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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 wépriger
Losung und bei Zimmertemperatur ist die Grundvoraussetzung fiir die Funktion
biologischer Systeme. Aber unabhingig von der Komplexitit der Kinetik des
Strukturbildungsmechanismus oder anders ausgedriickt, von der Uberwindung
der verschiedenen Aktivierungsbarrieren, hdngt das Resultat der richtigen
Faltung zu einem funktionsfihigen Makromolekiil davon ab, daf die algebrai-
sche Summe aller energetischen Wechselwirkungen und entropischen Beitridge
zur freien Enthalpie einen negativen Wert liefert. Da, wie wir sehen wer-
den, der Energieunterschied zwischen dem nativen und denaturierten Zustand
sehr klein ist, kénnen kleine Anderungen der Wechselwirkungen oder der
Entropie einen drastischen Einflup auf die Stabilitit und Funktion von

Proteinen ausiiben.
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Die heutigen Techniken der Molekularbiologie oder der chemischen Modi-
fikation von Proteinen bieten eine grofe Anzahl von Moéglichkeiten, die
inter— und intramolekularen Wechselwirkungen zu verdndern. Gezielter Amino-—
sdureaustausch oder spezifische chemische Modifikation konnen dazu benutzt
werden, die Grofe und Natur der Wechselwirkungen aufzuklidren und quantita-—
tive Parameter abzuleiten, die moéglicherweise die bisherigen Algorithmen
zur Strukturvorhersage verbessern und damit eine Basis fiir ein rationales
"Protein Design" schaffen.

Theoretische Uberlegungen auf der Grundlage der Heisenberg'schen Un-
schérferelation zeigen, dap die makroskopischen Energieparameter fiir die
Beschreibung der molekularen Phinomene bei Proteinen und ihrer Umgebung

herangezogen werden kénnen, wenn die Betrachtungen sich auf thermische

Prozesse, die langsamer als 10713 s sind, und auf Dimensionen, die groper

als 1 A sind, beschrinken [1].

Der einzige Parameter, der die- Stabilitit von Biopolymeren in wériger
Lésung eindeutig beschreibt, ist die freie Enthalpie der Stabilisierung.
Diese thermodynamische Zustandsfunktion 14Bt sich am einfachsten und genau-
esten durch direkte mikrokalorimetrische Messungen bestimmen, wie die
Formelzusammenstellung in Tabelle (1) zeigt.

Alle bendtigten Werte erhidlt man aus der mikrokalorimetrisch mefbaren,
sogenannten Umwandlungskurve des Proteins, die schematisch im Abb. (1) fiir

ein einfaches globuldres Protein gezeigt wird.

Im allgemeinen erhidlt man fiir wéBrige Proteinlésungen bei niedrigen
Temperaturen ein lineares Ansteigen der Wéarmekapazitdt. Bei héheren Tempe-
raturen durchliuft die ep vs. T Kurve ein Maximum innerhalb eines relativ
kleinen Temperaturintervalls, um dann auf einem um cp hdheren Niveau wieder
linear zu verlaufen.

Die Fldche ist der Energie proportional, die fiir die Zerstdrung der

strukturstabilisierenden Wechselwirkungen notwendig ist. Ty, ist die soge-
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Tabelle 1: a) Thermodynamische Funktionen zur Charakterisie-
rung von Proteinldsungen

AG® = AH® - T. AS®
AG® = -R.T.1n Req
d In Keq/dT = AHOyg /RT?
AC, = R (8/8T). [-81n Keq/3(1/T)]

ACp = Cp,f - Cp,b = dAHO/dT

AS® = (AH? - AGO)/T

T AH{T1) T2 AH (T2 )
se(r) = [ Cp? aT/T + — + | cp° dT/T + ———  + ..
0 Ty Ts T2
A6Gde = AHa (1 ~ T/Tm) + ACep . T In(Ta/T) - ACp (Ta — T)

b) Kalorimetrische Mefigréfen
dH/dt = mp.cp,»(T). r
Ve (T) atTy

Cp,s - Ll e

Vs (T) mr

cp,p (T)

dH/dt [J/s]

Leistung
me [g] = Masse des Proteins in der Reaktionzelle

cp,p [J/(g.Grad)] = partielle spezifische Wirmekapazitdt des
Proteins

cp,s [J/(g.Grad)] = partielle spezifische Warmekapazitdt des

Puffers
Ve, Vs [cm®/g] = partielle spezifische Volumina von Protein
und Puffer
A(T) [J/Grad] = Signaldifferenz zwischen Proben- und Refe-
renzkurve
r [grad/s] = Heizrate

nannte Umwandlungstemperatur, die sich auf 50% Auffaltung des Proteins,

also die halbe Fliche des Umwandlungspeaks, bezieht.
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Abbildung (1): Schematische Umwandlungskurve fir die Auffaltung eines
teins (2]

Abbildung (2):

Temperature

Mepzellen des adiabatischen Mikrokalorimeters DASM 1

Pro-—-
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Wie kann man eine solche Messung der Wirmekapazitit als Funktion der
Temperatur realisieren?

In der nichsten Abbildung Abb. (2) ist der Aufbau eines fiir Messungen
an biologischen Makromolekiilen optimierten adiabatischen Wirmekapazitits—
mikrokalorimeters dargestellt. Genaue Wirmekapazititsmessungen haben immer
zum wichtigen Repertoire physikalischer Meptechniken gehért, aber diese
Messungen wurden fiir biologische Makromolekiile erst nach der Konstruktion

von fiir hochverdiinnte Ldsungen einsetzbaren Mikrokalorimetern mdéglich.

Das Mikrokalorimeter DASM 1 besteht aus zwei physikalisch identischen
MePzellen von 1 ml Volumen, die als Mef- und Referenzzelle dienen. Sie sind

vom Wirmeaustausch mit der Umgebung durch zwel adiabatische Schirme abgesi-

chert. Die Messung der ExzeBenergie erfolgt nach dem Kompensationsprinzip.
MeB~ und Referenzzelle werden mit demselben Strom aufgeheizt und zeigen
dieselben Aufheizgeschwindigkeiten, solange in der MeBzelle das Protein
sich nicht verindert. Wird aber bei einer bestimmten Temperatur in der
MeBzelle eine energieabsorbierende Strukturumwandlung induziert, so wird in
der Mepzelle ein Teil der Heizenergie nicht mehr zur Temperaturerhdhung
sondern fiir diese Reaktion verbraucht. Dadurch erhdht sich die Temperatur
der MePzelle langsamer als die der Referenzzelle, und es entsteht:eine
Temperaturdifferenz zwischen den Zellen. Dieses Signal wird dazu benutzt,
um mit einem elektronischen Regelsystem zus&tzliche Heizenergie in die
MeBzelle einzufiihren, um die Temperaturdifferenz auf "Null" zu bringen.

Mit dem Mikrokalorimeter koénnen Wirmemengen in der GroéBenordnung
1/100 000 cal gemessen werden. Das Geridt ist an einen Computer angeschlos—
sen, sodé.B Berechnungen der Energiewerte und Kurvenanalysen schnell ausge-
fithrt werden koénnen.

Verlassen wir jetzt die technischen Aspekte und wenden uns den Proble-
men zu, die fiir die Korrelation ven strukturellen und energetischen Para—

metern geldst werden miissen.



644 RENNER et al.: PUNKTMUTATIONEN UND PROTEINSTABILITAT

In Tabelle (2) sind die wichtigsten Faktoren zusammengestellt, die die
Stabilitit eines Proteins beeinflussen koénnen. Die gquantitative Kenntnis
ihrer Beitrdge zur Gesamtstabilitit ist notwendig, um ein besseres Ver-

stdndnis der physikalischen Grundlagen der Proteinstabilitit zu gewinnen.

Tabelle (2): Zusammenstellung der wichtigsten fiir die Stabilitit von Pro-—

teinen verantwortliclien Faktoren

1.) DISULFIDBRUCKEN

2.) LADUNGEN

3.) HYDROPHOBIZITAT

4.) HYDRATATION

5.) PROLINKONFIGURATION

6.) LIGANDEN

7.) STABILISIERENDE UND DENATURIERENDE AGENTIEN (GLYCERIN,
ZUCKER, HARNSTOFF, GUANIDIN HCL)

8.) DIPOLMOMENTE

Um zum heutigen Zeitpunkt eine Chance fiir die Beantwortung dieser
Fragen zu haben, soliten die Proteine, die man zur Untersuchung auswihit,

bestimmte Kriterien erfiillen. Sie sollten méglichst vollstindig biochemisch

und physikalisch~-chemisch charakterisiert sein, wozu wesentlich eine
genaue Kenntnis der Tertiir— und Quartidrstruktur und der potentiellen
Wechselwirkungen gehdrt. Weiter sollten die Proteine mit den zur Verfiigung
stehenden theoretischen Methoden wie z.B. "Molecular Dynamics Rechnungen”,
erfaBbar sein.

Geeignete Modellproteine nach diesen Kriterien sind der Trypsin Inhi-
bitor "BPTI" und das sogenannte "ROP" Protein. Einige wichtige Charakteri-

stika sind in Abb. (3) zusammengefaft.
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BPTI ROP
58 AMINOSAUREN, M=6500 63 AMINOSAUREN, M=7148
GLOBULAR, KOMPAKT; MONOMER, =100% o~HELICAL; MONOMER BESTEHT
3-S-S—-BRUCKEN AUS 2 o—-HELICES; IN LOSUNG DIMER
TERTIARSTRUKTUR

RONTGEN- UND NEUTRONENMESSUNGEN, RONTGENMESSUNGEN 1.7A AUFLOSUNG
1.0-1.5 A AUFLOSUNG

MOLECULAR DYNAMICS RECHNUNGEN

NMR-DATEN BEKANNT

CHEMISCHE MODIFIKATIONEN MOGLICH FULLE VON MUTANTEN VORHANDEN
GEN KURZLICH KLONIERT
FUNKTION

PROTEASEINHIBITOR MIT HOHER REGULATION VON PLASMID KOPIENZAHL
AFFINITAT

Abbildung (3): Charakteristische Parameter von BPTI und ROP

Bleiben wir zundchst bei BPTI. In Abb. (4) ist die Primérstruktur

dargestellt.

Abbildung (4): Primirstruktur von BPTI
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Das niichste Bild Abb. (8) zeigt die dreidimensionale Struktur von BPTI.

Abbildung (5): Tertidrstruktur von BPTI

Diese Tertidrstruktur ist so stabil, daf man BPTI bei pH = 1 bis 100°C
aufheizen mup, um die Struktur zu zerstiren. Die Auffaltung ist reversi-
bel; wenn man die Temperatur erniedrigt, bildet sich die native Struktur
zuriick.

Typische Mefkurven fiir die Wiarmekapazitdt als Funktion der Temperatur

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

Integriert man die Kurven und trdgt die Enthalpiewerte als Funktion der
Umwandlungstemperatur Ty auf, so erhdlt man ein fiir Proteindenaturierung

ungewdhnliches Bild, das in Abb. (7) dargestellt ist.
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Abbildung (6): Temperaturabhiingigkeit der Wirmekapazitit von BPTI-Losungen
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Abbildung (7): Temperaturabhingigkeit der Auffaltungsenthalpie von nativem
BPTI [3]
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Es ergibt sich né&mlich eine praktisch temperaturunabhingige Auffal-
tungsenthalpie von ca. 290 kJ/Mol.

Wer noch nichts mit Proteinen zu tun hatte, wird zu Recht fragen: Was
ist daran so ungewdhnlich? Das ist die Normalsituation bei Reaktionen
zwischen kleinen Molekiilen, wo gewdhnlich die Wirmekapazitidten von Anfangs—
und Endprodukten sehr dhnlich sind. Nach dem Kirchhoff'schen Satz d AH/dAT
'—'Acp ist die Reaktionsenthalpie dann notwendigerweise temperaturunabhin-
gig.

Dieses Ergebnis einer temperaturunabhédngigen Auffaltungsenthalpie ist
deshalb so bemerkenswert, weil Proteine Makromolekiile sind wund im allge—
meinenen eine starke Abhdngigkeit der Stabilisierungsenthalpie von der
Temperatur zeigen. Einige charakteristische Werte sind in Tabelle (3)
zusammengestellt.

Fiir Lysozym, ein kleines globulires Protein mit einem Molekulargewicht
von 14600, wurde eine Temperaturabhiingigkeit der Stabilisierungsenthalpie
von -6.7 kJ/(Mol-Grad) bestimmt, d.h. mit jedem Grad, um das sich die
Umwandlungstemperatur erhéht, wird die Stabilisierungsenthalpie um

6.7 kJ/Mol stidrker exotherm.

Dieser Wert ist repridsentativ fiir eine ganze Klasse von globuléren
Proteinen, die verschwindend kleine Wirmekapazitidtsinderung bei der Auffal-
tung von BPTI ist dagegen untypisch.

Nun ist natiirlich nicht die Enthalpie A H das Kriterium fiir die Stabi-
litit eines Makromolekiils in Lésung sondern die freie Enthalpie A'G.

Berechnet man A G mit den aus den Warmekapazititsmessungen gewonnenen

Daten, so ergibt sich fiir BPTI bei pH = 3 ein AG = -51 kJ/Mol. Vergleicht

man diesen Wert mit der Energie, die fiir die Spaltung eines Mols Hy Mole~
kiile in Atome notwendig ist, 436 kJ/Mol, so hat man einen klaren Hinweis

fiir die Labilitit von Proteinen.
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Tabelle (3): Wirmekapazititsinderungen bei Auffaltungsreaktionen globuldrer
Proteine [4]

Protein Acp pH
kJ/Mol.K

L—-Arabinose-binding 13.2 7.4
protein (E.coli)

Chymotrypsinogen 14.0 4.0
Lysozym ’ 6.7 4.0
Ovalbumin 11.3 7.0
Papain 13.7 3.8
Parvalbumin (ohne Ca2¥) 4.6 7.0
Pesinogen é5.5 6.0
Ribonuclease 8.7 7.0
BPTI 0.1

Diese Tatasache wird noch deutlicher, wenn man die freien Enthalpien
fiir verschiedene Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten ver-
gleicht Tabelle (4). Eine andere Uberlegung beleuchtet die charakteristi-
sche Stabilitidtssituation des marginalen Gleichgewichtes bei Proteinen.
Nehmen wir das Beispiel von Chymotrypsin mit einem AG-Wert von
50 kJ/25000 g. Pro Aminosdure ergibt das einen Wert von 50000/243 =
205 J/AA, d.h. dieser Wert liegt unter der thermischen Energie RT. Proteine

kénnen also nur Tertidrstrukturen ausbilden, weil die Reaktion hochkoopera—

tiv verlduft.
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Tabelle (4): Freie Stabilisierungsenthalpien globulirer Proteine [4]

Protein AGg¢ T pH
kJ/Mol

a—-Chymotrypsin 49.6 25 4.0

Cytochrom bg 21.0 25 7.4

Lysozym 60.7 25 7.0

Metmyoglobin 50.2 25 10.0

Tryptophan Synthase 49.0 25 7.8

(a~Untereinheit)

BPTI 51.7 25 3.0

Was sind nun die molekularen physikalischen Griinde fiir die relativ zu
anderen Proteinen hohe Stabilisierungsenthalpie von BPTI. Untersucht man
die stabilisierenden Wechselwirkungen 2z. B. wie es in der Réntgenstruktur-
analyse tiblich ist durch Abzihlen der HY-Briicken und hydrophoben Kontakte,
so stellt man fest, dap BPTI sogar unterdurchschnittlich wenige HY-Briicken
pro g aufweist und auch nur eine normale oder sogar niedrige Anzahl von
hydrophoben Kontakten besetzt. Da beide Zahlen im allgemeinen als ein MaP
fiir die Thermostabilitdt angesehen werden, widre auf Grund dieser, wie man
betonen muf, rein strukturellen Kriterien nur eine niedrige Stabilitit zu
erwarten.

Genau das Gegenteil ist der Fall. Welche Welchselwirkungen bewirken
also die hohe relative Stabilitdt von BPTI? In diesem Zusammenhang miissen
wir uns daran erinnern, daf das kleine Protein durch 3 Disulfidbriicken hoch

vernetzt ist, wie in Abb. (5) zu sehen ist.
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Wie kénnen diese Vernetzungen zur Stabilitdt beitragen? Prinzipiell
gibt es offenbar 2 Mdglichkeiten:

1.) Der hohe Vernetzungsgrad kann die Kontakte zwischen den Aminosiuren
verbessern, so daB hoéhere Wechselwirkungsenergien (Dispersionskrifte
proportional r=6) auftreten.

2.} Der Vernetzungsgrad kann die Konfigurationsentropie des aufgefalteten
Zustandes so erniedrigen , dap der Entropiegewinn bei der Auffaltung klei-
ner ist als bel nicht vernetzten Proteinen. Beide Effekte fiihren zu hdherer
Stabilitét.

Betrachten  wir zunichst die Verringerung des Konfigurationsentropie-
gewinnes bei der Auffaltung. Fiir eine ganze Serie von Proteinen ist die
spezifische Entropiednderung ca. 0.149 J/(g.K) [5]. Aus unseren Messungen
ergibt sich fiir BPTI AS = 0.123 J/(g.K), also ein um 0.026 J/(g-K)} kleine-
rer Wert. Dieser Wert stimmt ausgezeichnet mit Berechnungen von Poland und
Scheraga [6] iiber den Konfigurationsentropieverlust vernetzter Ringe {liber—
ein. Pro Aminosdurerest liefern die Berechnungen einen Entropieverlust von
~2.7 J/{Aminosdure-K), widhrend unsere Messung -2.9 J/(Aminosdure-K) ergibt.

Der 2. mogliche Faktor fiir die hohe spezifische Stabilitdt von BPTI ist
die Verbesserung der Wechselwirkungsenergien durch Verringerung der Abstin-
de im Gefoige der Vernetzung. Wenn dieser Effekt wirklich auftritt, sollte
er sich experimentell nachpriifen lassen, ndmlich z. B. durch Offnen einer
Disulfidbriicke oder durch Spaltung einer anderen kovalenten Bindung unter
Beibehaltung der 3 Disulfidbriicken. Entsprechende Untersuchungen sind mit
in den Positionen 14,38 carboxamidiertem oder carboxymethyliertem BPTI
durchgefiihrt worden. Abb. (8) zeigt ein Energiediagramm dieser modifizier—
ten Proteine.

Man erkennt eindeutig eine starke Reduktion sowohl der freien Enthal-
pie- wie auch der Enthalpiewerte. Damit ist ganz eindeutig die landldufige

These widerlegt, dap Vernetzungen sich nur auf die Entropie auswirken.
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Abbildung (8): Thermodynamische Parameter von nativem und modifiziertem
BPTI

Einen quantitativ fast identischen Effekt erzielt man, wenn man die kova-

lente Bindung zwischen C 15 und C 16 spaltet, ohne die Disulfidbriicken zu

veréndern.
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Bis jetzt haben wir nur von einer Erniedrigung der Stabilisierungs-
energie durch Verdnderung des Vernetzungsgrades gesprochen. Gibt es auch
Méglichkeiten zu einer Stabilisierung ohne den Vernetzungsgrad zu #ndern?

Ein Ansatzpunkt kénnte aus folgendem experimentellen Befund resultie-
ren. Man hat aus vergleichenden Untersuchungen thermophiler und mesophiler
LDH herausgefunden, dap das thermophile Enzym relativ zum mesophilen Enzym
eine groBere Anzahl von Argininen besitzt [7]. Wenn diese Tatsache wirklich
ein Grund fiir die h6here Thermostabilitit ist, dann miiBte BPTI bei Umwand-
lung der Lysine in Homoarginine stabiler werden.

Die ersten Untersuchungen zeigen jedoch, daB dieser fiir LDH richtige

Befund nicht verallgemeinert werden kann.

7usammenfassend kann man aus diesen Untersuchungen an BPTI ableiten,
dap Vernetzungen in zweierlei Art stabilisierend wirken koénnen. 1.) Sie
kénnen die Wechselwirkungen verbessern und 2.) sie verringern den Konfigu-
rationsentropiegewinn bei der Auffaltung. Als 3. Ergebnis kann man sagen,
dap Einfiihrung von Guanidinstrukturen an der Oberflache eines Proteins

nicht notwendigerweise zu einer Erhdhung von AH fithrt.

Die bisherigen Untersuchungen zum Einflup von Aminosiuremodifikation
auf die Stabilitdt von Proteinen stiitzten sich auf ein chemisch modifizier—
tes Protein. Diese Art der Sequenzveridnderung ist normalerweise auf wenige,
auPergewshnlich stabile Proteine beschridnkt. Ein weit groperes Spektrum von
Aminosdureverinderungen lipt sich mit den modernen Methoden des "genetic
engineering" erzielen. Diesen Weg haben wir in Zusammenarbeit mit Dr.
Cesareni (Universitdt Rom) beim sogenannten "ROP" Protein gewdhlt. Ein
Ausschnitt aus den vielfiltigen Moglichkeiten der Aminosiureaustausche ist
in Abb. (9) angedeutet.

ROP besteht aus 2 oa—Helices, die durch eine Briicke von 5 Aminosduren

(Asp30-Glu34) verbunden sind. In Losung liegt ROP als dimeres Molekiil vor,
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Abbildung (9): Primirstruktur von ROP Protein und Mutanten [8]

wie in Abb. (10) wiedergegeben ist. ROP ist also ein Prototyp eines durch
intermolekulare, nicht kovalente Wechselwirkungen stabilisierten Proteins.

Es ist offensichtlich, daR mit Hilfe der Mutanten dieses Proteins eine
grofe Anzahl definierter Fragen nach dem Einflup spezifischer Aminosiduren

auf Struktur und Stabilitit von Proteinen beantwortet werden kdnnen.

Die Struktur von ROP ist bis zu einer Auflésung von 1.7 A bekannt
{9]. Bei dieser Auflésung sind auch die fest gebundenen HoO Molekiile iden-
tifizierbar. Damit besteht die Hoffnung, dap im Rahmen zukiinftiger Untersu-
chungen eine Korrelation von Energieparametern zu réntgenographisch erfap-

baren Strukturinderungen méglich ist.
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Abbildung (10): Struktur des ROP Dimeren

Wir wollen in diesem Zusammenhang nur zwei Ergebnisse andeuten , die
hinsichtlich der Topologie der Proteinfaltung von erheblicher Bedeutung
sind. Es ist bis jetzt keineswegs gekldrt, welchen Beitrag zur Stabilitit
die oft scheinbar strukturlosen Aminosiurebereiche zwischen z.B. helikalen
Sekundédrstrukturbereichen in einem Protein leisten. Zur Klérung dieser
Frage haben wir zwei ROP Mutanten untersucht, die sich von nativem Pro-
tein folgendermaPen unterscheiden: Bei der Mutante RM6 sind die 5 Amino-
sduren, die die beiden a—i—lelices verbinden, nicht mehr vorhanden; in der

anderen Mutante sind 2 zusitzliche Aminosduren eingefiihrt.
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Die beiden vorldufigen Ergebnisse sind folgende: Fehlen die 5 verbin-
denden Aminosduren, so reduziert sich die Auffaltungsenthalpie von 612
kJ/Mol auf 424 kJ/Mol. Eine Verldngerung der 5 Aminhosiuren im Verbindungs-
stiick auf 7 Aminosiduren durch Einfiihrung von 2 Ala erhéht die Auffaltungs-—
temperatur nicht, reduziert aber die Stabilisierungsenthalpie um ca.
50 kJ/Mol. Auperdem lassen sich starke Verdtnderungen in den zirkular-
dichroitischen Spektren nachweisen, die auf eine Strukturidnderung in den
helikalen Bereichen der mutierten Proteine hindeuten oder eine Modifikation
der Wechselwirkungen des in LOsung vorhandenen Dimeren reflektieren.

Mit diesen wenigen Beispielen fiir unsere ersten Versuche, eine Korre-
lation zwischen Stabilititsparametern und strukturellen Anderungen bei
Proteinen, die in definierter Weise durch genetische oder chemische ’Modifi-
kation veridndert wurden, herzustellen méchte ich diese Ubersicht schliefen.
Offensichtlich miissen noch eine Vielzahl an thermodynamischen, $pektrosko-—
pischen und kinetischen Messungen ausgefitihrt werden, um eine quantitative,
prognostisch im Rahmen von "protein design" verwendbare Basis fiir eine

Energie-Struktur—Funktionskorrelation zu schaffen.
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Zusammenfassung ~ Eine charakteristische Eigenschaft von
Proteinen ist die marginale Stabilitit der Sekundir- und Ter-
tiarstrukturen. Deshalb ist es moglich, durch Austausch ein-
zelner Aminosauren messbare Stabilititsinderungen hervorzu-
rufen., Eine der besten Methoden zur Bestimmung der thermody-
namischen Stabilitatsparameter ist die Warmekapazititsmikro-
kalorimetrie. Im vorliégenden Artikel werden die methodischen
Grundlagen dieses Messverfahrens kurz beschrieben. Das Haupt-
gewicht liegt jedoch auf der Bestimmung der Beitrage der ko-
valenten und nicht—kqvalentén Wechselwirkungen zur Gesamtsta-
bilitat von Proteinen., Am Beispiel von zwei biochemisch und
biophysikalisch gut charakterisierten Proteinen, dem pankrea-
tischen Trypsin Inhibitor /BPTI/ und /ROP/, werden die Grun-
dideen der Separation der energetischen Einzelbeitige disku-
tiert.

Peawme — [[pOTeHHH XapaKTepPU3YWTCA He3HATHTEALHOH yerofiuuBOCTED
BropHuHOf M TpeTHuHO# CTPYKTYPH, UTO AelaeT HX WyBCTBATEIbHH-
MH K BOSMYHOHHAM, BHSBAHHHME OOMEHOM TONBKO OAHOX BMUHOKHCJIO-
TH, OLEMM ¥W3 OaMHX Xy4YIHX METOXOB ONDeREeNeHHA THNHYHHX Napa-
M@TPOB #X TEPMOAHHAMHEYECKOHR yCTOAUHBOCTRE ABAAETCA BHCOKOUYB-
oTPETENbHAS CKeHNPYVENAR MEKPOKANOPHMETPHA. B CTaThe ONMHCHBAWT—
08 HEKOTODHE OCHOBHHE M@TOZONOrMYeCKHE ACHEKTH 3TOTO MeTOXLa.
OgxHaKo, riapB0e BHEMAHAE YXEJ6HO KOANTEeCTBEHHOMY ONpeleleHU
KOBaNeETHKX ¥ HEKOPAJXGHTHHX BKIAJOB B oO0myn cTabuiABHOCTHL NpPO-
renion, QOmee Joraveckoe OGOCHOBAHHE 9TOr'0 METOa NOKA3aHO Ha
OpEMepe RBPYX XOPOmO H3yUYEeHHHX NPOTEHHOB: MHTHOHTOP TPHNCHHA
BPTT m ROP .



