
Untersuchungen iiber die Ursachen der Faltung von 
Proteinketten (NobeEVortrag)[**] 

Von Christian B. Anfinsen"] 

Das Telegramm, das ich von der Koniglich-Schwedischen 
Akademie der Wissenschaften erhielt, enviihnt besonders: 
,,... Untersuchungen uber Ribonuclease, insbesondere den 
Zusammenhang zwischen Aminosauresequenz und b i o b  
gisch aktiver Konformation ...". Die Arbeiten, die meine 
Kollegen und ich uber das Wesen des Vorganges ausgefuhrt 
haben, der die Faltung von Polypeptidketten zur einzig 
sinnvollen dreidimensionalen Struktur der Proteine steuert, 
wurden tatsachlich stark von Beobachtungen am Ribonu- 
clease-Molekul beeinfluat. Viele andere, so etwa Anson und 
Mirsky"' in den dreiDiger sowie Lumry und in 
den funfziger Jahren, hatten die Reversibilitat der Denatu- 
rierung von Proteinen beobachtet und diskutiert. Die wirk- 
liche Eleganz dieses Vorgangs, einer Konsequenz der natur- 
lichen Selektion, wurde jedoch erst durch die Arbeiten 
an der Ribonuclease klar, denn die Ruckfaltung dieses 
Molekuls ndch voller Denaturierung durch reduktive Spal- 
tung seiner vier Disulfidbriicken (Abb. 1) erfordert, da13 
nur eine der 105 Paarungsmoglichkeiten von acht Thiol- 
gruppen zu vier Disulfidbrucken zum Zuge kommt. Die 
urspriinglichen Beobachtungen, die zu diesem SchluB fuhr- 
ten, wurden zusammen mit meinen Kollegen Michael Sda 
und Fred White 1956-1957gerna~ht[~~. Diese Untersuchun- 
gen waren in Wirklichkeit der Anfang einer langen Reihe 
von Arbeiten, die in zunachst noch ziemlich vager Form 
iiuf die Totalsynthese des Proteins hinzielten. Wie wir alle 
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wissen, haben inzwischen Gutte und Merrifirld['' am Rok- 
kefeller Institute sowie Ralph Hirschman und seine Kolle- 
gen am Merck Research Instituterx1 diese monumentale 
Aufgabe bewaltigt. 
Die Arbeiten uber die Renaturierung von vollig denaturier- 
ter Ribonuclease erforderten viele zusatzliche Untersu- 
chungen19- '*I, bis schliel3lich die Allgemeingultigkeit der 
Hypothese feststand, die wir gelegentlich[' 3 l  die ,,thermo- 
dynamische Hypothese" genannt haben. Diese Hypothese 
- beinahe eine von selbst einleuchtende Wahrheit, wenn 
man sich uberlegt, wie Zcllen organisiert sein konnten 
- -  behauptet, daB die dreidimensionale Struktur eines nati- 
ven Proteins in seinem normalen physiologischen Milieu 
(Losungsmittel, pH-Wert, Ionenstarke, Gegenwart anderer 
Komponenten wie etwa Metall-Ionen oder prosthetische 
Gruppen, Temperatur usw.) diejenige ist, in welcher die 
Gibbssche freie Energie des gesaniten Systems am niedrig- 
sten ist ; d. h., daf3 die native Konformation von der Gesamt- 
heit der interatomaren Wechselwirkungen und infolgedes- 
sen von der Aminosauresequenz in einem yegebenen Milieu 
bestimmt wird. Diese Idee betont die Tatsache, daB wie 
bei der naturlichen Selektion durch die ,,Planung" von 
Makromolekiilen wahrend der Evolution ein Proteinmole 
kul nur d a m  eine stabile, sinnvolle Struktur annimrnt, 
wenn es sich unter ahnlichen Redingungcn wie dcnjenigen 
befindet, fur die es ausgewiihlt wurde - im sogenannten 
physiologischen Zustand. 
Nachdem wir mehrere Jahre an der Ribonuclease gearbei- 
tet hatten, wurde es uns ebenso wie vielen anderen a d  
dem Gebiet der Proteinkonformation TPtigen klar, daB 
Proteine ohne behindernde Disulfidbrucken oder andere 
kovalente Quervernetzungen bessere Modelle fur die Un- 
tersuchung vonThermodynamik und Kinetik der Keimbil- 
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Abb. I .  Die Aminosauresequenz von Rinderpankreas-Ribonuclease [3-51. 

dung und der sich anschlieI3enden Vorgange der Polypep- 
tidketten-Faltung darstellten. Vieles von dem, was ich im 
folgenden mitteilen werde, betrifft Arbeiten uber die flexible 
und daher besser zu untersuchende Nuclease aus Staphylo- 
C O C C M S .  Aber ich mochte zunachst iiber einige der alteren 
und grundlegenden Experimente mil der Rinderpankreas- 
Ribonuclease selbst berichten. 

Hinweise fur die Richtigkeit der 
,,thermodynamischen Hypothese“ 

Ein Versuch im Zusammenhang mit der Ubertragung der 
Information der linearen Aminosauresequenz in die native 
Konformation, der uns besonders befriedigte, betraf die 
Umlagerung der ungeordneten (,,scrambled“) Ribonucle- 
ase[”]. Wenn man das vollig reduzierte Protein mit seinen 
acht Thiolgruppen unter denaturierenden Bedingungen wie 
in einer 8 M Hamstoftlosung reoxidieren la& bekommt 
man ein Gemisch, das viele oder sogar alle der moglichen 
105 Disulfidbriicken-Isomeren enthalt (schematische Dar- 
stellung rechts unten in Abb. 2). Dieses Gemisch ist im 
wesentlichen inaktiv ~ es besitzt nur ungefihr 1 % der 
Aktivitat des nativen Enzyms. Wenn man den Harnstoff 
entfernt und das ungeordnete Protein einer kleinen Menge 
von thiolgruppen-haltigen Reagentien, wie etwa Mercap- 
toathanol, aussetzt, findet ein Disulfidbriicken-Austausch 
statt, und schlieRlich geht die Mischung in ein homogenes 
Produkt iiber, das man von nativer Ribonuclease nicht 

unterscheiden kann. Dieser Vorgang wird ausschliel3lich 
durch die freie Energie der Konformation getrieben, die 
beim Ubergang des Proteins in die stabile, native Struktur 

Abb. 2. Schematische Darstellung der reduktiven Denaturierung eines 
durch Disulfidbruckm vernetzten Roteins in 8 M Harnstoff mit Mercap 
toathanol in vitro. Die Umwandlung der gestreckten, denaturierten Form 
in eine Reihe von statistisch qucrvernetzten, ungeordneten Isomercn 
wird rcchts unten gezeigt. 

gewonnen wird. Nebenher sprachen diese Versuche auch 
gegen die Notwendigkeit, daR sich die Polypeptidkette 
wahrend ihrer Verlangerung bei der Biosynthese vom Ami- 
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no- zum Carboxyende fortschreitend faltet. Dem ungeord- 
neten Protein scheinen die verschiedenartigen RegelmaBig- 
keiten in der Struktur im wesentlichen zu fehlen, die ein 
natives Molekiil kennzeichnen. 
Ein storendes Moment in der Kinetik der soeben beschrie- 
benen Renaturierung (,,unscrambling") der Ribonuclease 
war die Langsamkeit dieses Prozesses, der haufig Stunden 
beanspruchte["]. Es war bekannt, daD die Synthese einer 
Proteinkette von der Lange der Ribonuclease (124 Amino- 
saurereste) im Gewebe eines hoheren Organismus ungefahr 
2 Minuten dauert[I4. Die Diskrepanz zwischen den 
Geschwindigkeiten in vitro und in vivo fuhrte zur Entdek- 
kung eines Enzymsystems im endoplasmatkchen Reticu- 
lum (besonders in solchen Zellen, die rnit der Sekretion 
von extrazellularen, Disulfidbrucken enthaltenden Prote- 
inen zu tun haben), das den Disulfidbruckenaustausch ka- 
talysiert und das, wenn man es zu Losungen von reduzierter 
Ribonuclease oder von Proteinen mit statistisch geknupften 
Disulfidbriicken gibt, die schnelle Bildung der richtigen, 
nativen Disulfidpaarung in weniger als den fur die Protein- 
biosynthese benotigten 2 Minuten bewirktrl 6 ,  ''1. Die so- 
eben erwahnte Diskrepanz in den Geschwindigkeiten hatte 
bei der Faltung von nicht quervernetzten Strukturen nicht 
beobachtet werden konnen, und, wie spater ausgefuhrt 
werden wird, konnen solche beweglichen Proteine wie die 
Staphylococcus-Nuclease oder Myoglobin in einigen Zehn- 
telsekunden oder noch weniger vollig renaturiert werden. 

muD im aktiven Enzym einer in der SH-Form vorlie- 
gen["* ''1. Es scheint in einer rein statistischen Weise umla- 
gernd zu wirken. Ein Protein, dessen Disulfidbrucken weit- 
gehend gelost und falsch zuruckgebildet worden waren, 
braucht daher nur dem Enzym ausgesetzt zu werden (wobei 
der essentielle Halbcystinrest in der vorreduzierten Form 
vorliegen muD), und es werden solange Disulfidbrucken 
ausgetauscht, bis die native Form des Proteinsubstrats 
erreicht ist. Wahrscheinlich werden Disulfidbindungen, die 
gegeniiber dem Losungsmittel exponiert sind oder andere 
thermodynamisch ungiinstige Stellungen einnehmen, stan- 
dig gelost und nach und nach durch giinstigere Halbcystin- 
paarungen ersetzt, bis das Enzym aus raumlichen Griinden 
oder wcil die freie Encrgie durch Konformationsanderung 
nicht weiter verringert werden kann, nicht Ianger mit den 
Disulfidbindungen in Kontakt kommt. Modelluntersu- 
chungen an Ribonuclease-Derivaten hatten gezeigt, daD 
bei Storung der genetischen Information, d. h. der linearen 
Sequenz des Proteins, durch Kettenabbruch oder durch 
Deletionen von Aminosauren an verschiedenen Punkten 
das zugefugte Disulfidaustausch-Enzym im Laufe seiner 
,,Sondierung" diese thermodynamische Instabilitat ent- 
deckt und eine rein statistische Kombination der Disulfid- 
briicken bewirkt, wobei sich ein inaktives, quervernetztes 
Gefige aus Ketten und Kettenfragmenten bildet (z. B.[201). 
Bei den natiirlich vorkommenden Proteinen Insulin und 
Chymotrypsin induzierte das Enzym tatsachlich solch ei- 
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Abb. 3. Die Struktur von Schweine-Proinsulin (R. E .  Chance, R .  M .  

Bei den folgenden Versuchen diente das Disulfidaustausch- 
Enzym zur Priifung der thermodynamischen Stabilitat von 
Proteinen mit Disulfidbriicken. Das Enzym hat ein Mole- 
kulargewicht von 42000; von seinen drei Halbcystinresten 

Ellis und W W Bromer, Science 161, 165 (1968)). 

nen statistischen Austausch von Disulfidbrucken~211. Chy- 
motrypsin enthalt drei durch Disulfidbrucken verbundene 
Ketten; es leitet sich bekanntlich von einem einkettigen 
Vorlaufer, dem Chymotrypsinogen, durch Ausschneiden 
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von zwei inneren Abschnitten der Sequenz ab. Splter zeig- 
ten Steiner und seine Kollegen in eleganten Untersuchun- 
gen, daB sich Insulin ebenfalls von einem einkettigen Vor- 
laufer,dem Proinsulin (Abb. 3), ableitet, das in die Zweiket- 
tenform, in der wir das aktive Hormon normalerweise 
finden, durch Herausspalten eines Abschnitts aus dfr Mitte 
des Proinsulinstranges nach Bildung der drei Disulfidbriik- 
ken ubergehtr2*]. Im Gegensatz d a m  werden die mehrketti- 
gen lmmunglobuline nicht von dem Enzym inaktiviert, 
da sie als normale Produkte der Disulfidbriickenbindung 
von vier vorher gebildeten Polypeptidketten bereits eine 
geordnete Konformation besitzen. 

Voraussetzungen fur die richtige 
Faltung von Polypeptidketten 

Die oben dargelegten Ergebnisse der Untersuchungen mit 
dem Disulfidbriickenaustausch-Enzym lieBen annehmen, 
dal3 eine richtige und sinnvolle Translation der genetischen 
Information bei einem bestimmten Protein nicht mehr 
moglich ist, wenn die lineare Information durch Deletion 
von Aminosaureresten verfalscht ist. Wie jedoch bei den 
meisten Regeln, gibt es auch hier viele Ausnahmen. Erstens 
wurde bei einer Reihe von Proteinen gezeigt, daO sie nach 
Kiirzung am Amino- oder Carboxyende unter Disulfid- 
briickenspaltung und -wiederschliel3ung reversibel denatu- 
rieren konnen1231. Andere konnen in ~ w e i [ * ~ -  261 oder sogar 
drei Fragmente gespalten werden, die, ohne in Losung 

ase S (RNase S), die aus einem 20-Reste-Fragment des 
aminoterminalen Endes bcsteht, das durch eine Vielzahl 
nicht-kovalenter Wechselwirkungen an den Rest des Mole- 
kuls gebunden ist, der aus 104 Aminosaureresten mit allen 
vier Disulfidbrucken besteht. Die Arbeiten von Wyckofi 
Richards und ihren Mitarbeitern iiber die dreidimensionale 
Struktur dieses Zweifragment-Komplexes[27] und iiber die 
Identifizierung vieler der fur die Komplementation wesent- 
lichen Aminosaureseitenketten gehoren inzwischen zu den 
klassischen Untersuchungen. Dasselbe gilt auch fur die 
Arbeiten von Hofmann[28j und ScofSone'2yl sowie ihren 
Kollegen iiber die halbsynthetischen Analogen dieses En- 
zymderivats. Arbeiten in unserem L a b ~ r a t o r i u m [ ~ " ~  zeig- 
ten, dal3 das 20-Reste-Fragment des RNase-S-Peptids ohne 
Verlust der enzymatischen Aktivitat oder seiner Stabilittit 
in Losung am Carboxyende um funf Reste verkiirzt werdm 
kann. 
Andere Beispiele der Bewahrung eines ,,Gedachtnisses" 
fur die native Struktur sind bei komplexierenden Fragmen- 
ten des Staphylococcusnuclease-Molekuls gefunden wor- 
den[25, 311.  Dieses von Calcium-Ionen abhangige, RNA und 
DNA spaltende Enzym (Abb. 4) besteht aus 149 AminosPu- 
ren und enthalt weder Disulfidbriicken noch Thiolgrup- 

331. Obwohl es in Losung eine beachtliche Flexibili- 
tat zeigt, wie man am leichten Austausch labiler Wasser- 
stoffatome ausdem Inneren des Molekiils mit dem Wasser- 
stoff des Losungsmittels ~ i e h t [ ~ ~ ' ,  weicht zu jedem Zeit- 
punkt nur ein sehr kleiner Bruchteil der gesamten Popula- 
tion von der intakten nativen Konformdtion (,,Format") 
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Abh. 4. Die kovalente Struktur der haufigsten cxtrazellularen Nuclease BUS Sinphylococcus uureus [32, 331. 

erkennbare Strukturen aufzuweisen, unter Bildung nicht- 
kovalenter Bindungen rekombinieren und biologisch akti- 
ve Strukturen mit physikalischen Eigenschaften ergeben, 
die denen des ursprunglichen Proteinmolekuls sehr ahnlich 
sind. Richards und seine K ~ l l e g e n [ ~ ~ ]  entdeckten das erste 
dieser rekombinierenden Systeme, namlich die Ribonucle- 

ab. Spektrale und hydrodynamische Messungen zeigen bis 
zu ungefihr 55 "C eine Homogenitat in Losung und eine 
bemerkenswerte Stabilitat. Das Protein ist sowohl gegen 
Wasserstoffa~stausch[~~J als auch gegen Hydrolyse durch 
proteolytische sehr gut stabilisiert, wenn Cal- 
cium-Ionen und der inhibierende Ligand 3',5'-Thymidindi- 
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phosphat (pdTp) zugegeben werden. Beispielsweise spaltet 
Trypsin unter diesen Bedingungen an nur sehr wenigen 
Stellen - am lockeren arninoterminalen Teil der Kette 
uiid an einer Schleife von Resten, die laut Rontgen-Struk- 
turanalyse aus dem Molekul hervorstehen. Die Spaltung 
erfolgt zwischen den Lysinresten 5 und 6 sowie in der 
Sequenz Pro-Lys-Lys-Gly (Rest 47 bis 50) zwischen den 
Resten 48 und 49 oder 49 und 50[251. Die resultierenden 
Bruchstucke (648)  und (49-149) oder (50-149) weisen keine 
nachweisbare Struktur in Losung auf13']. Werden sie je- 
doch in stochiometrischen Mengen miteinander gemischt, 
so treten, wie bei der RNase S, wieder enzymatische Aktivi- 
tiit (ungefahr 10 %) und charakteristische Eigenschaften 
der nativen Struktur auf (der Komplex heil3t Nuclease 

Volumen des Eluats [ m i l  -- 

Abb. 5. Isolierung von halbsynthetischer NucleaseT auf einer Phosphocel- 
lulose-Saule nach ,,funktioneller" Reinigung durch Trypsinhydrolyse in 
Gegenwart von Calcium-lonen und Thymidin-3',5'-diphosphat 1411. 

T). Es wurde kurzlich ge~eig t '~~"] ,  daB Nuclease T fast 
isomorph rnit der nativen Nuclease i ~ t [ ~ ' ~ ] .  Die Spaltungen 
und Deletionen zerstoren also nicht den geometrischen 
,,Sinn" der Kette. Weiterhin zeigte sich, da8 der Rest 149 
durch Behandlung rnit Carboxypeptidase entfernt werden 
kann, und daB, wie Peptidsynthesen von Analogen des 
Fragments (647) an fester Phase[381 ergaben, auch die 
Reste 45 bis 49 entbehrlich sind. 
Friihere Arbeiten von David O n t j e ~ [ ~ ~ '  hatten ergeben, daQ 
die schnelle und bequeme Festphasenmethode, die Merri- 

fur die Peptidsynthese entwickelt hatte, zur Synthe- 
se von Analogen des (647)-Fragments der Nuclease T 
angewendet werden konnte. Obwohl die Produkte durch 
betrachtliche Mengcn von fehlerhaften Sequenzen, denen 
infolge der nicht vollig quantitativen Kupplungsreaktion 
Aminosiurereste fehlen, verunreinigt waren, konnten sie 
doch mil den iiblichen chromatographischen Methoden 
soweit gereinigt werden, daB mit Sicherheit auf die relative 
Wichtigkeit der verschiedenen Komponenten der Kette 
geschlossen werden konnte. Chaiked4l1 gelang es unter 
Ausnutzung der begrenzten Proteolyse, die bei der Behand- 
lung der Nuclease mit Trypsin in Gegenwart der stabilisie- 
renden Liganden Calcium-Ionen und pdTp eintritt, diejeni- 

ion C 
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I 

Wellenlange der Emission [ n m l  - 
Abb. 6.  Anwendung von Fluoreszenzmessungcn zur Bestimmung der 
relativen Hydrophobie (bei der Nucleasc wahrscheinlich cin Ma6 fur 
den nativen Zustand) der molekularen IJmgebung des einzigen Tryp- 
tophanrestes in diesem Protein [39,41]. 

gen fehlerhaften Molekiile des synthetischen Peptids (647) 
wegzuhydrolysieren, die keinen stabilen Komplex mit dem 
grol3en, nativen Fragment (49-149) bildeten. Nach dieser 
Proteolyse erhielt er durch Saulenchromatographie auf 
Phosphocellulose eine halbsynthetische Nuckdse T, die 
so gut wie identisch rnit nativer Nuclease T war (Abb. 
5). So wurde gezeigt, da13 etwa die starke Erhohung der 
Fluoreszenz des einzigen Tryptophanrestes der Nuclease 
(lokalisiert in Stellung 140 im (50-149tFragment), die bei 
Zugabe des nativen (&49)-Fragments auftritt, auch dann 
zu beobachten war, wenn stattdessen das synthetische (6 bis 
47)-Peptid zugegeben wurde, das, wie oben beschrieben, 
iiber die halbsynthetische Nuclease T hergestellt und ge- 
reinigt worden war (Abb. 6). 
Die Entbehrlichkeit oder Ersetzbarkeit einiger Reste fur 
die Stabilitiit des Nuclease-T-Komplexes wurde bei einer 
groBen Anzahl von halbsynthetischen Analogen durch Prii- 
fung der Fluoreszenz, der Aktivitat und der Stabilitat ge- 

'.r Tyr 113 

m 
Abb. 7. Aminosaurcreste in der Sequenz der Nuclcasc,die fur die katalyti- 
sche Aktivitat und fur die Bindung von Substrat und Calcium-Ioncn 
besonders wichtig sind [42]. 
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Abb. 8. Schematische Wiedergabe der dreidimensionalen Struktur 
Staphylococcus-Nuclease [37 b]. 

von 

geniiber enzymatischer Hydrolyse bewie~en[~~] .  Wie in Ab- 
bildung 7 veranschaulicht, ist fur die Wechselwirkung rnit 
Calcium-Ionen, die fur die Nucleaseaktivitat normalenvei- 
se erforderlich sind, die Beteiligung von vier Aminodicar- 
bonsluren notig. Obwohl die Aktiuitat der Komplexe rnit 
synthetischen (647)-Fragmenten, in denen man einen Ami- 
nosaurerest durch einen Asparagin- oder Glutaminrest er- 
setzt hatte, aufgehoben war (mit einer partiellen Ausnahme 
- Asparagin in Position 40), blieben die dreidimensionale 
Struktur und die Komplexstabilitat in den meisten Fallen 
erhalten. In ahnlicher Weise ergab die Substitution des 
Argininrestes 35 durch Lysin einen inaktiven Komplex, 
der aber trotzdem in seiner dreidimensionalen Struktur 
eine groI3e Ahnlichkeit rnit nativer Nuclease T aufwies. 
Eine zweite Art sich erganzender Systeme von Nuclease- 
fragmentenc3'] besteht aus dem tryptischen Fragment (1 bis 
126) und einem teilweise iiberlappenden Abschnitt der Se- 
quenz (99-149), der durch Bromcyanbehandlung des nati- 
ven Molekuls hergestellt worden war (schematisch darge- 
stellt in Abb. 8). Diese beiden Peptide bilden einen Komplex 
mit etwa 15% der Aktivitat der Nuclease selbst; dieser 
ist in Gegenwart von pdTp und Calcium-Ionen gegenuber 
einer Hydrolyse durch Trypsin bemerkenswert wi- 
derstandsfahig. Es konnen daher viele der iiberlappenden 
Reste im Komplex (1-126); (99-149) unter Bildung eines 
Derivats (1-126); (1 1 1-149) weggeschnitten werden. Der 
weitere Abbau jeder dieser beiden Komponenten, der er- 
sten mit den Carboxypeptidasen A und B, der zweiten 
mit Lcucinaminopeptidase, erlaubt die Herstellung von 
(1-124); (I 14-149), das so aktiv und strukturell der nativen 
Nuclease so ahnlich ist (nachgewiesen durch Bestimmung 
der hydrodynamischen, spektralen und helicalen Eigen- 
schaften) wie der nicht abgebaute Ausgangskomplex. Es 
wurde eine Anzahl von synthetischen Analogen der (1 14 bis 
149)-Sequenz herge~telltr~~], die ebenfalls Aktivitat und 
,,native" physikalische Eigenschaften aufweisen, wenn sie 
zu (1 -126) gegeben werden. Ich mochte spater darauf einge- 
hen, wie die komplexierenden Fragmente bei der Planung 
von Experimenten zum Studium der Vorgange bei der 
Keimbildung und Faltung von Polypeptidketten von Nut- 
Zen waren. 

Die Veranderlichkeit der Information 
fur die Kettenfaltung 

Die biologische Funktion scheint starker durch die Geome- 
trie als durch die chemischen Details eines Makromolekiils 

erfullt zu werden. Die klassischen chemischen und kristallo- 
graphischen Arbeiten uber eine groBe Anzahl anomaler 
menschlicher Hamoglobine, von Speziesvarkanten von Cy- 
tochrom c und von anderen Proteinen aus vielen Ausgangs- 
materialien sowie die lsolierung von zahlreichen bakteriel- 
len Proteinen nach Mutation der korrespondierenden Gene 
haben recht deutlich gezeigt, dal3 Proteinsequenzen be- 
trachtlich modifiziert werden konnen, ohne daB damit ein 
Verlust der Funktion einhergeht. Soweit kristallographi- 
sche Arbeiten an der dreidimensionalen Struktur ausge- 
liuhrt worden sind, zeigen die Ergebnisse, daB das geometri- 
sche Problem des ,,Entwerfens" von Molekiilen, die einem 
bestimmten funktionellen Bedarf dienen, durch natiirliche 
Selektion auf vielen Wegen gelost werden kann. Nur die 
Geometrie des Proteins und seines aktiven Zentrums mul3 
bewahrt bleiben, auI3erdem naturlich die Reste, die tatdch- 
lich in unnachahmlicher Weise am katalytischen oder regu- 
latorischen Mechanismus teilnehmenr441. Arbeiten an Mo- 
dellsystemen haben zu ahnlichen Schliissen gefuhrt. In 
unseren Arbeiten iiber Ribonuclease wurde z. B. gezeigt, 
daB ziemlich lange Ketten von Poly-D,L-alanin an acht 
der elf Aminogruppen des Enzyms angebracht werden kon- 
nen, ohne daB ein Verlust der enzymatischen Aktivitlt 
eintrittL4'I. Weiterhin konnte das pdyalanylierte Enzym 
durch Reduktion der vier Disulfidbrucken in 8 M Harnstoff 
in eine gestreckte Kette umgewandelt werden; dieses vollig 
denaturierte Material lie13 sich dann reoxidieren und ergab 
das aktive, richtig gefaltete Ausgangsmaterial. Die Chemie 
des Proteins konnte also weitgehend modifiziert werden, 
und seine Fahigkeit zur Ruckfaltung nach der Denaturie- 
rung schien nur von inneren Resten abhangig zu sein und 
nicht von solchen, die an der Oberflache des Proteins 
dem Losungsmittel ausgesetzt waren. Dies ist naturlich 
genau die SchluDfolgerung, die auch Perutz und seine Kol- 
legenr461 sowie andere A~toren'~'] zogen, die Daten von 
verschiedenen Proteinsystemen gesammelt und miteinan- 
der in Beziehung gesetzt haben. Der Mutation und der 
natiirlichen Selektion werden bei der Entwicklung der Ar- 
ten oder bei zufalligen Mutationen ein hoher Freiheitsgrad 
zugestanden, doch miissen einige Aminoslurereste, die da- 
zu bestimmt sind, den inneren hydrophoben Kern von 
Proteinen aufzubauen, sorgfaltig bewahrt werden (oder 
durfen hochstens durch andere Reste mit sehr ahnlicher 
Raumerfullung und Hydrophobie ersetzt werden). 

Die fur Faltung und Stabilitat von 
Proteinen notwendige Kooperativitat 

Die Beispiele von nicht kovalenter Wechselwirkung einan- 
der erganzender Proteinfragmente, von denen oben die 
Rede war, stiitzen die Vorstellung von der Wichtigkeit 
kooperativer Wechselwirkungen fur die Stabilitat von 
Proteinstrukturen. Wie bei den grundlegenden Regeln der 
Sprachen ergibt ein unvollstlndiger Satz auch hier hlufig 
nur Unsinn. Es scheint ein sehr fein tibgestimmtes Gleichge- 
wicht zwischen stabilen nativen Proteinstrukturen und zu- 
fdligen, biologisch bedeutungslosen Polypeptidketten zu 
bestehen. 
Ein sehr gutes Beispiel fur die Unzulanglichkeit einer un- 
vollstandigen Sequenz erbrachten unsere Beobachtungen 
am Nucleasefragment (1-126). Dicses Fragment enthllt 
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alle Reste, die das aktive Zentrum der Nuclease bilden. 
Trotzdem zeigt dieses Fragment, das ungefahr 85% der 
gesamten Sequenz der Nuclease enthalt, nur ungefahr 
0.12% der Aktivitat des nativen En~yms[~*I. Die weitere 
Ankniipfung von 23 Resten wahrend der Biosynthese oder 
die Zugabe der Reste (99-149) in vitro als komplementie- 
rendes FragmentL3 '1 stellt bei diesem unvollstandigen Pro- 
dukt einer Gentranslation die Stabilitat, die fur die Aktivi- 
tiit benotigt wird, wieder her. 

i 

I I I 

2 3 4 5 6 7  
& PH - 
Ahb. 9. Anderungen der reduzierten Viskositit und der molaren Elliptizi- 
tat bci 220nm wahrend des saurekatalysiertcn Uberganges von nativcr 
zu denaturierter Nuclease. und , reduzierte Viskositiit. A und A ,  
molare Elliptizitat bei 220 nm. und A ,  Messungen wahrend der Zugabe 
von Saure; und A , Messungen wahrend der Zugabe von Base. 
(A. N. Schlechter, H. F .  Epstein und C. B. Anfinsen, unveroffentlichte 
Ergebnisse.) 

Der Ubergang vom unvollstandigen, inaktiven Enzym rnit 
einer Zufdllsstruktur zum aktiven Enzym mit sinnvoller 
und stabiler Struktur ist offenbar sehr fein ausgewogen. 
Die Scharfe dieses ifbergangs geht aus Versuchen der 
Art, wie sie in Abbildung 9 gezeigt wird, hervor. Die Nucle- 
ase macht einen plotzlichen Ubergang von einem nativen, 
globularen Protein zu einem statistisch desorientierten Po- 
lypeptid wahrend eines sehr kleinen pH-Bereichs durch, 
dessen Zentrum bei pH = 3.9 liegt. Der obergang sieht 
wie ein ,,Zweizustandsvorgang" aus - entweder alles nativ 
oder alles denaturiert - und tatsachlich geht die klassische 
mathematische Behandlung solcher Daten von einem 
ZweizustandsprozeB aus. Es war jedoch moglich, durch 
NMR- und spektrophotometrische Ver~uche r~~ .  zu zei- 
gen, daR in Wirklichkeit einer der vier Histidin- und einer 
der sieben Tyrosinreste in der Nuclease vor dem all- 
gemeinen und plotzlichen Zusammenbruch der organisier- 
ten Struktur desorientiert werden. Solche Hinweise fur 
eine stufenweise Denaturierung und Renaturierung sind 
jedoch sicherlich nicht typisch fur die Masse der kooperativ 
stabilisierten Molekule. 
Die in Abbildung 9 dargestellten Ergebnisse von Messun- 
gen der Viskositat und des vom Helixgehalt abhangigen 
Circulardichroismus sind typisch fur die meisten Proteine. 
Bei der Nuclease ist nicht nur der Ubergang vom nativen 
zum denaturierten Molekul wahrend der pH-hderung 
von 3.2 auf 6.7 sehr scharf, sondern auch der ProzeB der 
Renaturierung erfordert nur eine sehr kurze Zeitspanne. 

Ich mochte diese kinetischen Stop-Flow-Versu~he[~~~ hier 
nicht im einzelnen diskutieren, sondern mich kurz fassen. 
Man kann zeigen, daB der Vorgang in zwei Phasen stattfin- 
det : Einer anfanglichen schnellen Keimbildung und Fal- 
tung rnit einer Halbwertszeit von etwa 50 Millisekunden 
folgt eine zweite, etwas langsamere Umwandlung rnit einer 
Halbwertszeit von etwa 200 Millisekunden. Die erste Phase 
ist vollig temperaturunabhangig (und daher wahrscheinlich 
entropiegetrieben), die zweite ist temperaturabhangig. 

Keimbildung der Faltung 

Eine Kette von 149 Aminosaureresten rnit zwei rotationsfa- 
higen Bindungen pro Rest und rnit zwei bis drei erkaubten 
oder begunstigten Orientierungen pro Bindung sollte in 
der GroBenordnung von 4149 bis 9149 Konformationen 
in Losung einnehmen konnen. Wegen der extremen Ge- 
schwindigkeit der Ruckfaltung muB sich der ProzeB jedoch 
innerhalb einer begrenzten Anzahl von ,,Reaktionswegen" 
abspielen, selbst wenn die Statistik durch stereochemische 
Grundregeln nach Art des ,,Ramachandran-Diagramms" 
stark eingeschrankt ist. Es ist daher notwendig, die Existenz 
einer nur begrenzten Zahl von erlaubten Anfangsereignis- 
sen im FaltungsprozeB zu fordern. Solche Vorgange, allge- 
mein als Keimbildung bezeichnet, finden wahrscheinlich 
in den Teilen der Polypeptidkette statt, die an Konforma- 
tionsgleichgewichten zwischen statistischer und kooperativ 
stabilisierter Anordnung teilnehmen konnen. Die Notwen- 
digkeit einer kooperativen Stabilisierung ist sehr wahr- 
scheinlich, da man nicht erwarten kann, daB in waBriger 
Losung ionische Wechselwirkungen oder solche durch 
Wasserstoffbrucken wirkungsvoll rnit den Wechselwirkun- 
gen der Losungsmittelmolekule konkurrieren konnen, und 
alles, was kleiner als ein ansehnlicher Keim von miteinan- 
der in Wechselwirkung stehenden Aminosaiureseitenketten 
ist, wurde wahrscheinlich nur eine sehr kurze Lebensdauer 
haben. Weiterhin ist es wichtig zu betonen, da13 die Amino- 
sauresequenzen von Polypeptidketten, die als Material fur 
Proteinmolekiile gedacht sind, nur dann einen funktionel- 
len Sinn haben, wenn sie sich in der gleichen dreidimensio- 
nalen Anordnung wie in der nativen Proteinstruktur befin- 
den. Die Annahme scheint vernunftig zu sein, daB als 
Keimbildungsstellen diejenigen Teile eines Proteins dienen 
werden, die urn die Konformation, die sie im fertigen Pro- 
tein cinnehmen, ,,herumflattern" konnen, und daR sie dann 
eine relativ starre Struktur bilden, die durch eine Reihe 
kooperativer Wechselwirkungen stabilisiert ist. Man konn- 
te erwarten, daB diese Keimbildungszentren in ihrem ,,nati- 
ven Format" (Abb. 10) solche potentiell vorgegebenen Un- 
terstrukturen wie Helices, Faltblattstrukturen oder Beta- 
Bogen enthalten. 
Leider kann man rnit Methoden, die auf hydrodynamischen 
oder spektralen Messungen beruhen, diese seltenen und 
nur vorubergehenden Keimbildungen nicht entdecken. Um 
die geforderten , ,flatternden" Gleichgewichte nachzuweisen 
und ihre wahrscheinliche Lebensdauer in der Losung zu 
bestimmen, braucht man indirekte Methoden, die das kurz- 
zeitige Auftreten einzelner Molekiile im ,,nativen Format" 
in der untersuchten Population anzeigen. Einc derartige 
Methode, die kiirdich bei der Untersuchung der Faltung 
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Abb. 10. Faltungsmoglichkeiten fur Proteinkcttcn. (Die Diskussion dieses 
ziemlich wahrscheinlichen, aber subjektiven Vorschlags findct sich im 
Text.) 

von Staphylococcus-Nuclease und ihren Fragmenten in 
unserem Laboratorium benutzt worden ist, bedient sich 
der Antikorper, die gegen bestimmte Abschnitte der Ami- 
nosluresequenz spezifisch sind[' '1. 

Abbildung 8 zeigt die dreidimensionale Struktur, welche 
die Staphylococcus-Nuclease vermutlich in Losung ein- 
nimmt. Die Stellen, an denen eine organisierte Struktur 
vorliegt, sind die dreistrangigen antiparallelen Faltblatt- 
strukturen, die sich ungefahr zwischen den Resten 12 und 
35, und die a-helicalen Regionen, die sich zwischen den 
Resten 54 und 67,99 und 106 sowie 121 und 134 befinden. 
Antikorper gegen bestimmte Regionen des Nucleasemole- 
kuls wurden hergestellt durch Immunisierung von Ziegen 
mit den jeweiligen Polypeptidfragmenten des Enzyms oder 
durch Injektion des intakten nativen Proteins mit anschlie- 
Bender Fraktionierung der resultierenden Antikorperpo- 
pulation auf Affinittitschromatographiesaulen. Diese 
bestanden aus Agarose, die kovalent gebunden das jeweils 
untersuchtc Pcptidfragment enthielt'". '31. Nach der ersten 
Methode wurde z. B. ein Antikorper hergestellt, der gegen 
das Polypeptid aus den Resten (99-149) gerichtet war, 
von dem man weil3, daB es in Losung als statistisch gefaltete 
Kette ohne die ausgedehnten Helix-Anteile vorliegt, die 
diesen Teil der Nuclease innerhalb des intakten Gesamtmo- 

1.60 r 
...-. ...* 

.>.* ,." 
/.'. 

k i n  /' 

._.. ,...*. ..... .... .... ,..' ,..' .... ./' .... 
Anti korper ....... .... " ................... 

Anti- ................................. 
199-149)n .................. .................... 

lekuls auszeichnen. Solch ein Antikorperpraparat bezeich- 
nen wir als Anti-(99-149),, wobei der lndex r den statisti- 
schen (random) Zustand des Antigens kennzeichnet. Die 
anschlieDende Chromatographie dieser Antikorperpopula- 
tion auf einer zweiten Affinitatssaule, die aus Agarose mit 
den Resten (127-149) bestand, ergab eine nicht ausfdlbare 
einwertige Immunglobulinfraktion, die spezifisch fur die 
Nucleasesequenz (99-1 26) war. 
Wenn andererseits eine Fraktion des Antiserums gegen 
native Nuclease, die auf einer Agarose-Nuclease-Saule iso- 
liert worden war, auf Agarose-(99-149) weiterfraktioniert 
wurde, so resultierte eine Fraktion, die fur die Sequenz 
(99-149) spezifisch war, aber vermutlich nur, wcnn dieses 
Stuck der Sequenz das ,,native Format" einnahm. Dieser 
SchluB grundet sich auf die Beobachtung, daB diese Anti- 
(99-149), genannte Fraktion (der Index n kennzeichnet 
das ,,native Format") die enzymatische Aktivitat der Nu- 
clease stark hemmt, wahrend Anti-(99-126), oder Anti-(99 
bis 149), das nicht tun (s. Abb. 11). Er stutzt sich ferner auf 
die Beobachtung, daB die konformationsstabilisierenden 
Liganden pdTp und Calcium-Ionen die Prazipitierbarkeit 
der Nuclease durch Anti-( 1-126), und Anti-(99-149), be- 
trachtlich inhibieren, aber kaum, wenn uberhaupt, die Pr5- 
zipitierbarkeit durch Anti-( 1-149)" beeinfl~ssen[~ '1. Diese 
Befunde gaben dem Gedanken neue Nahrung, daB viele 
Antigendeterminanten, die von Antikorpern gegen Frag- 
mente erkannt werden, nur in aufgefalteten oder nicht nati- 
ven Konformationen in der Nuclease vorhanden sind. Die 
Reaktion zwischen Anti-(99-149) und Nuclease ist, wie 
die gemessenen Anderungen in der Kinetik der Inhibition 
der Enzymaktivitat (Abb. 12) zeigten, extrem schnell. K, 
dagegen ist so klein, da8 man es vcrnachllssigen kann. 

0-0- 

N 
Lu 

u - 
'2 ._ 1.25 - Nase-199-1491 
> 

-0 12 24 36 48 60 
1)961.121 Zeit [sl- 

Abb. 12. Halblogarithmische Auftragung dcr Aktivitat gcgen die Zeit 
fur die Bestimmung von 0.05 pg Nuclease in Gegenwart von: o - 0  kei- 
nem Antikorper; a--. 6 pg Anti-(99-126),; 0-0 6 pg AntL(99 bis 
126),+12 pg (99-149); A-A 6 pg Anti-(99-126),+48 pg (99-149). Die 
gestrichelte Linie gibt die halbe Anfangsgeschwindigkeit wieder. 

Das System kann durch zwei simultane Gleichgewichte 
beschrieben werden. Das erste betrifft das ,,Flattern" des 
Fragments (99-149), das wir ,,P" nennen wollen, zwischen 
statistischem und nativem ,,Format", das zweite die Asso- 
ziation von Anti-(99-149),, das wir einfach ,,Ab" nennen 
wollen, mit dem Fragment P in seinem nativen Format 
(Pn) : 
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Gleichgewichte rnit den dazugehorigen Gleichgewichtskonstanten, an 
denen das Fragment (99-149) der Nuclease teilnimmt. 

Die Menge des nicht gebundenen Antikorpers im zweiten 
Gleichgewicht kann man aus Messungen der Inaktivie- 
rungskinetik der Hydrolyse des denaturierten DNA-Sub- 
strats bestimmen, und zwar durch Zugabe einer Standard- 
menge von Nuclease zum prginkubierten Gemisch aus 
Fragment (99-149) und Anti-(99-149)". Unter der Voraus- 
setzung, da13 die Affinitat von Anti-(99-149), fur (99-149)" 
genau so groB ist wie fur die native Nuckdse, und da 
man weil3, dafi Kkonf. im ersten Gleichgewicht klein ist, 
kann der Wert fur den Term Kkonf. durch meDbare Parame- 
ter beschrieben werden. Eine Reihe typischer Werte, die 
in Tabelle 1 gezeigt werden, 1aBt vermuten, daB ungeFihr 

[4] J .  7: Putts, A. Berger, J .  Cooke u. C. B. Anfinsen, J. Biol. Chem. 
237, 1851 (1962). 
[5 ]  D. G. Smyfh, W H. Stein u. S .  Moore,  J. Bid. Chem. 238, 227 
(1963). 
[6] M .  Sela, F. H .  White  u. C .  B. Anfinsen, Science 125, 691 (1957). 
[7] B. Gutte u. R .  B. Merrijiild, J. Biol. Chem. 246, 1922 (1971). 
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7: A. Jueob, F .  W Holly u. R .  G. Denkewulter, J. Amer. Chem. Soc. 
91, 507 (1969). 
[9] F. H .  Whitr, Jr., u. C .  B. A n f n s m ,  Ann. N. Y. Acad. Sci. 81, 515 
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Tabellc I .  Untersucbung des Gleichgewichts zwischen dem Peptidfragment (99-149) in seiner statistischen Form 
[Fragment (9%149),] und der Form, die dieses Fragment innerhalb der nativen Struktur dcr Nuclease annimmt 
[Fragment (99-149)J.Abkurzungen: P=Fragment (99-149);Ab=Antikorper; [P,] =Gesamt-Konzentration von P. 

0.076 n 18 0.076 0 
0.076 0.65 20 0.068 0.0080 2.20 x 10-4 0.022 
0.076 2.0 24 0.057 0.019 2.02x 10-4 0.020 

0.076 7.8 35 0.039 0.037 1.47 x 10 0.0 15 

~ 

0 076 2.6 27 0.051 0.025 2.29 10-4 0.023 

0.076 6.5 33 0.042 0.034 1.51 x 10-4 0.015 

Kkmnf = (2.0k0.4) x 10- 

0.02 'A des Fragments (99-149) zu jedem gegebenen Zeit- 
punkt im nativen ,,Format" existieren. Obwohl dieser Wert 
niedrig zu sein scheint, ist er im Vergleich mit der Wahr- 
scheinlichkeit, daR ein Peptidfragment eines Proteins sich 
lediglich zufallig im nativen Format befindet, sehr grol3. 
Empirische Betrachtungen der groBen Datenmenge, die 
heute iiber die Beziehungen zwischen Sequenz und dreidi- 
mensionaler Struktur ~ o r l i e g e n r ~ ~ ] ,  im Verein mit einer 
zunehmend verfeinerten theoretischen Behandlung der 
Energieverhaltnisse bei der Faltung von Polypeptidket- 

lassen die Moglichkeit einer a-priori-Voraussage 
iiber Proteinkonformationen immer nIher rucken. Es ist 
sicher, dal3 wesentliche Fortschritte im Verstandnis der 
zellul~rcn Organisation, der Ursachen fur Anomalien und 
der Kontrolle dieser Anomalien erreicht werden konnen, 
wenn wir die Folgen eincr genctischen Information fur 
den dreidimensionalen Phanotyp voraussagen kiinnen. 

Eingegangen am 16. Februar 1973 [A 9611 
Ubersetzt von Dr. Harold Rudiyrr, Koln 
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Die chemische Struktur der Pankreas-Ribonuclease und 
-Desox yribonuclease (Nobel-Vortrag)["] 

Von Stanford Moore und William H. Stein''] 

Einleitung 

Die Ergebnisse, die wir bei unseren Versuchen an zwei 
Enzymen erhalten haben, sind typisch fir viele Enzyme, 
wie wir gleich zu Beginn dieses Vortrags betonen mochten. 
Urn die Vielzahl der Reaktionen von Proteinen in lebenden 
Zellen zu verstehen, muD man die Molekularchitektur mog- 
lichst vieler Proteine verschiedenen Ursprungs und ver- 
schiedener Funktion kennen. Derartige Informationen 
werden in Laboratorien iiberall in der Welt durch die 
Erfahrung vieler Forscher zusammengetragen. Diese 
Kenntnisse sind fur den Fortschritt der medizinischen For- 
schung von fundamentalem Wert; die diesjahrigen Nobel- 
Preise sowohl fur Chemie (fiir Arbeiten uber die Ribonu- 
clease) als auch fur Physiologie oder Medizin (fur Arbeiten 
uber Antikorper) wurden fur grundlegende Forschungen 
iiber Chemie und Biologie von Proteinen vergeben. 
Im Rahmen eines Ubersichtsartikels[ll hielten wir es einmal 
fur sehr instruktiv, die Strukturformel der Ribonuclease 
rnit ihren 1876 C-, H-, N-, 0- und S-Atomen voll auszu- 
schreiben. Eine Darstellung des gesamten Molekuls rnit 
allen Atomen der Amino-, Carboxy-, Hydroxy- und Guani- 
dogruppen, Imidazolringe, phenolischen Gruppen, Indol- 
ringe, aromatischen, aliphatischen und Thioather-Seiten- 
ketten, Thiolgruppen und Disulfidbrucken hilft mit, die 
so gut wie unbegrenzte Zahl der Moglichkeiten, wie sich 
solche Gruppen anordnen lassen, zu veranschaulichen. 

[*] Prof. Dr. S. Moore und Prof. Dr. H. Stein 
The Rockefeller University 
New York, N. Y. 10021 (USA) 
Kombinierter Text der Nobel-Vortrage von Prof. Dr. S. Moore 
und Prof. Dr. H. Stein 

[**I Copyright 0 The Nobel Foundation 1973. - Wir danken der Nobel- 
Stiftung, Stockholm, fir  die Genehmigung zum Druck dieser obersetzung. 

Diese Eigenart der Proteine macht es der Natur moglich, 
Katalysatoren fiir sehr viele spezifische Reaktionen zu ent- 
werfen. Es gibt kein Gesetz, welches besagt, daB eine 
Nucleinsaure oder ein Polysaccharid kein Enzym sein 
konnte, aber man kann verstehen, daB sich die bisher 
isolierten Enzyme als Proteine erwiesen ; ein Protein ist, 
manchmal durch das Zusammenwirken mit Coenzymen, 
dafiir ausgerustet, am gesamten Katalog der organischen 
Reaktionen teilzunehmen, die in der lebenden Zelle der 
Katalyse bediirfen. 

Reinigung der Ribonuclease 

Der erste Schritt bei der Untersuchung der Struktur der 
Ribonuclease war naturlich ihre Reinigung. Ribonuclease 
wurde zuerst 1920 von .Tonedz1 beschrieben, der zeigte, 
daD im Rinderpankreas ein relativ hitzestabiles Enzym 
vorkommt, welches Hefe-Nucleinsaure hydrolysieren 
konnte. Dubos und Thornp~on1~~ gelangetwa 18 Jahre spater 
eine partielle Reinigung des Enzyms, 1940 beschrieb Ku- 
nitzr41 die Isolierung von kristalliner Rinderpankreas-Ribo- 
nuclease, die durch fraktionierende Fdlung mit Ammo- 
niumsulfat gewonnen worden war. Urn nach Moglichkeit 
sicher zu sein, da13 wir die Strukturuntersuchungen mit 
einer einzigen Molekulspezies begannen, nutzten wir die 
Trennfahigkeit der Ionenaustauschchromatographie aus 
(Abb. 1). Warend Werner Hirs in unserem Laboratorium 
die chromatographische Reinigung der Ribonuclease auf 
dem Polymethacrylsaure-Harz Amberlite IRC 50 erprob- 
te[5,61, befaSten sich Pal& und Neilandd'] in Stockholm 
rnit der Reinigung von Cytochrom c auf demselben Austau- 
scher. Die beiden Proteine waren die ersten derartig goBen 
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