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Analyse von Struktur-Aktivitats-Beziehungen bei Enzymen 
durch Protein-Engineering** 

Von Alan R. Fersht*, Jian-Ping Shi, Anthony J. Wilkinson, David M. Blow, 
Paul Carter, Mary M. Y. Waye und Greg P. Winter 

Die Beziehung zwischen Struktur und Aktivitat von Enzymen kann heute erstmals durch sy- 
stematische Veranderung der Proteinstruktur analysiert werden. Die rapide Entwicklung 
der DNA-Rekombinations-Techniken einerseits und die Erarbeitung leistungsfahiger Me- 
thoden zur chemischen Synthese von DNA-Fragmenten andererseits ermoglichen es, auf 
einfache Weise Proteine durch spezifische Mutation der entsprechenden Gene gezielt zu 
verandern. Die kinetische Analyse von Mutanten-Enzymen und die durch hochauflosende 
Rontgen-Kristallographie erhaltenen Befunde lassen direkt Ruckschlusse auf die Beziehung 
zwischen Struktur und Funktion zu. Insbesondere konnen jetzt Enzym-Substrat-Wechsel- 
wirkungen und deren Bedeutung fiir Katalyse und Spezifitat detailliert untersucht werden. 
Den gezielten Austausch einer oder mehrerer Aminosauren eines Proteins - eine ,,ortsspezi- 
fische Mutagenese" (,,site-directed mutagenesis") fiihrten wir exemplarisch zur Analyse der 
Struktur-Funktions-Beziehung an der Tyrosyl-tRNA-Synthetase aus Bacillus stearothermo- 
philus durch; dabei konzentrierten wir uns auf das Studium der Rolle der WasserstoMbriik- 
kenbindungen fur Substratspezifitat und Katalyse. Die Bindung von Tyrosin und ATP kann 
nur unter Beriicksichtigung der Austauschreaktion mit den Wassermolekulen der Hydrat- 
hiille verstanden werden. Diese Tatsache und die Kenntnis der detaillierten Struktur ermbg- 
lichten es uns, ein Enzym mit erhohter Substrataffinitlt maazuschneidern. Durch ein sol- 
ches ,,Protein-Engineering'' kiinnen Enzyme mit neuen Spezifititen, Aktivitiiten und Struk- 
tureigenschaften gewonnen und direkte Einblicke in die Art und Weise der Enzymkatalyse 
erhalten werden. Wir fanden beispielsweise, daR die Katalyse der Bildung von Tyr-AMP 
aus Tyr und ATP hauptslchlich auf elektrostatischen Kraften und Wasserstoffbriickenbin- 
dungen beruht, die im Ubergangszustand starker als im Grundzustand sind - ein ,,strain"- 
Mechanismus also und weniger eine SZLure-Base-Katalyse oder eine kovalente Katalyse. 
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Die Enzymforschung wurde durch zwei wichtige Ent- 
wicklungen revolutioniert: die Rontgen-Kristallographie, 
mit der die dreidimensionale Struktur von Proteinen be- 
stimmt werden kann, und die Gentechnologie, die die Pro- 
duktion groBer Mengen von sonst schwer zuganglichen 
Enzymen ermoglicht. Beide trugen dam bei, daB heute En- 
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[**I Nach einem Vortrag beim Dritten Europaischen Symposium iIber Orga- 
nische Chemie (ESOC 111, 5-9 .  September 1983). Diese Arbeit wurde 

zyme mit neuen ~ i ~ ~ ~ ~ ~ h ~ f ~ ~ ~  durch ,,kotein-~ngineer- 
vom Medical Research Council (GroObritannien) unterstlltzt. ing" gezielt hergestellt werden konnen. 
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Zwar kann schon seit ca. zwanzig Jahren durch Protein- 
Kristallographie die zur Enzymmodifizierung notwendige 
Strukturinformation gewonnen werden, doch gab es lange 
keine Mdglichkeit, Strukturen gezielt zu verandern und so 
zu neuen Enzymen zu gelangen. Obwohl es vereinzelt Bei- 
spiele fur eine de-novo-Synthese von Enzymen durch klas- 
sische Peptidsynthese gibt, ist diese Methode zu aufwen- 
dig, um von allgemeinem Wert fur die Produktion neuer 
Enzyme zu sein. AuDerdem falten sich synthetische Pro- 
teine oft nicht zu ihrer nativen Struktur. Die Natur zu ko- 
pieren und mit DNA zu arbeiten schien der einzig logische 
Weg zur Losung dieses Problems. DNA ist das naturliche 
genetische Material und kann zur Proteinsynthese unbe- 
grenzt eingesetzt werden ; die einfache robuste Struktur 
von DNA verursacht keine Faltungsprobleme; DNA-Mu- 
tationen konnen ebenso wie die Rekombination von DNA- 
Fragmenten in vitro durchgefuhrt werden; wie in der Evo- 
lution entstehen neue Gene, die neue Strukturen codieren. 
Dieser Weg wird heute beschritten. Da die Proteinfaltung 
noch nicht vollstandig verstanden wirdc3*', ist es nicht mog- 
lich, neue Enzyme de novo zu konstruieren, aber es kon- 
nen Varianten schon existierender Strukturen durch kon- 
trollierte Mutagenese der zugehorigen Gene hergestellt 
werden. In diesem Beitrag berichten wir uber Ergebnisse, 
die durch derartige Experimente mit einem speziellen En- 
zym erhalten wurden; die Fulle an Informationen, die so 
uber Enzyme und Enzymkatalyse gewonnen wurden, de- 
monstrieren die Leistungsfahigkeit des Protein-Engineer- 
ing. 

2. Oligodesoxynucleotid-gesteuerte Mutagenese 

Zur Erzeugung spezifischer Mutationen in DNA benutzt 
man heute gew6hnlich ein chemisch synthetisiertes DNA- 
Fragment, durch das die Mutation in ein Gen einge- 
schleust wird - eine Oligodesoxynucleotid-gesteuerte Mu- 
tagenese. Das DNA-Fragment enthalt das Codon (oder 
das komplementare Codon) fur die Aminosaure, die im 
nativen Protein eine bestimmte Aminosaure ersetzen soll. 
Das Prinzip der Methode wurde bereits 1973 eingefuhrtl'l; 
eine praktische Anwendung ermoglichte dann die Bestim- 
mung der DNA-Sequenz eines Bakteriophagen (0x174) in 
Sangers Laboratorium in den Jahren 1976-1978'*'. Schon 
1978 wurde durch Oligodesoxynucleotid-gesteuerte Meta- 
genese eine Punktmutation in den Bakteriophagen 0x174 
eingefuhrtL3.41; seitdem wurde die Methode sehr verfei- 
nertI5l. Ende 1982 wurde in drei Publikationen uber die 
ortsspezifische Mutagenese von Strukturgenen von Enzy- 
men mit bekanntem Mechanismus berichtetC6-'I. Von einem 
dieser Enzyme - der Tyrosyl-tRNA-Synthetase aus Baciflus 
stearofherrnophifus - war die dreidimensionale Struktur be- 
kanntL6'; dies ermoglichte eine detaillierte Analyse der 
Struktur-Aktivitats-Beziehung. 

In Abbildung 1 ist die Methode zur Einfiihrung von Mu- 
tationen in die Tyrosyl-tRNA-Synthetase exemplarisch be- 
~chrieben'~,~' .  Als Vektor fur das Gen, welches das Enzym 
codiert, wurde der Bakteriophage M13 verwendet (das ist 
ein Bakteriophage mit Einzelstrang-DNA und deshalb 
ideal fur die im folgenden beschriebenen Manipulationen 

. ~ A G A T G C C G C C C A A A C ~  . Primer 
CTCTACTGCGGGTTTG 
Leu Tyr Cys Gly Phe Einzelstrang- 

5' 3' Matrix, (+)-M13 

1.Fra rnent der 
DNA$olymerase I 
2.DNA-Ligase 

i'7 
circulare Doppelstrang- I l l  DNA 

Transformation von E. coli JM 101 

v v 
CTCTACTGCGGGTT TG CTCTACGGCGGGTTTG 
Leu Tyr Cys Gly F'he Leu Tyr Gly Gly F'he 

(+)-Strang des Wildtyps (+)-Strang der Mutante 

Abb. I .  Prinzip der Oligodesoxynucleotid-gesteuerten Mutagenese. Der ,,mismatch"-Primer 1st SO konstruiert, dalJ iim 

Ende des Prozesses ein Codon fur Cystein (TGC) gegen eines fur Glycin (GGC) eingetauscht ist. Das zu mutierende Gen 
muB als Einzelstrang-DNA vorliegen, bevor es mit dem Primer hybridisiert werden kann. Urn dies fur das Gen der Tyro- 
syl-tRNA-Synthetase zu erreichen, haben wir es vom Plasmid pBR322 in den Bakteriophagen MI3 .,subkloniert". Das Ge- 
nom dieses fadenf6rmigen Bakteriophagen, der seinen Wirt nicht zerstart, besteht aus einer circulAren, einstrangigen 
DNA. T markieren die Enden des inserierten DNA-Fragments, die fette Linie steht fur die B.-stearothermophilus-DNA 
und I steht filr ein DNA-Stilck aus pBR322. WLhrend der Replikation in E. coli durchlauft der Phage ein doppelstran- 
giges Stadium (RF-Stadium). Die Subklonierung wird im doppelstrangigen, die Mutation im einstrilngigen Stadium vorge- 
nommen. Ein mutiertes Gen erhlilt man durch Kopieren der DNA des Bakteriophagen rnit dem klonierten Tyrosyl-tRNA- 
Synthetase-Gen unter Venvendung von DNA-Polymerase, wobei am 3'-Ende des mismatch-Primers begonnen wird; mit 
DNA-Ligase wird der neue DNA-Strang mit dem 5'-Ende des Primers verknupft. Der resultierende Heteroduplex wird in 
E. coli (Stamm JM101) eingeschleust und liefert Zellklone; einige enthalten den Bakteriophagen mit dem Gen fur das 
Wildtyp-Enzym, andere den mit dem Gen filr die Mutante. Die Klone lassen sich wie im Text beschrieben sortieren. Sie 
produzieren groDe Mengen Tyrosyl-tRNA-Synthetase. Weitere Details siehe 16, 91. 
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geeignet). Es wurde ein kurzes Oligonucleotid (12-20 Re- 
ste) synthetisiert, das der DNA, in die die Mutation einge- 
fiihrt werden soll, bis auf einen Rest (in Abb. 1 rnit Stem 
markiert) komplementar ist; dieser Rest wurde so gewahlt, 
da13 aus dem Codon der ,,Zielaminosaure" das der ge- 
wiinschten Aminosaure wurde. Nach Hybridisierung des 
Oligodesoxynucleotids rnit der Einzelstrang-DNA des 
Bakteriophagen diente es als Primer zur Replikation durch 
eine DNA-Polymerase; die DNA-Ligase schlol3 dann den 
neuen Strang, so daD eine Heteroduplex aus Wildtyp- und 
Mutanten-DNA entstand. Als Wirtszellen dienten Escheri- 
chia-coli-Bakterien, die durch diese Heteroduplices trans- 
formiert wurden; sie lieferten Klone, die entweder den mu- 
tierten oder den Wildtyp-Vektor enthielten. Mutanten- 
Klone konnten durch einen Hybridisierungsassay selek- 
tiert werden; dabei wurde der "P-markierte mutagene Pri- 
mer eingesetzt, der bevorzugt an die Mutanten-DNA bin- 
det['']. Der Anteil der Mutanten-Klone schwankte zwi- 
schen 1% und 50%. Die Mutanten-Klone produzierten die 
Mutanten-Enzyme rnit hoher Ausbeute. 

Die Oligodesoxynucleotid-gesteuerte Mutagenese er- 
moglicht inzwischen auch die Herstellung von Deletions- 
und Insertions-Mutanten. Beispielsweisg bildet eine ,,MU- 
tator-DNA" rnit einem zusgtzlichen Codon in ihrer Mitte 
eine Schleife am den drei iiberziihligen Basen beim Hybri- 
disieren rnit der Ziel-DNA. Nach der Replikation enthillt 
der synthetische Strang ein Extracodon. Umgekehrt kann 
ein lilngerer Primer, z. B. ein 24-mer, synthetisiert werden, 
bei dem die beiden Halften zweier nicht direkt hinterein- 
anderliegender Genregionen komplementar sind; beim Hy- 
bridisieren des Primers mit dem Gen bildet das Zwischen- 
stuck des Gens eine Schleife, die nach der Replikation 
dem synthetischen Strang fehlt. Noch weiter verfeinerte 
Methoden zur Deletionserzeugung wurden inzwischen ent- 
wickelt["]. 

3. Die Tyrosyl-tRNA-Synthetase aus 
B. stearothennophilus 

Das durch Oligodesoxynucleotid-gesteuerte Mutagenese 
am besten untersuchte Enzym ist die Tyrosyl-tRNA-Syn- 
thetase (TyrTS)"] aus E .  stearothermophilus. Bis heute ha- 
ben wir etwa zwanzig Mutanten rnit Punktmutationen, 
Doppelmutationen und Deletionen hergestellt und analy- 
siert. Dieses Enzym katalysiert die Aminoacylierung der 
tRNATyr in einer Zweischritt-Reaktion [GI. (a) und (b)]'"' 
(Tyr-AMP wird im folgenden kurz als Tyrosyladenylat be- 
zeichnet). 

E + Tyr + ATP E.Tyr-AMP + PP, (4 
E.Tyr-AMP + tRNATyr -+ Tyr-tRNATY' + AMP + E (b) 

Das Enzym ist ein symmetrisches Dimer 
(M,= 2.47 500)['3.'41; seine Nucleotidsequenz wurde durch 
Klonierung mit dem Vektor pBR322 ermittelt['51. Die 
Struktur des Enzyms wurde Rontgen-kristallographisch 
mit einer Auflosung von 0.3 nm bestimmt (Abb. 2)116a1; die 

[*I Abkiirzungen: TyrTS =Tyrosyl-tRNA-Synthete: Mutanten werden fol- 
gendermaBen bezeichnet: TyrTS(Cys35-Ser35)=TyrTS, in der Cys-35 ge- 
gen Ser-3.5 ausgetauscht ist: kk", und Km sind die Geschwindigkeitskon- 
stante bzw. die Michaelis-Menten-Konstante einer Enzymreaktion. 

Abb. 2. Struktur einer der beiden symmetrischen Untereinheiten der Tyrosyl- 
tRNA-Synthetase im Kristall (schematisch). Tyrosyladenylat (siehe Abb. 3 
und 4) bildet Wasserstoffbriicken mit Seitenketten der helical angeordneten 
Reste 47-57 und 164-182 sowie mit der i3-Faltblattstruktur 8. 

Auflosung konnte inzwischen bis auf 0.21 nm verbessert 
werden['6b1. Besonders wichtig ist, daD auch die Kristall- 
struktur des Tyrosyladenylat-Enzym-Komplexes bestimmt 
w ~ r d e ~ ' ~ ~ ;  damit liegt der seltene Fall vor, daD die Wechsel- 
wirkungen eines Enzyms mit einem Substrat direkt be- 
kannt sind (Abb. 3). 

Abb. 3. Tyrosyl-tRNA-Synthetase bildet einen stabilen Komplex mit Tyr- 
AMP. Gibt man Tyrosin und ATP zu Kristallen des Enzyms, so springen sie 
erst und heilen dann wieder; es entsteht ein Intermediat, das in Abwesenheit 
von tRNA oder hoher F'yrophosphatkonzentration stabil ist. Das Bild zeigt 
das Enzymgeriist zusammen mit dem gebundenen Substrat; die Struktur 
wurde durch ROntgenbeugung direkt bestimmt. 

Die Tyrosyl-tRNA-Synthetase ist ferner aufgrund ihrer 
kinetischen Eigenschaften ein ideales Enzym fur Mutage- 
nese-Untersuchungen, da reproduzierbare und genaue 
Messungen der Reaktionskinetiken durch Titration des ak- 
tiven Zentrums moglich sindclg1. Die erste Teilreaktion 
(Aktivierung) [GI. (a)] und die Gesamtreaktion kBnnen 
durch relativ einfache Verfahren verfolgt werden: die Ki- 
netik der Aktivierungsreaktion vor Einstellung des FlieB- 
gleichgewichtes kann durch stopped-flow-Fluoreszenzmes- 
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sungen erfal3t werden['", und der Transferschritt [GI. (b)] 
wird mit Hilfe schneller Abfangreaktionen studied. Als 
Dimer hat das Enzym zusatzlich interessante Eigenschaf- 
ten; die beiden aktiven Zentren wechselwirken so mit- 
einander, daB sie in Liisung nur ein Tyrosin[201, eine 
tRNA-Ty*2'.221 und ein Tyr~syladenylat[~~' fest binden. 

Die Tyrosyl-tRNA-Synthetase aus B. stearothermophilus 
- einem thermophilen Organismus - besitzt eine weitere 
sehr wichtige Eigenschaft: das Enzym ist thermostabil, es 
verliert auch bei langerer Inkubation bei 56°C keine Akti- 
vitat; das entsprechende Enzym aus E. coli denaturiert hin- 
gegen unter diesen Bedingungen sehr schnell. Da die mu- 
tierte Tyrosyl-tRNA-Synthetase von Klonen in E. coli pro- 
duziert wird, kann das native Enzym aus E. coli durch Er- 
hitzen entfernt werden - vorausgesetzt, auch die Mutanten- 
Enzyme sind thermostabil. So ist es moglich, auch schwach 
aktive Mutanten ohne Beeintrachtigung durch das native 
E.-coli-Enzym zu untersuchen. 

4. Strategie zur Analyse von 
Struktur- Aktivitats-Beziebungen 

Zwischen dem Ausdruck kk,, /KM aus der Michaelis- 
Menten-Gleichung und der Bildungsenthalpie des Enzym- 
Substrat-Komplexes (AG,) besteht eine einfache Bezie- 

[GI. (c)]. AGC ist die Aktivierungsenergie, k und 
h sind die Boltzmann- bzw. die Planck-Konstante. 

RTln(kka,/KM) = RTln(kT/h)  - AG' - AG, (c) 

Durch ortsspezifische Mutagenese kann AG, durch Ande- 
rung von Seitenketten der Aminostiurereste, die mit dem 
Substrat wechselwirken, beeinfluBt werden. Die Anderung 
von AGs kann aus kka,/KM nach GI. (c) berechnet werden; 
die Bedeutung der strukturellen Anderung fur die Enzym- 
Substrat-Wechselwirkung l i B t  sich so abschatzen. Theore- 
tische Be t r ach t~ngen[~~ .*~~  zeigen, daB die Reaktionsge- 
schwindigkeit dann am griX3ten ist, wenn die Wechselwir- 
kungen zwischen Enzym und ubergangszustand und nicht 
die zwischen Enzym und Grundzustand des Substrats opti- 
mal ist - das Konzept der ubergangszustands-Stabilisie- 
rung. Wasserstoffbriickenbindungen sind besonders wich- 
tig fur die unterschiedlichen Effekte bei der Substratbin- 
dung, da deren AusmaB sehr von den interatomaren Ab- 
standen abhangt und deswegen empfindlich auf Atombe- 
wegungen wahrend der Umsetzung reagiert. Deshalb ver- 
anderten wir zuerst die Aminosauren des Enzyms, die 
Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Substrat bilden. 

5. Die Natur der Wasserstoffbriickenbindungen 
zwischen Enzym und Substrat 

Die erste durch Protein-Engineering herbeigefuhrte Mu- 
tation eines Enzyms bekannter dreidimensionaler Struktur 
war der Austausch von Cys-35 gegen Ser-35 an der Tyro- 
sin-tRNA-Synthetase; es entstand ein Enzym mit v e r b  
derter AktivitlP". Cys-35 bildet mbglicherweise eine Was- 
serstoffbriicke zur 3'-Hydroxygruppe der Ribose im Tyr- 
AMP (Abb. 4). Durch die Mutation wird die -SH-Gruppe 
gegen eine -OH-Gruppe in der Aminosaureseitenkette er- 
setzt. Obwohl bei einfachen intermolekularen Assoziatio- 

0- 
1 

- P - 0  
I1 
0 

&, Ekl MC'92G'y 

Abb. 4. Akwes  Lentrum der Tyroayl-tKNA-Synthelsbe mrt gebundenem Tyr- 
AMP. Oben: Detaillierter Ausschnitt aus Abbildung 3. Unten: Wasserstaff- 
briickenbindungen zwischen Tyr-AMP und AminosSureresten im aktiven 
Zentrum. MC steht far ,,main chain". 

nen die absolute Stiirke einer OH. . . 0-Wasserstoffbriicke 
gr6Ber ist als die einer SH . . S-Wasserstoffbriicke, findet 
man beim Vergleich von Wildtyp-TyrTS mit Mutanten- 
TyrTS(Cys35-Ser35) (Tabelle I), daI3 das Enzym des Wild- 
typs eine um 1.2 kcal mol-' hlihere Affinitat zum Substrat 
ATP hat (errechnet nach G1. (c)). 

Tabelle 1. Aktivierung von Tyrosin durch TyrTS-Wildtyp und -Mutanten bei 
25°C (Details &he [9]). 

TyrTS 7.6 0.9 2.4 8400 
TyrTS(Cys35Gly35) 2.8 2.6 2.1 1120 
TyrTS(Cys35-Ser35) 2.4 2.4 2.6 1000 

Dieser Befund hat zwei Ursachen: 
1. Nicht die absolute Starke der Wasserstoffbriicken in 

einem Enzym-Substrat-Komplex bestimmt dessen Disso- 
ziationskonstante, sondern der Energieunterschied zwi- 
schen den Wasserstoffbriicken zweier Donor/Acceptor- 
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Komplexe, denn sowohl das ,,freie" Enzym als auch das 
,,freie" Substrat enthalten uber Wasserstoffbriicken gebun- 
denes Wasser [Gl. (d)]: 

2. Die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen im 
Enzym-Substrat-Komplex ist strukturabhgngig, d. h., die 
Donor- und die Acceptorgruppen mussen eine definierte 
Distanz zueinander einhalten. So ist z. B. der S-0-Abstand 
in SH. -0 um 0.5 nm groDer als der 0-0-Abstand in 
OH - - .O. Der Austausch der SH-Gruppe des Cysteins ge- 
gen die OH-Gruppe des Serins ist energetisch ungiinstig, 
da der 0-0-Abstand im starren aktiven Zentrum fur eine 
OH. . . 0-Wechselwirkung zu groB ist[']. Der Vergleich von 
TyrTS(Cys35-Ser35) rnit TyrTS(Cys35-Gly35), eine Mutan- 
te, die in dieser Position uberhaupt keine Seitenkette mehr 
enthalt, zeigt, daB die Serin-Seitenkette keinen nennens- 
werten Beitrag zur Substratbindung leistet, sondern die 
Bindung sogar schwacht. 

Man kann daraus schlieBen, daD die Dissoziationskon- 
stante eines Enzym-Substrat-Komplexes durch eine schwa- 
che (zu lange) Wasserstoffbriickenbindung vergr6Bert und 
der kk,,/KM-Wert erniedrigt wird. Hiernach stellt sich die 
Frage, ob die Affinitat eines Enzyms fur sein Substrat 
durch ortsspezifische Mutagenese erh6ht werden kann, 
wenn man eine Aminoslure austauscht, die eine schwache 
Wasserstoffbriickenbindung ermoglicht. 

6. Affinitatserhohung des Enzyms fur ATP 

Vorlaufige kristallographische Untersuchungen deuten 
auf eine lange Wasserstoffbriickenbindung zwischen Thr-5 1 
und dem Tyrosyladenylat hin (Abb. 4). Obwohl alle an- 
deren in Abbildung 4 gezeigten Seitenketten im Enzym 
aus E. coli konserviert sind, hat es in dieser Position einen 
Prolinrest, der keine Wasserstoffbriickenbindung mit dern 
Substrat eingehen kann und auBerdem die Sekundirstruk- 
tur in dieser Region start. Angesichts des am Ende des vo- 
rigen Abschnitts gezogenen Schlusses tauschten wir zuerst 
Thr-51 gegen Ala-51 aus, um den Effekt, den die Entfer- 
nung der Wasserstoffbriickenbindung bewirkt, zu untersu- 
chen; dann ersetzten wir Thr-51 durch Pro-51 und studier- 
ten die Wirkung dieser gr6Deren strukturellen h d e -  

Tabelle 2. AffinitEitserhPlhung fur ATP bei der Tyrosinaktivierung durch 
Thr-51-Austausch bei TyrTS. Reaktion bei 25°C (Details siehe [26]). 

~ ~ ~ 

TyrTS 1.6 0.9 2.4 8 400 
TyrTS(Thr5I-Ala51) 8.6 0.54 2.0 15900 
TyrTS(Thr51-Pro51) 12.0 0.058 - 208 OOO 

Die kinetischen Daten der Tyrosinaktivierung durch 
diese Mutanten .zeigt Tabelle 2. KH von TyrTS(Thr51- 
Ala51) ist fur ATP nur etwa halb so groD wie beim Wild- 
typ. Die Wechselwirkung von Threonin mit dem Substrat 

scheint also ausgesprochen gering zu sein. Die ortsspezifi- 
sche Mutagenese envies sich somit als gute Methode zur 
Untersuchung des Einflusses von Wasserstoffbriickenbin- 
dungen. 

Mit der Mutation vom Wildtyp zu TyrTS(Thr51-Pro51) 
geht ein extrem starker Anstieg des k,,,/K,-Wertes einher, 
der seine Ursache sowohl in einer Erh6hung von kkal als 
auch in einer Senkung von KM (fur ATP) hat. Eine einzige 
Punktmutation erhoht also die Enzymaktivitat signifikant. 
Fur die Biotechnologie eroffnet sich die Mbglichkeit, die 
Aktivitat von Enzymen in vitro gezielt zu beeinflussen. 

Wildtyp 

His48 Thr51 

Hi848 Pro51  G l y 4 8  f h r 5 1  

2 0 8 0 0 0  s-1 M-' 1 1 0 0  s-' M-' 

G l y 4 8  Pro51 

1400 s-' M-' 

Abb. 5. Verwendung einer Doppelmutante zur Untersuchung des Einflusses 
struktureller itnderungen (mutierte Reste sind kursiv geschrieben). Der hohe 
kk.,/KM-Wert der Mutante TyrTS(Thr51-ProSI) tritt nur auf, wenn His48 und 
Pro5 1 vorhanden sind. Wird erst His48 gegen Gly48 ausgetauscht (rechts) 
und dann Thr51 gegen Pro51, wobei die Doppelmutante TyrTS(His48-Gly48, 
Thr51-Pro51) entsteht (unten), so nimmt im letzten Schritt die Geschwindig- 
keitskonstante kaum zu. 

Welche Ursache hat diese drastische Erhahung der Affi- 
nitat des Enzyms fur ATP? Thr-51 ist Teil der von den 
Aminosauren 47-57 gebildeten a-Helix (Abb. 2); die Ein- 
fiihrung eines Prolins sollte die Helixstruktur zwischen 
Rest 47 und 50 st6ren. Die erh6hte Affinitat konnte auf 
eine neu entstandene Kontaktstelle fur das Substrat, auf 
eine verbesserte Wechselwirkung des Substrats rnit einer 
schon existierenden Kontaktstelle oder auf eine direkte 
Wechselwirkung des Substrats rnit dem Pyrrolidinring des 
Prolins zuriickzufiihren sein. Friihere Mutagenese-Unter- 
suchungen hatten gezeigt, daB His-48 rnit ATP eine Was- 
serstoffbriicke bildet, die nur einen Energiegewinn von 1.2 
kcal mol-' erbringt. Wir nahmen an, da13 durch Prolin das 
Polypeptidgeriist verformt und dadurch die Wechselwir- 
kung von His-48 rnit dem Substrat verstlrkt wird. Um 
diese Hypothese zu beweisen, konstruierten wir die Dop- 
pelmutante TyrTS(His48,ThrSl-Gly48,Pro5 1); sie wies an- 
nahernd dieselbe Aktivitit auf wie die TyrTS(His48- 
Gly48)-Mutante. Der Effekt von Thr-51 muD folglich 
durch die Imidazolgruppe von His-48 vermittelt werden 
(Abb. 4). Mit Gleichung (c) 18Bt sich aus dem in Abbildung 
5 angegebenen Cyclus berechnen, daD die Imidazolgruppe 
von His-48 beim Wildtyp 1.2 kcal mol-' und bei der Mu- 
tante TyrTS(Thr51-Pro51) 3 kcal/mol-' zur Enzym-Sub- 
strat-Bindung beitragt. Dieses Ergebnis zeigt, daD eine 
zweite Mutation im aktiven Zentrum des Enzyms die 
Strukturanderungen aufdecken kann, die durch die erste 
Mutation verursacht wurden. 
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7. Beweise fur die Stabilisierung des 
ubergangszustandes bei der Aktivierungsreaktion 

Wie wird die Reaktion der Carboxygruppe des Tyrosins 
mit ATP [GI. (a)] katalysiert? Im Verlauf dieser Reaktion 
wird eine Pyrophosphatgruppe aus ATP verdrangt [GI. 
(e)]l2'1. 

Eine allgemeine Basekatalyse des nucleophilen Angriffs 
ist nicht moglich, da die Carboxygruppe vollstandig ioni- 
siert vorliegt. Nucleophile Katalyse durch eine Gruppe des 
Enzyms, d. h. intermediare Bildung von ,,aktiviertem" 
AMP, ist unwahrscheinlich, da ATP selbst schon eine akti- 
vierte Verbindung ist und uber eine gute Abgangsgruppe 
verfiigt (Pyrophosphat). Es bleiben die ,,elektrostatische" 
Katalyse und die Katalyse durch Stabilisierung des Sub- 
strat-ubergangszustandes. Bei einer Ubergangszustands- 
Stabilisierung sollte, wenn durch ortsspezifische Mutage- 
nese eine Seitenkette am Enzym entfernt wird, die Affinitat 
des Enzyms fur sein Substrat ein wenig sinken; vie1 starker 
sollte aber die Affinitat fur das Substrat im Ubergangszu- 
stand abnehmen, vorausgesetzt, dieser wurde stabilisiert. 
Der KM-Wert sollte dann mehr oder weniger steigen, kka, 
jedoch sinken. Wie Tabelle 3 zeigt, ist dies tatsachlich der 
Fall. 

Tabelle 3. EinfluD verschiedener Mutationen auf die Tyrosinaktivierung. 

Mutante 

TyrTS [a] 
TyrTS(Cys35-Gly35) [a] 
TyrTS(Cys35-Ser35) [a] 
TyrTS(His48-Gly48) [b] 
TyrTS(His45-Asn45) [b] 
TyrTS(Glnl95-Glyl95) @] 

kr.8 
Is - 'I 

1.6 
2.8 
2.4 
1.6 
0.003 
0.16 

KM (ATP) 
ImMl  

0.9 
2.6 
2.4 
1.4 
1.0 
2.5 

[a] Lit. 191. [b] Unverbffentlichte Ergebnisse. 

Besonders drastisch wirkt sich der Austausch von His-45 
durch Asp-45 aus: k,,, ist auf etwa 1/2000 des Wildtyp- 
Wertes gesunken, wahrend KM fast unverlndert geblieben 
ist (J.-P. Shi. unver6ffentlicht). Auch die Geschwindigkeit, 
mit der Pyrophosphat das Tyrosyladenylat angreift, ist fur 
TyrTS(His45-Asn45) auf 1/2000 des Wildtyp-Wertes ge- 
sunken (unveriiffentlichte Befunde). His-45 scheint im Kri- 
stall (Abb. 4) keine Wechselwirkung rnit dem Tyrosylade- 
nylat einzugehen. Von Dr. R.  J. Leatherbarrow gebaute 
Modelle (unveriiffentlicht) zeigen, daB die y-Phosphoryl- 
gruppe der funfbindigen Zwischenstufe in GI. (e) eine 
Wasserstoffbriickenbindung mit His-45 bilden kann"'. 

00' b A d o  

R<< 9" + P20;'" 
0-P-OAd 0 

II 
0 

Auf Strukturanderungen des Enzyms wahrend der Akti- 
vierungsreaktion kann aus Versuchen rnit Mutanten ge- 
schlossen werden, in denen Wasserstoffbriicken-bildende 
Gruppen verandert worden sind. Bildet ein Aminosaure- 
rest des Enzyms Wasserstoffbriicken gleichermaDen gut 
rnit dem Ubergangszustand wie rnit dem Grundzustand 
des Substrats, dann verandert sich nach Entfernung dieses 
Restes nur KMr nicht aber kkat (siehe 1251, S. 244-247). Wird 
ein Rest entfernt, der im Enzym-Ubergangszustand-Kom- 
plex starkere Wasserstoffbriicken bildet, so sinkt kk,,. Wir 
fanden, daB k,,, der Aktivierungsreaktion auf alle Veriin- 
derungen an Resten, die mit ATP Wasserstoffbriicken bil- 
den, reagiert. Umgekehrt beeinflufit die Anderung von Re- 
sten, die mit der Hydroxygruppe des Tyrosins Wasserstoff- 
briicken bilden, kka, nicht, z. B. der Austausch von Tyr-34 
durch Phe-34 in Abb. 4 (unvereffentlicht). Nach diesen Be- 
funden ist anzunehmen, daD die Tyrosinseitenkette wah- 
rend der Aktivierungsreaktion relativ starr ist und das ge- 
bundene ATP sich auf die Carboxygruppe des Tyrosins zu- 
bewegt, damit ein nucleophiler Angriff auf die a-Phospho- 
rylgruppe moglich ist. Da die Starke der Wasserstoffbriik- 
ken zunimmt, sobald der Ubergangszustand erreicht ist, 
bringt das Enzym wahrscheinlich ATP und Tyrosin in enge 
Nachbarschaft. 

8. Optimierung der Geschwindigkeit enzymatischer 
Reaktionen wahrend der Evolution 

Es gibt viele Vorstellungen dariiber, wie sich der evolu- 
tionare Selektionsdruck auf die Geschwindigkeitskonstan- 
ten enzymatischer Reaktionen auswirkt, so dafi die Ge- 
schwindigkeit der Gesamtreaktion maximiert wird; die 
Gultigkeit der Modelle12"~2'~281 kann durch ortsspezifische 
Mutagenese gepriift werden. Obwohl die von uns herge- 
stellten Mutanten nicht unbedingt die naturlichen Vorlau- 
fer des heutigen nativen Enzyms sein mussen, kiinnten es 
doch Enzymformen sein, die wahrend der Evolution aus- 
selektiert wurden; die Haufigkeit spontaner Mutationen ist 
hoch genug, urn diese Annahme zu rechtfertigen. Eine ein- 
fache Theorie uber die Effekte des evolutionlren Selek- 
tionsdruckes auf die maximale Geschwindigkeit einer Ge- 
samtreaktion120,2'1 sagt voraus, daB l. der Wert kk.,/KM zu 
einem Maximum tendiert (als Konsequenz der Komple- 
mentaritat von Enzym und Substratstruktur im Ubergangs- 
zustand) und daB 2. die Werte von k,,, und KM gleichzeitig 
steigen, so daB KM immer groRer ist als die normale Kon- 
zentration des Substrates in vivo. Als Resultat wird der 
Ausdruck [S],k,,,/(K, +[SIP) in GI. (f) maximiert; diese 

[*] Auch Mechanismen wie ,,induced fit" oder ,,non productive binding" 
kOnnen Anderungen von kka, oder K M  bewirken, wie sie in Tabelle 3 be- 
schrieben sind. Deshalb lieferten friihere Untersuchungen der Struktur- 
Aktivitiits-Beziehungen, bei denen die Struktur des Substrates vergndert 
wurde, keinen eindeutigen Beweis filr den ,,strain"-Mechanismus @her- 
gangszustands-Stabilisierung)"". Die durch ortsspezifische Mutagenese 
eingefilhrten hderungen bei der TyrTS sollten aus folgenden Griinden 
eindeutige Resultate ergeben: 1. Die Struktur des nativen Enzyms und 
des Enzym-Substrat-Komplexes der Mutanten kann durch Rbntgen-Kri- 
stallographie aufgekliirt werden. 2. Die StrukturPnderungen sind vielfach 
so gering, daB man die damit einhergehende Anderung der Bindungs- 
energien berechnen kann. Sogar ohne genaue Strukturdaten IiiBt sich 
durch Kombination von chemischer Intuition und Analyse der Enzym- 
struktur mit Computergraphik-Methoden eine tibergangszustands-Stabi- 
lisierung durch elektrostatische Wechselwirkungen und Wasserstoffbrilk- 
kenbindungen vorhersagen. 
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beschreibt die Umsatzgeschwindigkeit in vivo ([S], ist die 
Substratkonzentration in vivo). 

Die Maximierung wird durch verminderte Komplementa- 
ritat zum Substrat im Grundzustand bei gleichbleibender 
Komplementaritat zum Substrat im Ubergangszustand er- 
reicht. Der experimentelle K,-Wert des nativen Enzyms 
fur ATP in der Aminoacylierungsreaktion liegt bei 2.5 mM, 
ein Wert, der in vielen Organismen der in-vivo-Konzentra- 
tion von ATP sehr nahe kommt (2-3 mM). Die zwischen 
ATP und einem Protein maximal mdgliche Bindungsener- 
gie wird nicht genutzt - KM fur ATP und Myosin betrigt 
beispielsweise M12y1. Im allgemeinen sind die kkal/ 
K,-Werte der Mutanten kleiner als die des Wildtyps. Eine 
bemerkenswerte Ausnahme ist die Mutante TyrTS(Thr5 1- 
ProS1) (Tabelle 4). Das liegt hauptsachlich am niedrigen 

Tabelle 4. Kinetik der Aminoacylierung von tRNA [a]. 

Enzym 

TyrTS [c] 4.7 2.5 1860 
TyrTS(Thr51-Pro5l)[c] 1.8 0.019 95800 
TyrTS(Thr5I-AlaSl)[c] 4.0 1.251 3200 
TyrTS(Cys35-Cily35)[d) 1.9 6. I 320 
TyrTS(Cys35-Ser35)[d] 1.3 6.4 200 
TyrTS(His48-Gly48)[e] 2.4 8.7 278 
TyrTS(Glnl95-Glyl95)[e] 0.15 6.2 24 

~ 

2.35 0.43 0.05 
1.79 1.67 1.02 
2.7 0.67 0.078 
0.55 0.075 0.008 
0.36 0.049 0.005 
0.$4 0.067 0.047 
0.043 0.006 0.0007 

[a] Geschwindigkeit der Aminoacylierung von tRNA bei 25°C [mol Tyr- 
tRNA.mol-' Enzym.s-']. k k a ,  und KM sind aufgerundet. kk. , /KM wurde aus 
den exakten Werten berechnet. [b] In-vivo-Konzentration. [c] Lit. 1261. [d] Lit. 
(91. [el Unverhffentlichte Befunde. 

kkal-Wert, der den ausgesprochen kleinen K,-Wert fur 
ATP uberkompensiert. Unter physiologischen ATP-Kon- 
zentrationen (2-3 mM) ist das native Enzym aktiver als die 
Mutante (nach GI. (f) anhand der experimentellen Werte 
fur kkul, K, und [ATP]). Bei niedrigeren ATP-Konzentra- 
tionen ist jedoch die Mutante TyrTS(Thr51-Pro51) aktiver. 
Dieser Befund illustriert die Bedeutung, die das Einstellen 
der KM-Werte von Enzymen auf die Substratkonzentration 
in vivo hat, um maximale Umsatzgeschwindigkeiten zu er- 
reichen. Die Mutante TyrTS(Thr51-Ala51) ist bei 25°C in 
vitro Ihnlich aktiv wie das native Enzym. 

9. Strukturelle Organisation der 
Tyrosyl-tRNA-Synthetase 

Im Kristall hat das Enzym eine hoch geordnete N-termi- 
nale Domane, die die Reste 1-319 umfabt und Tyrosylade- 
nylat bindet; die verbleibenden 100 Reste des C-Terminus 
sind ungeordnet['61. Das Genfragment, das die N-terminale 
Domane codiert, wurde durch Gen-Deletion hetgestellt 
und das verstiimmelte Protein exprimiert und isoliertl"l. 
Dieses Torso-Protein ist zwar in der Aktivierungsreaktion 
[GI. (a)] voll aktiv, es katalysiert aber nicht den Transfer 
von Tyrosin auf die tRNA und bindet auch keine Tyr- 
tRNA. Der strukturellen Unterteilung der Tyrosyl-tRNA- 

Synthetase entspricht also auch eine funktionelle, wobei 
die N-terminale Domane fur die Aminosaure-Aktivierung 
verantwortlich ist und die C-terminale Domane fur die 
Bindung der tRNA. Durch eine Reihe von Mutationsexpe- 
rimenten mit der Alanyl-tRNA-Synthetase - einem Enzym 
unbekannter dreidimensionaler Struktur - konnte gezeigt 
werden, dalj auch dieses Protein besondere Regionen fur 
Aktivierungs- und Transfer-Reaktion enthalt1301. 

10. Zusammenfassung und Ausblick 

Obwohl wir aus personlichen Mitteilungen wissen, daD 
gegenwartig viele andere Proteine mit Hilfe der ortsspezifi- 
schen Mutagenese untersucht werden, gibt es doch erst we- 
nige hblikationen, in denen uber Untersuchungen von 
Struktur-Aktivitats-Beziehungen mit dieser Methode be- 
richtet wird. Die Arbeit an der fLLactama~el'.~~ kann vor- 
laufig nicht fortgesetzt werden, da die dreidimensionale 
Struktur des Enzyms noch nicht bekannt ist; die Kristall- 
struktur wird jedoch gegenwartig bestimmt. Drei Mutanten 
der Dihydrofolat-Reduktase wurden hergestelltL3']; mit 
diesem Enzym arbeiten auch noch andere Gruppen. Wir 
sind sicher, dab in den nachsten beiden Jahren viele inter- 
essante Ergebnisse veroffentlicht werden. 

Protein-Engineering ist ein wunderbares Werkzeug fur 
den Enzymologen; die Anwendungsgebiete scheinen un- 
begrenzt zu sein. Die Struktur- Aktivitats-Beziehungen kon- 
nen mit dieser Methode direkt analysiert werden; schon 
mit einfachen Experimenten konnen die Gruppen identifi- 
ziert werden, die an der Katalyse beteiligt sind; kompli- 
ziertere Versuche ennaglichen das Studium der Rolle von 
Enzym-Substrat-Wechselwirkungen fur die Katalyse und 
die Spezifitat. Zukunftige Experimente werden die Fern- 
wirkungen von Strukturveranderungen auf Aktivitaten und 
die Weiterleitung der Effekte von Substrat- und Effektor- 
bindung durch einzelne Proteinuntereinheiten zum Gegen- 
stand haben. Einige Laboratorien werden die Thermosta- 
bilitat von Enzymen und die strukturellen Grundlagen der 
Enzymstabilitat generell analysieren. Zweifellos wird auch 
die P r~ te inFa l tung~~~~  mit dem Protein-Engineering unter- 
sucht werden. Fur industrielle Anwendungen wird das 
Protein-Engineering sehr schnell Bedeutung erlangen, da 
physikalische Eigenschaften wie Thermostabilitlt, Loslich- 
keit, Reaktivitat in Abhangigkeit vom pH etc. verlnderbar 
sind. Biotechnologisch verwendete Enzyme konnen in 
vitro optimiert werden. Durch Protein-Engineering werden 
auch kinetische Eigenschaften einstellbar, z. B. kkc,l- und 
K,-Werte fur Substrate, und nicht zuletzt wird man auch 
die Enzymspezifitaten verandern. Das Fernziel wird sein, 
Enzyme fur jede Reaktion maDzuschneidern. 

Eingegangen am 5. April 1984 [A 4971 
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Mycotoxine aus Schimmelpilzen - 
Waffen ungebetener Tischgenossen von Mensch und Tier : 
Strukturen, Wirkungen, Biosynthese und Schutzmoglichkeiten** 

Von Burchard Franck* 

Neben den Antibiotica sind die Mycotoxine die zweite grol3e Gruppe von Wirkstoffen aus 
Mikroorganismen. Man kennt schon iiber 300 Mycotoxine, die sich 25 Strukturtypen zuord- 
nen lassen. Sie werden van etwa 350 Schimmelpilzen mit annahernd 10000 Stimmen pro- 
duziert. Durch die Neigung der Mycotoxin-bildenden Schimmelpilze, sich aggressiv auf 
Nahrungsmitteln auszubreiten, konnen sie epidemieartig auftretende Mycotoxikosen verur- 
sachen. - Nach Isolierung, Strukturbestimmung und Feststellung der biologischen Wirkun- 
gen gelang es, die Biosynthese der Mycotoxine weitgehend aufzuklaren. Danach lassen sich 
die Mycotoxine auf nur drei Gruppen von biogenetischen Schliisselbausteinen zuriickfiih- 
ren : Polyketide, Isopentenylpyrophosphat und Aminosiluren. Mycotoxine sind zumeist un- 
polar, chemisch recht bestiindig, werden in hohen Konzentrationen gebildet und enthalten 
- im Gegensatz zu den Antibiotica - keine Zucker. Mycotoxine rufen eine enorme Vielfalt 
toxisch-pharmakologischer Wirkungen hervor, z. B. Leberdegeneration, Hamorrhagie, Car- 
cinomentstehung. Kumulationsneigung im Siiugetierorganismus und lange Inkubationszei- 
ten erschweren die Erkennung der Mycotoxikosen und machen schon geringste Konzentra- 
tionen in der Nahrung zum Risiko. So darf das besonders gefahrliche Aflatoxin B, den 
schwierig zu kontrollierenden Grenzwert von 5 ppb (5  pg/kg) in der Nahrung nicht iiber- 
schreiten. 

1. Einleitung 

Jeder weiB, was passiert, wenn man Fruchtsaft einige 
Tage offen stehen la& (Abb. 1): Durch die immer in der 
Luft vorhandenen Keime bilden sich Kolonien von Schim- 
melpilzen. Zumeist handelt es sich dabei um Aspergillus- 

[*I Prof. Dr. B. Franck 
Organisch-chemisches Institut der Univcrsitlt 
Orleansring 23, D-4400 Miinster 

lesung an der UniversitPt Gettingen. 
[**I Erweitcrte und erglnzte Fassung einer Adolf-Windaus-Gedlchtnis-Vor- 
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und Penicillium-Arten. Wir sind dann nicht mehr geneigt, 
diesen Saft zu trinken. Ein Instinkt mahnt uns zur Vor- 
sicht, und das ist wichtig, denn viele der genannten Pilze 
bilden Stoffwechselprodukte, die fiir Menschen und Sau- 
getiere gefiihrlich sind. Man nennt diese Giftstoffe Myco- 
toxine. 

Die Mycotoxine unterscheiden sich in ihrer biologischen 
Aktivitat von den gegen Bakterien gerichteten Antibiotica. 
Mit den Mycotoxinen und Antibiotica verfugen die Mikro- 
organismen iiber wirksame Mittel zur Verdrlngung ande- 
rer Lebewesen von ihren Nahrungsquellen. In Abbildung 1 
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