l e i s t e n .  Zur  Kl~i rung  d i e s e r  

F rage  h a b e n  wir zwei  ROP M u t a n t e n  u n t e r s u c h t ,  die s i ch  yon  n a t i v e m  P r o -  

t e i n  fo lgendermaBen  u n t e r s c h e i d e n :  Bei der  Mutan te  RM6 s ind  die  5 A m i n o -  

s~iuren, die die b e i d e n  a - H e l i c e s  v e r b i n d e n ,  n i c h t  mehr  v o r h a n d e n ;  in de r  

a n d e r e n  Mutan te  s ind  2 zus~i tz t iche Aminos~iuren e inge f f ih r t .  
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Die beiden vorl~iufigen Ergebnisse sind folge~de: Fehlen die 5 v e r b i n -  

denden Aminos~uren, so reduzier t  sich die Auf fa l tungsen tha lp ie  yon 612 

kJ/Mol auf  424 kJ/Mol. Eine Verl~ingerung der 5 Amlnos~iuren im Verbindungs-  

stfick auf  7 Aminos~iuren durch Einffihrung yon 2 Aia erhSht  die Auf fa l t ungs -  

t e m p e r a t u r  n ich t ,  r e d u z i e r t  a b e t  die  S t a b i l i s l ~ r u n g s e n t h a l p i e  um ca.  

50 kJ/Mol.  Au~erdem l a s s e n  s ich s t a r k e  V e r ~ i n d e r u n g e n  in den  z i r k u l a r -  

d ichroi t i schen Spektren nachweisen,  die auf  eine StrUktur~inderung in den 

he l ika len  Bereichen der mut ier ten  Proteine h indeuten  oder eine Modifikation 

der Wechselwirkungen des in LSsung vorhandenen  Dimeren re f lek t ie ren .  

Mit diesen wenigen Beispielen ffir unsere  e rs ten  Versuche, eine Korre-  

l a t i o n  zwischen  S t a b i l i t ~ i t s p a r a m e t e r n  und  s t r u k t u r e l l e n  A n d e r u n g e n  bei  

Proteinen,  die in de f in ie r t e r  Weise durch genet i sche  oder chemische Modifi- 

kat ion ver~indert wurden, he rzus te l l en  mSchte ich diese Obersicht  schlie~en. 

Offensicht l ich mfissen noch eine Vielzahl an thermodynamischen,  spek t rosko-  

pischen und k ine t i schen  Messungen ahsgeff ihr t  werden, um eine quan t i t a t i ve ,  

prognost isch im Rahmen yon "protein design" verwendbare  Basis ffir eine 

E n e r g i e - S t r u k t u r - F u n k t i o n s k o r r e l a t i o n  zu schaffen.  
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Zusammenfass~ng - Eine charakteristische Eigenschaft von 

Proteinen let die marglnale Stabilit~t der sekund~r- und Ter- 

ti~rstr~kt~ren. Deshalb ist es mSglich, durch Austausch ein- 

zelner A~i~os~uren messbare Stabilit~ts~nderungen hervorzu- 

rufen. Eine der besten Methoden zur Bestimmung der thermody- 

namlschen Stabilit~tsparameter ist die W~rmekapazithtsmikro- 

kalorlmetrie. Im vorliegenden Artlkel werden die methodischen 

Grundlagen diese8 Messverfahrens kurz beschrieben. Das Haupt- 

gewicht liegt jedoch auf der Bestimmung der Beitr~ge der ko- 

valenten und nicht-kQvalenten Wechselwirkungen zur Gesamtsta- 

billt~t von Proteinen. Am Beispiel vonzwei bioehemisch und 

biophysikalisch gut charakterisierten Proteinen, dem pankrea- 

tischen Trypsin Inhibitor /BPTI/ und /ROP/, werden die Grun- 

dideen der Separation der energetischen Einzelbeithge disku- 

tiert. 

Pes~e - HpoTeH~m~ xapa~Tep~ay~Te~ ~eaHa~HTe~Ho~ yCTO~qHBOCTbD 

STopH~HOfl ~ TpeT~qHOfl ~TpyKTyp~, qTO Ae~aeT Kx qyBCTBHTe~H~-- 

t~! K BOSMy~OHHgM~ B ~ S B S H ~  O~MeHOM TO~bKO O~HO~ aLr~EOKHC~O-- 

T~ ,  0~HHM U~ 0 8 ~  -~- ~ q H H X  MeTO~OB o u p e ~ e ~ e H ~  THnHqHHX napa- 

MeTpoB Hx TepMO~KHaMHqeCEO~ yOTO~qKBOOTK ~ B ~ e T c ~  B~COKOqyB-- 

QT~HTe~bHS~ ~aHHpY~o~a~ ~ p o K a ~ o p H M e T p ~ .  B OTST~e OnHC~BS~T-- 

~ H e K O T O ~ e  OOHOBHI~e M e T o A o A o F z q e c K z e  8r  ~TOFO MeTO~8. 

O~HaKO~ r ~ s B H o e  BHKMSHHe y A e ~ e H o  KO~HqeOTBeHHOMy oHpe~e~eHKD 

~OB~eHTHIAX H HSKOBS~@HTHIAX B X ~ a ~ O B B  o ~ y ~  OTS~H~LHOCTL ~ p o -  

Te~HOB. 0 ~ 6 6  A o r z q e c ~ o e  O~OOHOBaHH6 ~ T o r o  ~eToAa  n o ~ a ~ a H o  za  

upz~epe  A~yx XOpOmO Z a y q e ~ x  HpOTeHHOB: ~HFH~HTOp TpHHOHHa 

BPT~ W RO~. 


