
Ribonuclease T1: Struktur, Funktion und Stabilitat 

Von C. Nick Pace, Udo Heinemann, Ulrich Hahn und Wolfram Saenger* 

In lebenden Organismen erfullen Proteine die wichtigsten und schwierigsten Aufgaben. tlier- 
fur miissen sie oft spezifisch mit weiteren kleinen oder groBen Molekulen zusarnrnenwirken. 
Dies erfordert, daB sie sich in eine globulire Struktur falten, in der sie ihre jeweilige Funktion 
erfiillen konnen; bei Enzymen z. B. wird durch die Faltung das aktive Zentrum konstituiert. 
Dieser enge Zusammenhang zwischen Struktur und Funktion fuhrte dazu, daB Faltungsweise 
und Faltungsstruktur der Proteine als das ,,Geheimnis des Lebens" angesehen werden. Bioche- 
rniker und Chemiker haben ein groBes Interesse an der Aufklarung des Mechanismus der 
Proteinfaltung. Wire das ,,Proteinfaltungsproblem" gelost. konnte man aus der Aminosaure- 
sequenz eines Proteins die bei der Faltung entstehende Struktur und ihre Stabilitit voraussa- 
gen. Es ist heute moglich, Proteine herzustellen, die sich in einer oder mehreren Aminosauren 
unterscheiden. Die Aufklarung ihrer dreidimensionalen Struktur durch Rontgenkristallogra- 
phie und NMR-Spektroskopie t r igt  wesentlich zum Verstindnis der Faltung und der Stabilitat 
der Struktur von Proteinen bei. Aus diesem Grund werden gegenwartig mehrere Proteine rnit 
dieser Methodik eingehend untersucht. Eines davon ist das Enzym Ribonuclease T1. 

1. Einleitung 

Untersuchungen von Ribonucleasen haben einen bedeu- 
tenden Beitrag zu unserem Verstindnis der Struktur, Funkti- 
on und StabilitHt von Enzymen geleistetll - 5 1 .  Ribonuclea- 
s e A  (RNase A), das am besten untersuchte Enzym aus 
Saugetieren, und Ribonuclease T1 (RNase T l ) ,  das am be- 
sten untersuchte mikrobielle Enzyrn, haben sehr ihnliche 
Funktion und GroBe, unterscheiden sich aber in Aminosau- 
resequenz und dreidimensionaler Struktur sehr11.41. Ergeb- 
nisse detaillierter kristallographischer Untersuchungen an 
RNase A sowie an Derivaten und Komplexen wurden von 
mehr als einem Dutzend Forschungsgruppen veroffent- 
lichtl']. Von RNase T1 wurden bisher neun Kristallstruktu- 
ren bestimmt. Dieser Reichtum an Strukturinformation und 
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die uberschaubare GroBe der Enzyme gewahrleisten, daB 
Studien an Ribonucleasen auch weiterhin unser Verstindnis 
der Enzyme vertiefen werden. 

Das aktive Zentrum der Ribonucleasen l i B t  sich eindeutig 
unterteilen in eine Substraterkennungsstelle, die bestimmte 
Nucleinsiurebasen spezifisch bindet, und in eine katalytisch 
aktive Stelle, wo die Spaltung der Phosphodiesterbindung 
stattfindetl'. 51. RNase A erkennt in einzelstrangiger RNA 
die Pyrimidinbasen Uracil und Cytidin, die mikrobiellen 
RNasen der T1-Familie dagegen sind spezifisch fur Guanin 
oder fur Guanin und Adenin, oder sie sind unspezifisch. 
Wegen ihrer hohen Spezifitat fur Guanin wird RNaseT1 
hlufig fur RNA-Sequenzierungen und -Kartierungen ver- 
wendetI6 *I. 

RNase A und die mikrobiellen RNasen der T1-Familie 
reagieren rnit RNA nach einem ihnlichen, Saure/Base-kata- 
lysierten zweistufigen Mechanismus, wobei zuerst eine Um- 
esterung der 3',5'-Phosphodiesterbindung zu 2',3'-cyclischem 
Phosphat erfolgt, welches anschlieknd zu terminalem 3'- 
Phosphat hydrolysiert wird. 

RNase T1 wurde ursprunglich aus Takadiastase, einer in- 
dustriell produzierten Fraktion aus dem Kulturmedium des 

Wernherm, 1991 01)44-X.'49/Y1/0404-0351 $3.50+ .25/lJ 351 



Schimmelpilzes Aspergillus oryzae. in zwei isomeren Formen 
isoliert, die entweder Gln oder Lys an Position 25 enthalten 
(Gln25- oder Lys25-RNase T1. Abb. l)[5*91. Kiirzlich wur- 
den fur RNase T1 codierende, synthetisch hergestellte Gene 
mit drei verschiedenen Ansatzen gentechnologisch in Esche- 
richia coli kloniert ' I o -  I 31. Einmal wurde ein Fusionsprotein 
exprimiert. aus dem anschlieknd durch Bromcyan-Spaltung 
RNase TI in geringen Mengen gewonnen wurde. In den an- 
deren beiden Arbeiten wurde das Gen der RNaseT1 rnit 
dem eines Transmembran-Signalpeptids kloniert. Aktive 
RNase T1 wird in das Periplasma ausgeschieden. aus dem es 
in Mengen bis 50 mg pro Liter Kulturmedium isoliert wer- 
den kann" I - 1 3 ] .  Durch ortsgerichtete Mutagenese kann 
nun an jeder beliebigen Stelle spezifisch modifizierte 
RNase T1 hergestellt werden. Im folgenden werden RNase- 
TI-Mutanten. an denen die Aminosaure X in der Position n 
durch die Aminosaure Y ersetzt wurde. als XnY bezeichnet. 

In diesem Beitrag stellen wir zunachst die Struktur der 
RNase T1 im Komplex mit verschiedenen Liganden und In- 
hibitoren vor. Dann fassen wir die Ergebnisse einer Reihe 
von experimentellen Studien zur Konformationsstabilitat 
zusammen, und schlieDlich betrachten wir den Zusammen- 
hang von dreidimensionaler Struktur und Stabilitat. Die 
neuen Erkenntnisse tragen zu einem besseren Verstandnis 
der Faktoren bei, die die gefaltete, biologisch aktive Konfor- 
mation der Proteine bestimmen, und bringen uns moglicher- 
weise der Losung des Proteinfaltungsproblems naher. 

2. Die dreidimensionale Struktur der RNase TI 
im Komplex mit Liganden 

Mehrere Kristallstrukturen der RNase T1 wurden bei 
mittlerer bis hoher Auflosung bestimmt (Tabelle 1) .  Meist 
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Abb 1. Aminosauresequenz von RNase TI [5.9]. In dieser Darstellung wird die 
Sekundarstruktur der RNase TI nachempfunden. Die einzelnen Aminosauren 
sind mi! dem Ein-Buchstaben-Symbol gekennzeichnet. 

sind Derivate des Guanosins an das Enzym gebunden, doch 
wurden auch Kristallstrukturen von Wildtyp- und Mutan- 

Abb. 2. Dreidimensionale Struktur der RNase TI .  Die a-Helix ist als gewunde- 
nes Band und die fl-Faltblatter sind durch Pfeile dargestellt. Anfang und Ende 
der Sekundarstrukturelemente sind durch Numerierungen gekennzeichnet. 
Disulfidbriicken sind eingezeichnet. 

ten-RNase T1 beschrieben, bei denen die Erkennungsstelle 
frei vorliegt. In allen Kristallstrukturen ist die RNase T1 im 
wesentlichen so wie in Abbildung 2 dargestellt gefaltet. 

Die Polypeptidkette ist durch zwei Disulfidbrucken zwi- 
schen Cys2 und CyslO sowie Cys6 und CyslO3 verkniipft. 

Tdbelle 1 Kristallstrukturanalysen der Ribonuclease T1 

gebun- Raum- Gitter- dm," [c] R [d] Lit Protein- 
dener In- gruppe konstan- [A] daten bank- 

Eniym la] hibitor [b] ten [A1 Code [el 

Lys25-RNase Tf 2'-GMP P2,2,2, u = 46.81 1.9 
b = 50.11 
c = 40.44 

Gln25-RNase TI 2'-GMP F'2,2,2, u = 46.65 1.9 
b = 50.26 
c = 40.60 

Gln25-RNase TI 3'-GMP P2,2,2,  u = 47.58 2.6 
h = 50.92 
c = 40.32 

Lys25-RNase TI 2 'S-GpG P2,2,2, u = 47.44 1.8 
h = 50.90 
c = 40.43 

Lys25-RNase T1 Vanadat P2,2,2, u = 48.82 1.8 
h = 46.83 
c = 41.20 

Lys25-RNaseT1 Guanosin P2,2,2,  u = 47.65 1 8  
h = 51.00 
c = 40.46 

Lys25-RNase TI 3'.5'-GDP I23 u = 86.47 3.2 
Lys25-RNase TI - P2,2,2, u = 31.04 2.2 
(His92Ala) h = 62.31 

c = 43.70 
Lys25-RNase T1 2'-GMP P2, u = 49.17 2.0 
(His40Lys) h = 47.99 

c = 40.11 
p = 90.26 ' 

0.180 114-16) 1RNT 

0.203 [17.18] - 

0.274 1191 - 

0.149 [20] 2RNT 

0.137 [21] 3RNT 

0.132 [22] [f] 

0.158 I221 [f] 
0.152 [23] [f] 

0.149 [24] I f ]  

[a] Lys25-RNase TI und GIn25-RNase T1 sind die beiden Isoformen des Proteins. Muta- 
tionen werden. wenn notrg. in Klammern angegeben. Die Kristallstrukturen der 2'-GMP- 
Komplexe rnit Lys25-RNase TI und Gln25-RNase TI wurden durch multiplen isornor- 
phen Ersatz bestimmt [14.17]. die anderen Kristallstrukturen waren entweder isomorph 
mit bereits bekannten Strukturen der RNase TI oder sre wurden durch molekularen Ersatz 
[25] gelost. bei dem eine bekannte dreidimensionale Struktur als Startmodell verwendet 
wird. Alle Kristallstrukturen wurden unter Verwendung stereochemischer Einschrankun- 
gen (,.restraints") verfeinert 1261 und mil Hilfe von Computergraphik-Methoden iiberpriift 
1271. [b] 2'-GMP: 2'-Guanylsiure; 3'-GMP: 3'-Guanylsiure; 2'.5'-GpG: Guanylyl-2'.5'- 
guanosin; Vanadat- [H2VO,le: 3'.5'-GDP. Guanosin-3'.5'-diphosphat. [c] dm," ist die ma- 
ximale Auflosung der verwendeten Beugungsdaten. [d] Der kristallographische R-Wert 1st 
als R = ~ h l F o - & I ~ J o  definiert. dabei sind F, und F, die gemessenen bzw. berechneten 
Strukturfaktoramplituden; die Sumrne ist iiber alle Reflexe h des Datensatzes. [el Von den 
gekennzeichneten Strukturen konnen die Atomkoordinaten bet der Brookhaven Data 
Bank angefordert werden. [f] Noch nicht deponiert. 

Abb. 3. Wasserstoffbriicken (Pfeile) innerhalb der Hauptkette von RNase T1. 
Wasserstoffbriicken der Hauptkettenatome zu Seitenkettenatomen (N.0) oder 
Sauerstoffatomen gebundenen Wassers sind mit Pfeilkopfen gekennzeichnet. 
Die Pfeile zeigen vom Donor- zum Acceptoratom. Die fettgedruckten Verbin- 
dungen zwischen Aminosaure 2 und 10 sowie 6 und 103 stellen Disulfidbriicken 
dar. Alle Wasserstoffbriicken entsprechen den geometrischen Kriterien von 
Baker und Hubhurd (281 
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Hid92 Glu-58 
I 

NH, y - >  

Abb. 4. Oben und Mitte: Zwei Stereobilder des aktiven Zentrums von 
RNase T1. Der gebundene Inhibitor 2'-Guanosinmonophosphat ist mit sei- 
ner van-der-Waals-Oberflache dargestellt ; die verschiedenen Atomsorten ha- 
ben dabei die Farben wei5 fur Kohlenstoff, blau fur Stickstoff, rot fur Sauer- 
stoff und hellblau fur Phosphor; die Proteinatorne sind hellblau und gelb 
dargestellt. Die C,-Kohlenstoffatome sind beschriftet. die Wasserstoffbruk- 
ken als gestrichelte Linien gezeichnet. Oben: Basen-Erkennungsstelle: His40 
bis GIu46 in gelb und Asn98 in hellblau. Mitte: Katalytisches Zentrum: 
GIu58 und His92. die vermutlich an der Katalyse beteiligt sind, sind gelb, 
andere Aminosauren. die mit der Phosphatgruppe wechselwirken. sind hell- 
blau gezeichnet. Unten: Schema des Reaktionsmechanismus der Hydrolyse 
einer Phosphodiesterbindung durch RNase T1 [31]. 

Die Sekundarstruktur wird durch 51 N-H ... O=C-Wasser- 
stoffbriicken stabilisiert (Abb. 3). Das Protein enthalt ein 
kurzes doppelstrangiges, antiparalleles Faltblatt, auf das ei- 
ne viereinhalb Windungen lange a-Helix folgt, und ein zwei- 
tes antiparalleles fi-Faltblatt, das aus fiinf Strangen zusam- 
mengesetzt ist. 

Die Verbindungen zwischen den Sekundarstrukturele- 
menten bilden mehr oder weniger lange Schleifen, die ,,/?- 
Turns" enthalten. Das fiinfstrangige Faltblatt 1st stark ver- 
drillt und bildet eine faI3ahnliche Struktur. Durch Bildung 
eines Enzym-Substrat-Komplexes wird das ,,FaO" vervoll- 
standigt, indem der gebundene RNA-Strang den fehlenden 
sechsten Strang ersetzt. 

Die Tertiarstruktur wird dadurch stabilisiert, daI3 80 % der 
unpolaren Seitenketten einen hydrophoben Kern bilden und 
so Kontakten mit Wassermolekiilen entzogen werden. Ne- 
ben den Wasserstoffbriicken in a-Helix und b-Faltblatt gibt 
es 31 Wasserstoffbriicken zwischen Hauptkette und Seiten- 
ketten und 14 zwischen Seitenketten, die zusatzlich zur Sta- 
bilitat der Konformation von RNase TI beitragenL'61. 

2.1. Die Guaninbindungsstelle von RNase T1 

Guanin wird spezifisch iiber das Polypeptidsegment Tyr42 
bis Glu46 und durch das Peptid-C = 0 von Asn98 gebunden 
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(Abb. 4). Guanin-N(7) und -0(6) sind Wasserstoffbriicken- 
Acceptoren fur die Peptid-NH-Gruppen von Asn43, Asn44 
und Tyr45. Guanin-N( 1)-H und -N(2)-H sind Wasserstoff- 
briicken-Donoren zur Carboxylat-Seitenkette von Glu46. 
Das zweite N(2)-H-Wasserstoffatom nimmt an einer Wasser- 
stoffbriicke zum Carbonyl-Sauerstoffatom von Asn98 teil. 
Eine weitere Stabilisierung bietet die Carbonylfunktion an 
Position 6 des Guanins, die zwischen den phenolischen Sei- 
tengruppen von Tyr42 und Tyr45 eingeschlossen ist (sand- 
wichartig), so daD die Wasserstoffbriickenbindungen abge- 
schirmt sind und nicht in Konkurrenz mit Wasser treten. 

In den Kristallstrukturen von RNase T1 rnit Guano- 
sin-2’-phosphat, Guanylyl-2’,5’-guanosin und Guano- 
sin[’4-’*. 20 .22]  ist das Guanosin in syn-Konformation in der 
Erkennungsstelle gebunden, womit bei freiem Guanosin- 
O(5’) die Bildung einer intramolekularen 0(5’)-H. .. N(3)- 
Wasserstoffbriicke moglich ist. In keinem rontgenkristallo- 
graphisch untersuchten Komplex der RNase TI rnit Sub- 
stratanaloga IaDt sich eine Wasserstoffbriicke zwischen Ri- 
bose und Enzym lokalisieren. In Guanosin-2’-phosphat ist 
die Phosphatgruppe mit Wasserstoffbriicken an Tyr38 (O,,), 
His40 (N,) und GIu58 (Ot,) gebunden (siehe Abb. 4), aber 
nicht an die Seitenkette von Arg77. Vergleichbare Wechsel- 
wirkungen wurden auch bei der Phosphatgruppe im Cuany- 
lyl-2‘,5’-Guanosin-Komplex festgestellt, in dem die Phosphat- 
gruppe und das 3’-terminale Guanosin zweifach fehlgeordnet 
sind[201. Der Grund dafiir sind wohl die geringe Zahl der 
Wechselwirkungen zwischen RNase T1 und dem 3’-termina- 
len Guanosin, sowie zusatzliche Kontakte zu einem symme- 
trieverwandten RNase-TI -Molekul im Kristall. 

Im Komplex von RNaseT1 rnit Vanadat wird das 
[H2VO4le-Ion an gleicher Stelle gebunden wie die Phosphat- 
gruppe im Guanosin-2’-phosphat-Komplex‘2”. In der Ba- 
sen-Erkennungsstelle ist ein Wassermolekiil nahe der Posi- 
tion gebunden, wo sonst das O(6) eines Guanosins ware. Die 
Glu46-Seitenkette ist von der Guanosin-Bindungsstelle weg- 
gedreht, die Seitenkette von Tyr45 liegt in einer anderen Po- 
sition, und die Asn43-Asn44-Peptidbindung ist im Ver- 
gleich zu der in anderen Kristallstrukturen, die ein gebunde- 
nes Guanin enthalten, um etwa 180” gedreht. Daraus folgt, 
daD die Guanin-Bindungsstelle bis zu einem gewissen Ma& 
flexibel ist, um die Bindung des Substrats und die Verdran- 
gung des Produktes zu erleichtern. 

Die Spezifitat von RNase T1 fur Guanosin wurde rnit ei- 
ner ,,free energy perturbation“-Rechnung untersucht [291,  die 
nahezu die gleichen Unterschiede zwischen der freien Bin- 
dungsenthalpie von Guanosin und Adenosin ergab wie ex- 
perimentelle Bestimmungen. Die Simulation IaDt anneh- 
men, daD eine Mutation der Glu46-Carboxylatgruppe die 
RNase T1 in eine adenosinspezifische Ribonuclease um- 
wandeln mii0te. Diese SchluDfolgerung konnte jedoch durch 
biochemische Untersuchungen an der RNase-T1 -Mutante 
GIu46Ala nur zurn Teil bestatigt ~ e r d e n [ ’ ~ ~ .  

2.2. Das katalytische Zentrum der RNase TI 

Das katalytische Zentrum wurde als die Umgebung der 
Phosphatgruppe in den Komplexen rnit Guanosin-2’-phos- 
phat und Guanylyl-2’,5’-Guanosin bestimmt (Abb. 4). Die 
2’,5‘-Phosphodiesterbindung des Dinucleotids kann von 
RNase T1 nicht hydrolysiert werden. Um den Inhibitor in 

ein Substrat zu verwandeln, wurde das entsprechende 3’- 
Phosphat konstruiert. Aus dessen Struktur wurde gefolgert, 
daD sich bei Substratbindung ein anderes Wasserstoffbruk- 
kenschema bildet. Es entsteht nun moglicherweise eine Was- 
serstoffbrucke zwischen dem O(5’)-Phosphatsauerstoffatom 
und dem Imidazol-N,-H von His92 sowie zwischen dem 
O(2’)-H der Ribose und dem Carboxylat 0,, von Glu58. Die 
Imidazolgruppe von His40 ist zwar in der Nahe, bildet aber 
wahrscheinlich keine Wasserstoffbriicke zur Ribose. 

In Kenntnis dieser Struktur und aufgrund von Informa- 
tionen aus zahlreichen biochemischen StudienL4. ”. 3 3 1  wur- 
de ein Reaktionsmechanismus fur RNase T1 vorgeschlagen 
(Abb. 4 unten), in dem (311158, moglicherweise von His40 
aktiviert, das Proton von O(2’)-H als Base abstrahiert. Das 
0(2’)e greift die Phosphodiesterbindung an, und das O(5’) 
des nachsten Nucleotids erhalt ein Proton vom protonierten 
His92. Das neue cyclische Guanylyl-2’,3’-Phosphat wird von 
einem Wassermolekiil hydrolysiert, das von His92 aktiviert 
ist und an dieses ein Proton abgibt. Das abgehende O(2’) 
erhalt ein Proton von GIu58 (0,-H) unter Bildung des End- 
produktes Guano~in-3’-phosphat[’~. ’ I 1 .  

Wlhrend die Stereochemie dieser Reaktion[”] und die 
vorgeschlagene Rolle von His92 in der Katalyse nahezu un- 
urnstritten sind, haben die Resultate von ortsgerichteter Mu- 
tagenese von Aminosauren des aktiven Zentrums einen Dis- 
put iiber die Funktion von Glu58 und His40 entfacht, da  bei 
Austausch der einen wie der anderen Aminosaure eine be- 
trachtliche Restaktivitat des Enzyms ~ e r b l e i b t ~ ’ ~ -  361. Der 
vorgeschlagene Angriff von Glu58 (und nicht von His40) auf 
Guanosin-O(T)-H stiitzt sich hauptsachlich auf Analysen 
der pH-Profile der Dinucleotid-Hydrolyse des Wildtyp-En- 
zyms und verschiedener Punktmutanten‘361: Mutanten, de- 
nen His40 fehlt, liefern die gleichen pH-Profile wie der Wild- 
typ, wahrend Austausch von Glu58 die pH-Abhangigkeit 
verandert. 

Bisher wurden zwei Mutanten von RNase T1 kristallogra- 
phisch untersucht : His92Ala und Hi~40Lys[‘~. 24J.  Die erste 
ist inaktiv, da  das fur die Katalyse wichtige His92 durch 
Alanin ersetzt worden ist r34* 351. His40Lys zeigt im Vergleich 
zum Wildtyp-Enzym noch 13% A k t i ~ i t a t “ ~ .  361. Bei der 
Mutante His92Ala fiihrt die Substitution der Imidazolgrup- 
pe durch ein Wasserstoffatom zu einigen groBeren Struktur- 
anderungen in diesem Bereich, da zwischen der Histidin-Sei- 
tengruppe und der Asn99 -C = 0-Hauptkette keine Wasser- 
stoffbriicke mehr moglich ist. Dies destabilisiert die Schleife 
von He90 bis Asn99. Ebenso zeigt die Mutante His40Lys 
lokafe Strukturanderungen in dieser Schleifenregion, die 
aber nicht so stark sind wie im Falle der His92Ala-Mutante. 

2.3. Die Verteilung der Ternperaturfaktoren weist 
auf Flexibilitat einzelner Molekiilteile hin 

Wahrend einer rontgenkristallographischen Strukturana- 
lyse werden neben den Atomkoordinaten auch die Tempera- 
turfaktoren der Atome verfeinert. Sie sind durch die Schwin- 
gungen der Atome im Kristallgitter bestimmt. Die Tempera- 
turfaktoren fur Hauptkette und Seitengruppen sind in Ab- 
bildung 5 gegen die Aminosaurenummer in der Sequenz auf- 
getragen. Aminosauren in /I-Faltblattern sind starrer als die 
Aminosauren der a-Helix und die in den Schleifen schwingen 
am meisten. Das steht in Einklang rnit unserem Wissen uber 
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die Stabilisierung der Sekundarstruktur durch N-H . . ‘ 0  = C- 
Wasserstoffbriicken zwischen Peptidgruppen der Hauptket- 
te, die auch die thermische Schwingung der assoziierten Sei- 
tenkette beeinflu&. In diesem Zusammenhang wurden Mo- 
lekiildynamik-Simulationsstudien auf der Grundlage der 
Kristallkoordinaten d~rchgefiihrt[~’l. Diese ergeben die 
gleiche Tendenz der Schwingung von Hauptketten- und Sei- 
tengruppenatomen. wie in Abbildung 5 gezeigt. 

10 ’20 30 LO 50 60 70 80 90 100 

Abb. 5. Die lokale Mobilitat innerhdlb des RNase-T1-Molekuls. dargestellt 
durch die kristallographischen Temperaturfaktoren B der Hauptkettenatome 
(oben) und der Atome der Seitengruppen (unten). Die dunkel gezeichneten 
Balken des Histogramms kennzeichnen die fur die Katalyse wichtigen Amino- 
sauren His40, GIu58. Arg77 und His92, die sich in Bereichen kleinster Mobilitat 
befinden. Die an Kristallgitterkontakten beteiligten Seitengruppen und Haupt- 
kettenanteile sind durch schattierte Balken gekennzeichnet. 

Einige dieser konservierten Wassermolekiile verbinden 
verschiedene Teile der RNase-T1 -Polypeptidkette und unter- 
stiitzen somit die Stabilisierung der dreidimensionalen Struk- 
tur. Ein Wassermolekiil ist iiber Wasserstoffbriicken gleich- 
zeitig rnit Tyr68 (0,) und den Peptid-NHs von Ser35 und 
Asn36 verbunden; eines koordiniert Cys6 (0), Ser8 (N), 
Asn9 (N6), Asp76 (0,) und Thr93 (OJ;  eines verbindet das 
C-terminale Carboxylat von Thrl04 mit dem N-terminalen 
Cys2 (0); drei Wassermolekiile stabilisieren die Schleife am 
C-Terminus der a-Helix. Besonders erwahnenswert ist eine 
Kette von zehn iiber Wasserstoffbriicken gebundenen Was- 
sermolekiilen. Wassermolekiil 1 bis 5 dieser Kette sind am 
Indol-N-Atom von Trp59 verankert und rnit der Haarnadel- 
schleife der Aminosauren 60 bis 68 zusammengeheftet 
(Abb. 2). Sie sind zwischen dieser Schleife und der a-Helix 
eingeschlossen und fur weiteres Losungsmittel unzugang- 
lich. Die Wassermolekiile 5 bis 8 der Kette koordinieren mit 
einem Metall-Ion (in den untersuchten Strukturen mit 
Ca2@), und die Wassermolekiile 9 und 10 bilden Wasserstoff- 
briicken zu Seitengruppen am N-Terminus der a-Helix. 

Das Ca2@-Ion ist in der Form eines Dodecaeders mit tri- 
gonalen Flachen achtfach koordiniert120. 211 (Abb. 6). Seine 
Liganden sind die beiden Carboxylat-Sauerstoffatome von 
Asp15 und sechs Wassermolekiile, von denen vier zu der 
erwahnten Kette aus zehn Wassermolekiilen gehoren. Die 
Wassermolekiile dieses Dodecaeders bilden zusatzlich Was- 
serstoffbriicken zu den Hauptketten-Carbonylsauerstoffato- 
men der Aminosauren 10, 12 und 63. Die raumliche Anord- 

13 
Die Struktur von RNase T1 in Losung wurde durch 2D- 

NMR-Spektroskopie von Riilerjuns et al. u n t e r ~ u c h t ‘ ~ ~ ~ .  Es 
g b t  beim Wildtyp-Enzym keinen deutlichen Unterschied 
zwischen der Struktur im Kristall und in Losung. Weiterhin 

Rontgenstrukturanalyse hinsichtlich der Mutante His92Ala 
konsistent. In der rnit niedriger Auflosung durch NMR- 
Spektroskopie bestimmten Tertiarstruktur stimmt vor allem 
die Sekundarstruktur von RNase T1 gut rnit den kristallo- 

tung der NMR-Daten stark auf Molekiildynamik-Simula- 
tionsrechnungen zuriickgreift, sind auch die thermisch mehr 
oder weniger starren und flexiblen Regionen der RNase-T1- 
Struktur in Einklang mit den in Abbildung 5 wiedergegebe- 
nen Daten. 

13 

Ib 

210 210 sind die NMR-spektroskopischen Ergebnisse rnit denen der 1 

graphisch gewonnenen Ergebnissen iiberein. Da die Auswer- Abb. 6. Stereobild der Calciumbindungsstelle von RNase T1. 

nung dieser Carbonylsauerstoffatome und der Kette aus den 
Wassermolekiilen scheint giinstig fur die Bildung einer Koor- 
dinationsstelle fiir Kationen zu sein, da aul3er Ca2@ auch 
andere Kationen an RNase T1 binden und ihre Struktur 
stabilisieren (siehe Abschnitt 3.5). 

2.4. Konservierte Wassermolekiile und ein gebundenes 
Metall-Ion sind wesentliche Teile der RNase-T1-Struktur 

Im RNase-T1 .2’-GMP-Komplex wurden rund 90 Wasser- 
molekiile in der asymmetrischen Einheit lokalisiert. Unter 
Einbeziehung symmetrisch verwandter Positionen ist jedes 
RNase-T1 -Molekiil von etwa 150 Wassermolekiilen umge- 
ben In einem Vergleich von hydratisierten RNase-T1- 
Molekiilen aus vier verschiedenen Kristallstrukturen wur- 
den etwa 30 Wassermolekiile in gleicher Position gefunden, 
d.h. jeweils hochstens 1 A von einer einmal definierten Stelle 
entfernt. Diese Wassermolekiile konnen als konservierte und 
integrierte Bestandteile der RNase-T1-Molekiilstruktur an- 
gesehen werden13g]. 

3. Experimentelle Untersuchungen 
zur Konformationsstabilitat 

Die Konformationsstabilitat eines globularen Proteins in 
Wasser, AG(H20), wird als Differenz zwischen freier Enthal- 
pie von gefalteter und entfalteter Konformation unter physio- 
logischen Bedingungen definiert. Zunachst beschreiben wir 
kurz, wie diese Konformationsstabilitat gemessen wird 140* 411, 

anschlieDend diskutieren wir die Ergebnisse einiger experi- 
menteller Untersuchungen iiber die Konformationsstabilitat 
von RNase T l  als Funktion der fur den Biochemiker inter- 
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essantesten Parameter: Temperatur, pH-Wert, Salzkonzen- 
tration, Anteil an Disulfidbriicken und Aminosauresequenz. 
So gewinnen wir tieferen Einblick in die Strukturcharakteri- 
stika und Krafte, die dieses kleine globulare Protein stabili- 
sieren. 

0.8 

0.6 

0.4 

3.1. Messung der Konformationsstabilitat 

- 

- 

- 
I 

Beim Entfalten eines Proteins wird die definierte dreidi- 
mensionale Struktur, wie sie z. B. in Abbildung 2 gezeigt ist, 
zerstort, und das Protein nimmt eine Zufallskonformation 
(,,random coil") an (siehe Abschnitt 3.6)[41 -451.  Diese An- 
derung der Konformation ist so dramatisch, daD sie mit bei- 
nahe jeder physikalischen MeRmethode beobachtet werden 
kann. Als Beispiel werden in Abbildung 7 oben die Absorp- 
tionsspektren im nahen UV von gefalteter und entfalteter 
RNase T1 gezeigt. RNase T1 enthilt einen Tryptophanrest, 
der sich vollstandig, und neun Tyrosinreste, die sich im 
Durchschnitt zu 82% im Inneren des gefalteten Proteins be- 
finden. Der Kontakt dieser Aminosiuren mit dem Losungs- 
mittel beim entfalteten Protein bedingt hauptsachlich die 

- , -,:L - 
2LO 250 260 270 280 290 300 310 320 

1 [ n m l  - 

/'- 

qefol te t  ' 

\ 

\ 
c n t f o l t e t  ,-/ 
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Abb 7 Oben Absorpttonsspektrum gefdlteter und entfdlteter (8 M Hdrnstom 
RNase TI  (0 52 mgmL- I )  1411 Unten Fluroeszenzemissionsspektrum 
( I p  = Fluoresrenzintensttdt) gefalteter und entfdlteter (8 M Hdrnston) RNa- 
te T1 (Anregungs Wellenldnge 278 mm. 0 01 m g m L - '  RNase T I )  [40] 
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Blauverschiebung im Absorptionsspektrum[461. In Abbil- 
dung 7 unten sind Fluoreszenzspektren von gefalteter und 
entfalteter RNase T1 wiedergegeben. Die Fluoreszenzinten- 
sitit nimmt ab, weil einerseits der Tryptophanrest von einer 
apolaren in eine polare Umgebung gebracht wird, anderer- 
seits weil die Energieiibertragung von den neun Tyrosin- 
resten zum Tryptophanrest nach der Entfaltung weniger efti- 
zient ist [471. 

In Abbildung 8 oben sind zwei typische, durch Fluores- 
zenzmessungen erhaltene Entfaltungskurven dargestellt, die 
die Entfaltung von RNase T1 durch Harnstoff wiedergeben, 
und in Abbildung 8 unten sind zwei UV-spektroskopisch 

I I 1 
20 30 LO 50 60 70 

r I O C I  - 
Abb. 8. Oben: Entfaltung von RNase TI in Abhangigkeit von der Harnstoff- 
konzentration cCO(NH,), bei 25°C und pH 7 in 30 mM MOPS-Puffer 
(MOPS = Na-Salz der 3-(N-Morpholino)propansulfonsiure) durch Messung 
der Fluoreszenrintensitat I, bei 320 nm nach Anregung bei 218 nm (0 )  und 
295 nm (0) aufgenommen. Unten: Entfaltung der RNase T l  in Abhingigkeit 
von der Temperatur bei pH 7 in 30 mM MOPS-Puffer. Gemessen wurde die 
Absorptionsdifferenz bei 286 nm (0) und 292 nm (0) [41]. 

bestimmte Entfaltungskurven gezeigt, die die Entfaltung 
beim Erwlrmen demonstrieren. Die Entfaltung wird als eine 
einzige steile Stufe in den Kurven beobachtet, was die Ko- 
operativitat dieses Prozesses widerspiegelt. Zur Analyse die- 
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ser Kurven nehmen wir einen Faltungsmechanismus an, der 
von nur zwei Proteinzustanden ausgeht [Gl.(a)] . 
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Dabei kommen nur die gefaltete und die entfaltete Kon- 
formation in signifikanten Konzentrationen im Gleichge- 
wicht vor. Dann kann der Anteil an entfalteten Molekiilen 
(F.) im Ubergangsbereich aus Gleichung (b) berechnet wer- 

den (Die Indices f u n d  u fur gefaltet bzw. entfaltet sind aus 
den englischen Begriffen folded bzw. unfolded abgeleitet.) 
Dabei ist y der im Entfaltungsexperiment beobachtete Para- 
meter, yr und y ,  sind die Werte dieses Parameters fur reine 
gefaltete bzw. entfaltete Konformation. Sie werden durch 
Extrapolation der Kurven vor bzw. nach vollstandiger Ent- 
faltung im Ubergangsbereich bestimmt. In Abbildung 9 ist 
Fu in Abhangigkeit von der Harnstoffkonzentration aufge- 
tragen. Die Ubereinstimmung der mit vier MeDmethoden 

T? 

# 
B 

A 
0 
0 

W 

# 

Abh. 9. Anteil an entfalteter RNase T1 (F,) als Funktion der Harnstoffkonzen- 
[ration, mit Gleichung (h) berechnet. Folgende M e h e t h o d e n  wurden zur Be- 
obachtung der Entfaltung verwendet: A Circulardichroismus (CD) bei 238 nm. 
v UV-Absorption bei 287 nm. Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlange 
von 320 nm. o optische Rotationsdispersion (ORD) bei 295 nm. 

bestimmten Werte zeigt, daD die Konzentration von teilweise 
gefalteten Zwischenstufen im Gleichgewicht gering ist. Diese 
und andere Ergebnisse rechtfertigen die Analyse von Gleich- 
gewichtsexperimenten mit einem Zwei-Zustande-Model1 des 
Faltungsmechanismus[4'*481. Schrnid et al. haben allerdings 
gezeigt, daD teilweise gefaltete Zwischenstufen mit kineti- 
schen Methoden wahrend der Riickfaltung nachgewiesen 
werden k O n r ~ e n [ ~ ~ ' .  (Die Entfaltung von RNase T1 durch 
Harnstoff oder Guanidinhydrochlorid ist vollstandig rever- 
sibel.) Zwischenstufen, die sehr friih wahrend der Faltung 
gebildet werden, zeigen eine ausgepragte Sekundarstruktur. 
Die Charakterisierung dieser Spezies ist von groDem Interes- 
se und wiirde uns noch weitere Einblicke in den Mechanis- 

mus der Proteinfaltung g e b e t ~ [ ~ ~ ] .  RNase T1 faltet sich dem- 
nach in drei Hauptschritten zuriick: Der erste schnelle Schritt 
dauert weniger als eine Sekunde, wahrend die folgenden zwei 
Schritte Minuten bis Stunden b r a u ~ h e n [ ~ * I .  Wie bei vielen 
anderen Proteinen kann man die langsamen Schritte durch 
das ,,Prolinmodell" erklaren[501. In nativer RNase T1 sind 
Tyr38 und Pro39 sowie Ser54 und Pro55 cis-, im entfalteten 
Zustand dagegen hauptsachlich trans-verkniipft : Die trans/ 
cis-Isomerisierung dieser Einheiten verursacht die langsa- 
men Faltungsphasen, wie durch Mutation von Ser54-Pro55 
nach Gly54-Asn55 gezeigt werden konnte["]. Die Konfor- 
mationsstabilitat dieser Mutante ist nur 0.9 kcal mol - ' ge- 
ringer als die der Wildtyp-RNase T1, bei der Riickfaltung 
fehlt aber einer der langsamen Schritte. Der FaltungsprozeD 
ist also durch den Wegfall einer der beiden langsamen Schrit- 
te einfacher geworden["l. 

Die freie Enthalpie der Entfaltung AG kann als Funktion 
der Harnstoffkonzentration oder der Temperatur aus Ergeb- 
nissen, wie sie beispielsweise in Abbildung 8 gezeigt sind, 
nach Gleichung (c) berechnet werden. 

AG = - RTln[F,/(l - F,)] = - RTln[Cv, - y ) / b  - y,)]  (c) 

R ist die allgemeine Gaskonstante und Tdie absolute Tem- 
peratur. AG ist der Harnstoffkonzentration direkt propor- 
tional (Abb. lo), und AG(H,O) kann durch Extrapolation 
zur Harnstoffkonzentration = Null erhalten werden 1401. Die 

I I I 

0 1 2 3 1 5 
CCOINH,,,~"1 - 

Abb 10 AG der RNase-Tl-Entfaltung als Funktion der Harnstoffkonzentra- 
tion Die AG-Werte wurden nach Gleichung (c) berechnet. und zwar mi! Daten. 
die sich mit den in der Legende von Abbildung 9 genannten Methoden ergaben 
Die durchgezogene Linie wurde nach folgender Gleichung berechnet [41] 
AG = AG(H,O)-m(CO(NH,),), rn = 121  kcalmol 'M-', AG(H,O) = 
5 6 kcal mol- I 

Anwendung der linearen Extrapolation wurde in letzter Zeit 
durch the~ret ische[~" und experimentelle Arbeitenls3* 541 ge- 
rechtfertigt, es wurden aber auch andere Methoden ange- 

''I. Abschatzungen von AG bei 25" C konnen 
auch aus Kurven, die die Entfaltung in Abhangigkeit von der 
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Temperatur zeigen (Abschnitt 3.3). oder durch kalorimetri- 
sche Messungen gewonnen werden1451. 

3.2. Die Konforrnationsstabilitat von globularen 
Proteinen ist erstaunlich niedrig 

,,Fur globulare Proteine 1st charakteristisch, d a 5  sie in 
einem ,,physiologischen" Medium eine bestimmte stabile 
Konformation annehmen . . . dies ist aber wahrscheinlich kei- 
ne allgemeine Eigenschaft von Polypeptidketten. Die natiir- 
lichen Proteine, so go13 ihre Zahl auch sein mag, sind nur ein 
winziger Teil der riesigen Zahl moglicher Kombination von 
Aminosauren. Die Mehrzahl hiervon wiirde wahrscheinlich 
in keinem Losungsmittel eine definierte Konformation an- 
nehmen." 

J.  7: E d ~ a l l [ ~ ~ l  

,,Die Stabilitat eines Proteins mu13 grol3 genug sein, damit 
es seine native Konformation findet und beibehalt, aber 
nicht so grol3, daD Konformationsanderungen, die fur viele 
Funktionen der Proteine wesentlich sind, unmoglich wer- 
den." W J. Becktel, J.  A .  S ~ h e l l r n a n [ ~ ~ ~  

In Tabelle 2 sind Schitzwerte fur die Konformationsstabi- 
litat AG(H,O) und einige weitere Strukturdaten der RNa- 
se T1 und etlicher anderer Proteine zusammengefal3t. Die 

der Metabolitregulation spielen, indem es die Konzentratio- 
nen von Schliisselenzymen durch .,protein turnover" beein- 
flul3t 1681. Wenn man Edsalls Gedankengange[561 weiterfiihrt, 
konnte man zu der Ansicht gelangen, da13 es nicht moglich 
ist, durch Anderungen der Aminosauresequenz eine wesent- 
lich stabilere globulare Konformation eines Proteins zu er- 
halten. Es konnte jedoch ein Protein aus vier Helices mit 
einer Konformationsstabilitit von 22.5 kcal rnol - ' syntheti- 
siert werden[691; auI3erdem wurde die Konformationsstabili- 
tat globularer Proteine durch Austausch einer einzigen Ami- 
nosaure urn 4.2,I7O] 4.8["] und 9.7 kcalmol-' l7'l erhoht 
(siehe Abschnitt 3.7). Dies IaBt vermuten, da13 die Evolution 
stabilere Proteine hatte produzieren konnen. waren sie ge- 
braucht worden. 

3.3. RNase T1 kann durch Erwarrnen oder Abkuhlen 
entfaltet werden 

Die Stabilitatskurve in Abbildung 11 zeigt, da13 RNase T1 
bei - 5 "C und pH 7 am stabilsten ist ( z 8 kcal m o l ~  I ) .  Mit 

Tabelle 2. Strukturinformationen und gernessene Konformationsstabilitaten 
von neun globularen Proteinen. t v  
Protein [a] R [b] -SS- [c] R-Typ [ % I  [d] np(bur) H-Brucken AG(H,O) [a] 

c P nP ["/.I [el [ f l  [kcal mol '1 
~~~ 

PPT 
BPTI 
RNase TI 
RNase A 
L y s o z y m 
Nuclease 
DHFR 
T4 Lyso 
z-CT 

36 0 22 36 42 62 21 
58 3 24 21 55 65 32 

104 2 14 43 43 79 96 
124 4 19 42 39 79 116 
129 4 21 29 50 85 I l l  
149 0 32 26 43 80 104 
159 0 25 21 54 79 123 
164 0 27 25 48 83 109 
241 5 13 32 55 86 156 

1.4 
14.3 
8.9 
9.0 
8.8 
6.1 
5.9 
7.6 

14.0 

[a] PPT = Pankreds-Polypeptid ( 1  PPT) [SS]; BPTI = Rinderpankreas-Trypsin- 
Inhibitor (4PTI) [59]; RNaseTl = Ribonuclease T1 ( IRNT)  1601; RNa- 
se A = Ribonuclease A ( lRN3)  [60]; Lysozyrn (SLYZ) [61]. Nuclease = 
Staphylokokken Nuclease (2SNS) [62]. DHFR = Dihydrofolat-Reduktase 
(4DFR) [63]; T4 Lyso = Bakteriophagen-T4-Lysorym ( I  LZM) 1641; z-CT = z- 
Chyrnotrypsin (4CHA) [65]. Fur jedes Protein 1st der Identifizierungscode fur 
die Atornkoordinaten in der Brookhaven Data Bank (Brookhaven National 
LabOrdtOrieS) in Klamrnern angegekn. gefolgt von der Lileraturstelle. welcher 
der Wert fur AG(H,O) entnornmen wurde. [b] Zahl der Aminoslurereste. [c] 
Zahl der Disulfidbrucken. [d] Prozentualer A n t 4  der verschiedenen Typen von 
Arninosaureseitenketten' c = geladene (charged) Seitenketten (Asp. Glu. Lys, 
Arg): p = polare Seitenketten (Tyr. Ser. Thr. Asn. Gln. His): np = unpolare 
Seitenketten (Gly. Ala, Pro, Val. Ile, Leu. Cys, Met, Phe, Trp). [el Prozentualer 
Anteil der im Protein eingeschlossenen (buried) unpolaren Seitenketten. Fur 
Jede Seitenkette wurde die Zuganglichkeit nach einem Programrn von Lcr und 
Richards [66] bestimrnt. [ f l  Zahl der intrdrno~ekularen Wasserstoflbrucken in 
ledern Protein, nach Presru und Rose [67] 

Konformationsstabilitat der meisten natiirlich vorkommen- 
den Proteine liegt zwischen 5 und 15 kcal mol - '. Fur lebende 
Organismen ist es anscheinend giinstig, wenn die gefaltete, 
biologisch aktive Konformation ihrer Proteine nur geringfii- 
gig stabiler ist als die inaktive, entfaltete Konformation. Die 
Griinde dafur sind ungeklart. Dieses Phanomen konnte, wie 
von Becktel und Schellman vorgeschlagen 15'], fur die Funk- 
tion eines Proteins wichtig sein, oder es konnte eine Rolle bei 

Abb. 1 I .  AG der Entfaltung von RNase T1 als Funktion der Temperatur bei 
pH 7. Die Daten unter 30 C wurden BUS ..Harnstoff-Entfaltungskurven". die 
uber 40 'C aus Kurven der thermischen Entpdltung errnitlelt. Die durchgezoge- 
ne Linie wurde mit Gleichung (d) aus den folgenden thermodynarnischen Pard- 
metern berechnet: 7m = 48 1 C. AHm = 97.1 kcalrnol - ' .  ACn = 1.65 kcal 
rno l - 'K- ' .  AG (25 C )  = 5.6 kcalrnol-I. 

zunehmender oder abnehmender Temperatur sinkt die Sta- 
bilitat. Diese Temperaturabhangigkeit wird durch eine Form 
der Gibbs-Helmholtz-Gleichung [Gl.(d)] beschrieben. 

AG(T) = AH,(l -TIT,) - AC,[(T,-T) + Tln(T/T,)I (d) 

AG(T) ist hier AG bei der Temperatur T, T,,, ist der Wende- 
punkt der Kurve der thermischen Entfaltung, AH,,, 1st die 
Enthalpieanderung bei der Entfaltung bei der Temperatur 
T, und AC,, ist der Unterschied der Wirmekapazitat zwi- 
schen gefalteter und entfalteter Konformation 15']. Alle diese 
Parameter konnen entweder aus Kurven der thermischen 
E n t f a l t ~ n g [ ~ ~ I  oder durch Differential-Scanning-Calorimetry 
(DSC)[731 bestimmt werden. Die AC-Werte unter 40°C in 
Abbildung 11  sind aus ,,Hamstoff-Entfaltungskurven" be- 
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stimmte AG(H,O)-Werte und dienen zur Abschatzung von 
AC, 1531. Die AG-Werte iiber 40°C dagegen wurden aus Kur- 
ven der thermischen Entfaltung erhalten. RNase T1 ist bei 
der Temperatur T, am stabilsten. bei der gilt: A S  = 0. Sie ist 
durch Gleichung (e) bestimmt. Fur RNaseTl  liegt r, bei 

- 5°C. bei anderen bisher untersuchten Proteinen liegt 7 
zwischen - 1O'C und 35'C. Die Bedeutung von AC,, in der 
Thermodynamik der Proteinfaltung wurde zuerst von 
Brundfs et al. erkannt [741. Denaturierung durch Abkiihlung 
wurde erstmals direkt an 0-Lactoglobulin b e ~ b a c h t e t ~ ' ~ ] .  
Kiirzlich wurde festgestellt, daB fur T 4 - L y ~ o z y m [ ~ ~ ] ,  Myo- 
g l ~ b i n ~ ~ ~ '  und Staphylokokken-Nu~lease[~~] T, iiber 0 "C 
liegt. so daB bei diesen Proteinen die Entfaltung sowohl 
durch Temperaturerniedrigung als auch -erhohung direkt 
beobachtet werden kann. 

Der hohe positive AC,-Wert fur die Proteinentfaltung be- 
wirkt starke Temperaturabhingigkeiten von AH und AS. 
Nach der Kirchhoff-Gleichung gilt: 

AC,, = CP(u) - C,,(f) = d(AH)/dT 

Dabei ist C,(u) und C,(f) die Warmekapazitat fur die ent- 
faltete bzw. gefaltete Konformation. Beim Entfalten von 
RNase TI bei pH 7 erhoht sich demnach AH von z 18 kcal 
mol-'  bei 0°C auf 97 kcalmol-' bei T,, (48.1 "C). Ein sol- 
ches thermodynamisches Verhalten wird bei jeder Reaktion 
beobachtet, bei der hydrophobe Wechselwirkungen eine 
wichtige Rolle spielen. Bei der Entfaltung eines Proteins 
kommen die im Innern eingeschlossenen unpolaren Seiten- 
gruppen mit Wasser in Beriihrung. 80-85% der unpolaren 
Seitengruppen befinden sich bei allen globularen Proteinen, 
mit Ausnahme der kleinsten, im Innern des Molekiils (Tabel- 
le 2). Die Seitengruppen werden im entfalteten Zustand von 
Wassermolekiilen Clathrat-ahnlich umschlossen. Die War- 
mekapazitat eines entfalteten Proteins ist groBer als die eines 
gefalteten Proteins, da diese Clathrate bei Temperaturerho- 
hung aufbrechen. Der gleiche Effekt, der hydrophobe Wech- 
selwirkungen verursacht, bedingt also auch den hohen Wert 
von AC,, der die Thermodynamik der Proteinfaltung be- 
stimmt173. 78-801  

3.4. Die Stabilitat der RNase TI 
ist am isoelektrischen Punkt am hochsten 

RNase T1 1st bei 25 "C und pH 4.5 mit einer freien Enthal- 
pie AG(H,O) von = 8.9 kcalmol- ' am stabilsten, die Netto- 
ladung ist dort nahe Null (Abb. 12). Die pH-Abhangigkeit 
der Konformationsstabilitat eines globuliren Proteins hangt 
in erster Linie von zwei miteinander verwandten Faktoren 
ab:  1. den elektrostatischen Wechselwirkungen geladener 
Gruppen und 2. den Unterschieden in den pK-Werten der 
ionisierbaren Gruppen der gefalteten und entfalteten Kon- 
formation 143.8 - 841 . D' ie Verteilung der geladenen Gruppen 
auf der Oberflache von RNase TI bei pH 7 ist in Abbil- 
dung 13 dargestellt. Bei der Nettoladung Null tragt 
RNase T1 sieben positive Ladungen (3 His, 2 Lys, 1 Arg 
und 1 a-Amino) und sieben negative Ladungen von 13 Carb- 
oxylatgruppen (6 Asp, 6 Glu und 1 r-Carboxyl). 

Im allgemeinen sind Ladungen auf der Oberflache eines 
globularen Proteins so verteilt, daB mehr giinstige als ungiin- 
stige elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den gela- 
denen Gruppen stattfinden und so zur allgemeinen Konfor- 
mationsstabilitat beitragenl8'I. Bei der Entfaltung eines 
Proteins werden die Ladungen voneinander entfernt und die 
effektive Dielektrizititskonstante steigt. Folglich nehmen 
die elektrostatischen Wechselwirkungen besonders bei gerin- 
geren Salzkonzentrationen ab. In letzter Zeit wurden elek- 
trostatische Effekte in Proteinen mehrfach berechnet die 
Berechnungen sind jedoch problematisch, da es zum Beispiel 
schwierig ist, eine effektive Dielektrizitatskonstante anzuge- 
benla7< "1 und die Solvatation zu berii~ksichtigen[*~]. 
AuBerdem gibt es nur wenig verlaBliche experimentelle Da- 
ten von Proteinen, mit denen Modelle getestet werden kon- 
nen. Berechnungen von Woduk et a1.[881 iiber die elektrostati- 
schen Wechselwirkungen in RNase T1 werden im Ab- 
schnitt 4.4 diskutiert. 

Aus den in Abbildung 12 gezeigten Ergebnissen laBt sich 
eine SchluBfolgerung ziehen, die auch fur RNase A giltr6']. 

Nettoladung 
I 2 0 -2 -I -6  -8  -10 

8 9 10 L 5 6 7  2 3  
PH - 

Abb. 12. AG(H,O) fur die Entfaltung von RNase TI als Funktion des pH- 
Werts bei 25'C. Die angegebene ungefahre Nettoladung wurde aus der Titra- 
tionskurve fur RNase T1 bestimmt [84]. Die durchgezogene Kurve wurde aus 
folgenden pK-Werten der gefalteten (pK,) und ungefalteten Konformation 
(pKJ berechnet 1601: 3 Asp: pK,  = 2.7. pK, = 4.1; 2 Glu: pK, = 5.5  und 5.7. 
p K .  = 4.5; 2 His: pK, = 7 . 2  und 7.8. p K .  = 6.4; 5Tyr.  pK, = 9.9. p K .  = 9.6. 

Die Konformationsstabilitat von RNase T1 1st bei pH 10 um 
ca. 6 kcal mol- ' vermindert. Das Molekiil tragt dann bereits 
eine Nettoladung von - 12, und abstonende elektrostatische 
Wechselwirkungen sollten vorherrschen. Daraus kann man 
schlieBen. daB die elektrostatischen Wechselwirkungen von 
Ladungen auf der Oberflache eines globularen Proteins ei- 
nen relativ geringen Beitrag zur Konformationsstabilitat lei- 
sten, der wahrscheinlich sogar geringer wiegt als Wasser- 
stoffbriicken und hydrophobe Wechselwirkungen (siehe 
Abschnitte 4.2 und 4.3). 

Ein weiterer wichtiger Beitrag zur pH-Abhangigkeit von 
AG(H,O) resultiert aus den Unterschieden zwischen den pK- 
Werten der einzelnen Seitengruppen in den gefalteten und 
entfalteten K o n f ~ r m a t i o n e n [ ~ ~ .  901 . Be' I RNase T1 steigt 
AG(H,O) um 6 kcalmol-I, wenn man den pH von 10 auf 5 
erniedrigt. Das liegt hauptsachlich daran, daB es Seitengrup- 
pen gibt, die Protonen in gefalteter Konformation starker 
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Abb. 13. Stereobild der RNase T1. Basische Seitenketten sind blau und saure Settenketten rot gezeichnet 

binden (hohere pK-Werte) als in entfalteter. Auf diese Weise 
verschieben sie das Gleichgewicht in Richtung gefalteter 
Konformation und erhohen so deren Stabilkit. Durch 
NMR-Titrationen wurde gezeigt. daD in nativer RNase T1 
die pK-Werte der Histidinreste 7.9 (His92), 7.8 (His40) und 
7.3 (His27) betragen["]. Fur die entfaltete Konforma- 
tion erwartet man dagegen einen pK-Wert von 6.6 fur die 
Histidinreste. Dies allein entspricht einer Anderung von 
AG(H,O) um 4 kcalmol- ' [661. Bei negativer Nettoladung 
der Molekuloberflache sind hohere pK-Werte zu erwarten 
und bei positiver Nettoladung kleinere. Das Sinken von 
AG(H,O) bei Erniedrigung des pH-Werts kann mit drei Asp- 
Gruppen erklart werden, die in der gefalteten Konformation 
einen rnittleren pK-Wert von 2.7 aufweisen, der beim Entfal- 
ten auf 4.1 steigt. In der Legende zu Abbildung 12 sind pK- 
Werte angegeben, aus denen die mit der durchgezogenen 
Kurve gezeichnete pH-Abhangigkeit berechnet wurde. Diese 
pK-Werte wurden fur die Beschreibung der Daten willkur- 
lich gewahlt, um eine moglichst gute Anpassung zu errei- 
chen. Sie sind selbstverstandlich nicht die einzig mogliche 
Kombination von pK-Differenzen, die die beobachtete pH- 
Abhangigkeit von AC(H,O) erklaren kann. 

Sowohl die pK-Unterschiede als auch die elektrostatischen 
Wechselwirkungen zwischen geladenen Gruppen begiin- 
stigen also die maximale Konformationsstabilitat von 
RNase TI in der Nahe des isoelektrischen Punkts, wie auch 
allgemein bei globularen Proteinen beobachtet wird. 

3.5. Spezifische Bindung an die gefaltete Konformation 
stabilisiert RNase T1 

Die Konformationsstabilitat der RNase T1 wird durch 
Salz erhoht und kann durch Zugabe von 0.2 M Na,HP04 
beinahe verdoppelt werden (Abb. 14). Dieser bemerkenswer- 
te Anstieg der Konformationsstabilitat wird hauptsachlich 
durch die Bindung ekes  zweiwertigen Kations oder zweier 
einwertiger Kationen an eine Kationenbindungsstelle der 
nativen RNase T1 verursacht, an der Asp1 5 beteiligt ist. Ein 
weiterer Grund ist die Bindung eines [HP04]2e-Ions an die 
Anionenbindungsstelle, die zugleich das aktive Zentrurn 

ist[921 (siehe auch Abb. 4 Mitte und 6). Der Zusamrnenhang 
zwischen dem Zuwachs der Konformationsstabilitat A(AC) 
der ,,freien Konzentration" der gebundenen Spezies L und 
der Bindungskonstante K wird durch Gleichung (g) be- 
schriebenl43. 93.941 

(g) A(AG) = AG(L) - AG(L = 0) = RTln(1 + NLI)  

Schon geringe Bindungskonstanten wie z. B. 6.2 (Na@). 
155 (Mgz@) und 282 M-' ([HP04]2G) sind ausreichend, um 
die Erhohung der Stabilitat zu erklirenlg2I. Ein wichtiges 
Ziel der Veranderung von Proteinen mit gentechnologischen 
Methoden ist die Erhohung der Stabilitat. Unsere Untersu- 
chungen zeigen, daD es fur die Erhohung der Stabilitat von 
Proteinen gunstig sein kann, an ihrer Oberfliche durch ge- 
eigneten Austausch von Aminosiuren spezifische Bindungs- 
stellen fur Kationen und Anionen zu schaffen. Die genauen 
Kenntnisse der Struktur von Kationen- und Anionenbin- 
dungsstellen in Proteinen wird beirn ,,Entwurf" neuer Bin- 
dungsstellen sehr hilfreich sein'". ". 951. 

,O' la, HPO, 

Y 
0.1 0.2 0.3 0.L 0.5 

C s b d  - 
Abb. 14. Anderung der freien Enthalpie A(AG) bet der Entfaltung von RNa- 
se TI als Funktion der Salzkonzentration cs .  Fur Na,HPO, wurde der Beitrag 
der Nae-Ionen von den A(AG)-Werten fur Na,HPO, abgezogen, um den Bei- 
trag von A(AG) fur [HPO,]'e zu bestimmen (0 ) .  Die durchgezogenen Kurven 
wurden mit Gleichung (9) und den folgenden Bindungskonstanten berechnet: 
155 M-' fur MgCI,. 6.2 M - I  fur NaCl und 282 M-' fur Na,HPO, 1921. 

Angew Chern. 103 11991J 351-369 361 



Die Stabilisierung eines Proteins durch spezifische Bin- 
dung eines Liganden kennt man schon lange. Im Jahre 1890 
berichteten O'Sullivan und T h o m s ~ n I ~ ~ ] :  ,, . . . wir haben ge- 
zeigt, daB Invertase durch Zugabe von Rohrzucker ohne 
Schaden um 25 "C hohere Temperaturen ertragen kann als 
ohne Zucker. Diese bemerkenswerte Tatsache konnen wir 
nur dadurch erklaren, daB Invertase mit Zucker einen Kom- 
plex eingeht." In den folgenden Jahren wurden vide Aspekte 
der Stabilisierung von Enzymen durch Substrate und Inhibi- 
toren u n t e r ~ u c h t ~ ~ ~ ] .  Wir haben beispielsweise die Stabilisie- 
rung von Lysozym durch Tri-N-Acetylgluc~samin~~~~ und 
die Stabilisierung von RNaseT1 durch den Inhibitor 2'- 
G M P  gemessen. In einer Konzentration von nur 80 PM er- 
hoht 2'-GMP die Konformationsstabilitat von RNase T1 
um iiber 0.5 kcalmol-'. Die Stabilisierung durch eine (un- 
spezifische) Ionenbindung hat im Gegensatz zur Bindung 
eines Inhibitors den groBen Vorteil, daB dabei nicht unbe- 
dingt in die Funktionsweise des aktiven Zentrums eingegrif- 
fen wird. 

3.6. Disulfidbriicken stabilisieren RNase T1 durch 
Erhohung der freien Enthalpie entfalteter Konformationen 

Die 2-10-Disulfidbriicke in RNase T1 ist dem Losungs- 
mittel zu etwa 90% zuganglich, die 6- 103-Disulfidbriicke ist 
dagegen vollstandig im Innern verborgen (Abb. 2). Es ist 
also verstandlich, daB die 2- 10-Disulfidbriicke leichter re- 
duziert wird als die 6-103-Disulfidbriicke. Man kann des- 
halb ein Derivat der RNase T1 gewinnen, in dem nur die 
2-10-Disulfidbriicke gespalten ist 19']. Derivate mit einer 
oder zwei gespaltenen Disulfidbriicken wurden hergestellt, 
um den EinfluB dieser Disulfidbriicken auf die Konforma- 
tionsstabilitat der RNase T1 zu u n t e r ~ u c h e n ~ ~ ~ ~ .  Aktivitat, 
Schmelzpunkt und Konformationsstabilitat dieser Derivate 
sind in Tabelle 3 zusammengestellt. Durch das Spalten der 

Tabelle 3. Aktivitit. Schmelzpunkte und Konformationsstabilitat von RNa- 
se TI und Derivaten mit einer oder zwei gespaltenen Disulfidbriicken [a] [99]. 

Protein Aktivitlt [b] T, [c] AG(H,O) [d] A(AC) 
["/.I [ 'C] [kcalmol-'1 [kcalmol-'1 

RNase TI 100 59.3 10.2 
( 2  -10)-RCM-TI 86 53.5 6.8 3.4 
R-TI 53 27.2 3.0 7.2 
RCA M-T 1 43 21.2 1.5 8 7  
RCM-TI 35 16.6 0.9 9.3 

[a](2- 10)-RCM-TI = RNase TI mit reduzierter 2-  10-Disulfidbriicke und car- 
boxymethylierter Cysteingruppe: R-TI = reduzierte RNase TI ; RCAM-TI = 
reduzierte. carboxamidomethylierte RNase TI ; RCM-TI = reduzierte. car- 
boxymethylierte RNase T1. Alle Experimente wurden in 0.1 M Na-Formiat- 
Puffer bei pH 5.0 und 0.25 M NaCl durchgefiihrt. [b] RNA-Hydrolyse bei 5'C. 
[c] Scheitelpunkt der Kurve der thermischen Entfaltung. [d] Konformationssta- 
bilitlt bei 1?.5"C. 

2-10-Disulfidbriicke wird die Konformationsstabilitat um 
iiber 3 kcal mol ~ erniedrigt, durch das Spalten beider Disul- 
fidbriicken um 7 bis 9 kcalmol-*, je nach blockierender 
Gruppe. Die Disulfidbriicken liefern also einen signifikanten 
Beitrag zur Stabilitat der RNase T1. Das ist besonders be- 
merkenswert, da das homologe und ahnlich wie RNase T1 
gefaltete Enzym Barnase1'O0. stabiler ist als RNase T1, 
obwohl es keine Disulfidbriicken enthalt171. 1021. 

Die fiinf Proteine in Tabelle 2, die durch Disulfidbriicken 
stabilisiert sind, entfalten sich alle, wenn die Disulfidbriicken 
gespalten werden. Nur RNase T1 faltet sich zuriick und be- 
halt seine Funktion, wenn beide Disulfidbriicken gespalten 
und die Cysteinreste carboxymethyliert worden sind. Diese 
Eigenschaften der RNase T1 sind aber keine Ausnahme, da 
sich sowohl RNase als auch L y s ~ z y m ~ ' ~ ~ ]  ahnlich ver- 
halten. Fur beide wurden enzymatisch aktive Derivate her- 
gestellt, in denen zwei der vier Disulfidbriicken gespalten 
und die Cysteinreste blockiert wurden. Diese Untersuchun- 
gen weisen darauf hin, daB die gefaltete Konformation der 
Proteine zu einem gewissen Grade flexibel i ~ t [ ' ~ ' ] ,  worauf 
auch H/D-Austauschexperimente im kristallinen Zustand 
hinweisen O 6 ] .  

Die Annahme, daB Proteine rnit gespaltenen Disulfid- 
briicken in 6 M Guanidinhydrochlorid (Gdn . HCI) oder 8 M 
H a r n s t ~ f f ' ~ ~ ]  in eine Zufalls-Konformation (,,random coil"- 
Konformation) iibergehen, ist wahrscheinlich falsch. Unter- 
suchungen an Wildtyp- und Mutanten-Staphylokokken-Nu- 
~ l e a s e ~ ' ~ ~ ]  und an anderen Proteinen ohne Disulfidbriicken, 
die im entfalteten Zustand sehr verschieden rnit dem Denatu- 
rierungsmittel wechselwirken[661, lassen vermuten, daB die 
Konformationen von entfalteten Proteinen nicht ,,zufallig" 
sind, sondern auch von der Aminosauresequenz der Poly- 
peptidkette abhangen. Der entfaltete Zustand eines Proteins 
hat also moglicherweise einen vie1 groBeren EinfluB auf die 
Konformationsstabilitat als bisher angenommen wurdeIto7]. 
Die Schmelzpunkte von RCM- und RCAM-RNase T1 (Ta- 
belle 3) liegen unter 25 "C. Sornit liegt unter physiologischen 
Bedingungen ein entfalteter Zustand vor, der nun mit den 
entfalteten Konformationen, die bei hoheren Temperaturen 
oder in Gegenwart von Gdn . HCI oder Harnstoff existieren, 
verglichen werden kann. RNase T1 ist damit ein gutes Mo- 
dellsystem, um den entfalteten Zustand von Proteinen besser 
verstehen zu lernen. 

Disulfidbriicken erhohen die Konformationsstabilitat 
hauptsachlich dadurch, daB sie die Beweglichkeit der entfal- 
teten Konformation einschranken und dabei die Konforma- 
tionsentropie erniedrigen. Auf der Grundlage unserer und 
anderer Experimente haben wir Gleichung (h) zur Abschat- 
zung des Einflusses der Quervernetzung auf die Konforma- 
tionsentropie eines Proteins vorgeschlagen. 

ASkonf = - 2.1 - (3/2)R In n (h) 

Dabei ist n die Anzahl der Aminosaurereste, die die Schlei- 
fe zwischen der Quervernetzung bilden [991. Nach dieser Glei- 
chung wird die Konformationsstabilitat durch Schleifen von 
15. 45 oder 135 Aminosauren um 3, 4 bzw. 5 kcalmol-' 
erhoht. In globularen Proteinen sind 49 % der Disulfidbriik- 
ken durch weniger als 24 Aminosauren getrennt; die durch- 
schnittliche SchleifengroBe betragt 15 Aminosauren['081. 

Aus diesen Resultaten sollte man schliekn, daB zusatzli- 
che Disulfidbriicken die dreidimensionale Faltung der Pro- 
teine stabilisieren wiirden. Die ersten Experimente in dieser 
Richtung waren aber enttauschend. In das Enzym Subtilisin 
wurden sieben verschiedene zusatzliche Disulfidbriicken ein- 
gebaut, und keines der erhaltenen Proteine war stabiler als 
das Wildtyp-En~ym~"~].  Dies zeigt auch, daB es schwierig 
ist, in ein Protein Disulfidbriicken einzubauen, die keine zu- 
satzlichen Spannungen auf die gefaltete Konformation aus- 
iiben und sie dadurch destabilisieren. Vor kurzem wurden 
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mit T4-Lysozym ermutigende Ergebnisse erhalten" lo]. Drei 
verschiedene Disulfidbriicken wurden eingefiigt, wobei sich 
die T,-Werte jeweils um 5, 6 bzw. 11 K erhohten. Wurden 
alle drei Disulfidbriicken zugleich eingebaut, erhohte sich die 
Schmelztemperatur des Proteins um 23 K. 

3.7. RNase T1 kann durch Arninosaureaustausch 
stabilisiert oder destabilisiert werden 

Mit Mutanten, die wir durch ortsgerichtete Mutagenese 
hergestellt haben, konnen wir mehr uber die Krafte lernen, 
die zur Konformationsstabilitat der RNase T1 beitra- 
gen [5. ' ' I .  Tabelle 4 zeigt einige unserer ersten Ergebnisse 
mit einer Mutante, deren Konformationsstabilitat um 
0.9 kcalmol-' erhoht ist, wahrend eine andere eine um 
0.8 kcal mol- erniedrigte Stabilitat zeigt. In der Doppel- 
mutante heben sich diese beiden Beitrage gegenseitig auf, 
ihre Konformation ist also beinahe genauso stabil wie die der 
Wild typ- RNase-T1 . 

Tabelle 4. Parameter der durch Harnstoff oder Erwarmung induzierten Entfaltung von 
RNase TI  und dreier Mutanten bei pH 7.0 in 30 mM MOPS-Puffer [I  1 I ] .  

..Harnstoff-Entfaltung" 
Protein AG(H,O) la1 rn [a1 [Harnstoffl,,, [a] A(AG) [b] 

[kcal mol- '1 [ c a l m o l ~  'M-  '1 [MI [kcal mol- '1 

Wildtyp ( A .  orvzae) 5.62 1240 4.53 
Wildtyp (Klon) 5.61 1235 4.54 
Gln25 + Lys [fl  6.39 I210 5.30 0.94 
Glu58 - Ala 4 72 1200 3.92 -0.77 
Doppelmutante 6.29 1360 4.58 0.05 

thermrsche Entfaltung 

[cal m o l ~  ' K -  '1 [kcalmol- '1 [ "C] 
Protein Asrn [cl AH, [cl 7, Icl AG(25) [dl W G )  [el 

[kcal mol- '1 [kcalmol- '1 

Wildtyp ( A .  orwoe) 298 96 48.3 5.5  
Wildtyp (Klon) 288 93 49.3 5.5  
Gln25 + Lys 330 107 51.7 6.9 0.93 
Glu58 - Ala 270 86 46.0 4.5 -0.78 
Doppelmutante 299 93 48.8 5.4 0.06 

[a] Die Auftragung von AG als Funktion der Harnstoffkonzentration wurde durch 
Kleinste-Quadrate-Anpassungen der MeDwerte an die Gleichung: AG = AG(H,O) -m 
(Harnstom gewonnen. [Harnstoff],,, = Wendepunkt der .,Harnstoff-Entfaltungskur- 
ve". [b] A(AC) = A([Harnstoffl,,,) x rn (Wildtyp). Daraus erhilt man A(AG) bei einer 
Harnstoffkonzentration zwischen den entsprechenden Werten von [Harnstoff],,, . [c] 
T ,  = Wendepunkt der Kurve der thermischen Entfaltung; AS, und AH, = Anderung 
von Entropie und Enthalpie bei T,. [d] AG bei 25°C. AG(25), wurde nach Gleichung (d) 
mit ACp = 1650 ca lmol- 'K- '  berechnet [53]. [e]A(AG) = A(7,) x AS,(Wildtyp)ergibt 
A(AC) bei einer Temperatur zwischen den entsprechenden Werten von 7,. [f] Die gen- 
technisch hergestellte Mutante Gen25 + Lys entspricht dem auch natiirlich vorkom- 
menden Isoenzym Lys25-RNase-T1. 

Die Mutation Gln25Lys andert die a-Helix der RNase T1 
an einer Stelle, die dem Losungsmittel ausgesetzt ist 
(Abb. 2). Es ist ermutigend, daD diese Substitution die Kon- 
formationsstabilitat um fast 1 kcalmol-' erhoht, ohne die 
Aktivitit zu andern. Die Mutante GIu58AIa ist wichtig, weil 
Glu58 zum aktiven Zentrum der RNase T1 gehort (Abb. 4 
Mitte) und eine besondere chemische Reaktivitat aufweist14]. 
Kiirzlich wurde eine interessante pH-Abhangigkeit dieser 
Mutante gefunden: Wildtyp-RNase-T1 ist bei pH-Werten 
unter 7.5 stabiler als die Mutante, bei pH-Werten iiber 7.5 
dagegen weniger stabil[60b1. Dies liegt daran, daD der durch- 
schnittliche pK-Wert der Histidinreste in der Mutante von 
7.6 (Wildtyp) auf 7.1 gesenkt wurde (siehe auch Ab- 

schnitt 3.4). Der groDte Effekt zeigt sich bei His40, dessen 
pK-Wert von 7.6 (Wildtyp) auf 7.1 verringert ist. Das unter- 
stutzt eine Hypothese von Riiferjuns und P0ngs[38d! die lan- 
ge vor der Strukturaufklarung aufgestellt wurde: Danach 
beruht der hohe pK-Wert darauf, daB His40 mit einem Car- 
boxylat-Ion einer sauren Aminosaure wechselwirkt. Beide 
angesprochenen Mutationen sind komplex. und Anderun- 
gen von Konformationsentropie, Wasserstoffbriicken sowie 
elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen tra- 
gen wahrscheinlich alle zu den beobachteten Unterschieden 
in der Konformationsstabilitat bei. 

Im allgemeinen verringern gentechnologisch erzeugte oder 
naturliche Mutationen die Stabilitat eines Proteins, aber in 
einigen Fallen fiihrt der Austausch einer bestimmten Amino- 
saure zu einer starken Erhohung der Konformationsstabili- 
tat. Das ist fur biotechnologische Anwendungen von grol3em 
Interesse, die oft zum Ziel haben, ein Protein so stabil wie 
moglich zu machen[112-115]. In der Barnase-Mutante 
Alal4Leu sind T, urn 12 K und AG(H,O) um 4.8 kcal mol ~ 

erhoht[711, und in Cytochrom c steigt T, bei der Asn57Ile- 
Mutante um 17 K und AG(H,O) ebenfalls um 4.8 kcal 
mol- I, bezogen auf das W i l d t y p - P r ~ t e i n I ~ ~ ~ .  In Tryptophan- 
Synthase wurde Glu an Position 49 durch jede mogliche 
Aminosaure auBer Arg ersetzt und die Konformationsstabi- 
litat gemessen ["I. Die Glu49Ile-Mutante hat einen um 
9.7 kcalmol-L erhohten Wert von AG(H,O). Das ist der 
groDte positive Effekt, der bisher durch den Austausch einer 
einzigen Aminosaure beobachtet wurde. Die Effekte des 
Austauschs mehrerer Aminosauren sind oft so lokalisiert, 
daD sie sich additiv aufdie Stabilitat auswirken. In Subtilisin 
wurden beispielsweise sechs Aminosauren ausgewechselt. 
wobei jeder einzelne Austausch die Stabilitat um 0.3 bis 
1.3 kcal mol- erhohte. Als alle sechs Reste zugleich ausge- 
tauscht wurden, erhohte sich die Stabilitat um 3.8 kcal 
mol - 'I. Auf der Suche nach stabileren Proteinen durch 
Aminosaurenaustausch sind aber die Natur und zufallige 
Mutagenese noch immer erfolgreicher als Biocherniker, die 
gezielt von der dreidimensionalen Struktur gefalteter Protei- 
ne ausgehen. 

4. Theoretische Studien zur Konformationsstabilitat 

In diesem Abschnitt werden wir Informationen uber Kon- 
formationsentropie, hydrophobe Wechselwirkungen, Was- 
serstoffbriicken und andere elektrostatische Wechselwirkun- 
gen benutzen, um die wichtigsten Beitrage zur Konforma- 
tionsstabilitlt der RNase T1 zu ermitteln. Obwohl dies nur 
eine grobe Abschatzung von GroDenordnungen sein kann, 
wird sich zeigen, daD die geringe Konformationsstabilitat der 
RNase T1 als Balance aus vie1 starkeren entgegengesetzten 
Kraften resultiert. 

4.1. Konforrnationsentropie 

Die Konformation der Hauptkette eines Proteins kann 
durch Angahe der Torsionswinkel jeder N-C,-Bindung (a) 
und jeder C,-C-Bindung ( Y )  beschrieben werden[t'61. Da die 
Konformation der Hauptkette und der meisten Seitengrup- 
pen durch Rontgenkristallographie bestirnmt werden kann, 
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muD die Rotation um diese Bindungen im gefalteten Protein 
eingeschrankt sein. Im entfalteten Zustand sind diese Rota- 
tionen weniger behindert, und die Polypeptidkette kann we- 
sentlich mehr Konformationen annehmen. Der entfaltete 
Zustand hat damit eine vie1 hohere Konformationsentropie 
als der gefaltete. Dies ist der starkste Beitrag, der die Entfal- 
tung begunstigt. 

Kauzmann hat 1954 vorgeschlagen, daO eine zufallig ge- 
wundene Polypeptidkette 2"-Konformationen annehmen 
kann1'171. Dabei ist x die Anzahl der Bindungen, um die 
Rotation moglich ist, und z die Anzahl der Rotationszustan- 
de gleicher Energie pro Bindung. Fur eine erste Abschatzung 
verwendete er Werte von x = 3.33 und z = 2 fur jede Amino- 
saure. Wenn fur das gefaltete Protein nur eine einzige Kon- 
formation moglich ware, fuhrte dies zu einer Konforma- 
tionsentropie AS,,,, [GI. (i)], die die ungefaltete Konforma- 

Tabelle 5.  Abschatzung der Beitrage von Konformationsentropie, hydropho- 
ben Wechselwirkungen und Wasserstoflbriicken zur Konformationsstabilitat 
der RNase TI .  

A) KonformotronsentropiP 
Rotation uni die Winkel 0. I und 1: 104 Aminosiuren x -1.2 kcdl pro 
Aminosaure [a]. 
Beitrage der Disultidbriicken: 
TAS(-SS-) = 772.1 -(3/2)R In n). wobei n die Zahl der Aminosaurereste ist. die 
durch die Dtsultidbriicke eine Schleife btlden [b]. 
RNase-T1-Disulfidbriicken: 2 nach 10 ( n  = 9) und 6 nach 103 ( n  = 98). 
TAS(-SS-) = 2.6 + 4.7 = 7.3 kcal mol- '  
Netto: TAS,,,, = - 124 + 7  = - 117 kcalmol-' 

B) Hvdrophohr Wrchselnirkungen 
Seitenkette Haufigkeit wasserunzu- AG,, [d] wasserunzu- 

ganglich [c] ganglich [c] x AG,, 

TrP 1 1 .o 3.1 3.1 
Phe 4 3.7 2.4 8.9 
Ile + Leu 5 4.4 2.4 10.6 
Val 8 6.7 1.7 11.4 
Tyr 9 8.9 1.3 11.6 
CY s 4 3.3 1.3 4.3 
Pro 4 3.4 1 .o 3.4 
Thr 6 3.3 0.4 1.3 
Ala 7 4.7 0.4 I .9 
His 3 2.3 0.2 0.5 
Ser 15 3.5 0.0 0.0 
Gln 3 2.4 -0.3 -0.7 
Asn 9 5.0 -0.8 -4.1 
-CH,- [el 23 16.6 0.7 11.6 

Netto: Hydrophobe Wechselwirkungen = 64 kcalmol- ' 
C) Wassersto/jbriicken 
Gefaltete RNase T1 enthalt 96 schwache bis starke Wasserstoflbriicken [Q. 
96 Wasserstoffbriicken x 0.76 kcal pro Wasserstoflbriicke [g] = 73 k c a l m o l ~  I. 
In gefalteter RNase TI bilden vier Peptid-NH- und zwei Peptid-C=O-Grup- 
pen keine Wassersroffbriicken und sind vollstandig wasserunzuganglich. Alle 
Seitenketten-SauerstoNatome bilden Wasserstoffbriicken [h]. 
4 x 1.4 kcal pro NH-Wasserstoflbriicke [h] + 2 x 2.8 kcal pro C = 0-Wasser- 
stoflbriicke [h] = - 11 kcalmol-' 
Netto: Wasserstoffbriicken =73- 11 = 62 kcalmol- ' 
D) Summe 
AC(H,O) = TAS,,,, + hydrophobe Wechselwirkungen + 
AG(H,O) = - 117 + 64 + 62 = 9 kcalmol-' 

Wasserstoflbriickenbindungen 

[a] Basierend auf etnem theoretischen Wert von 4.1 ca lmol- 'K- '  pro Amino- 
saure von Kuuzmann [117). und etnern experimentellen Wert von 4.2 cal- ' 
m o l - ' K - '  pro Aminosaure von Privu/ov[45]. [b]Siehe[99]. [c]Siehe[66b]. [d] 
Act ,  gibt die Anderung der freien Enthalpie fur den Transfer von Aminosaure- 
seitenketten aus unpolarer Umgebung (n-Octanol) in Wasser an; siehe [126]. [el 
Die CH,-Gruppen der Seitenketten Asp, Glu. Arg und Lys. [ f l  Siehe 1161. [g] 
fersht [125]schlagt 0.5 bis 1.8 kcalmol-I vor. 0.76 kcalmol-' wurden gewahlt, 
damit AG(H,O) (experimentell) = AG(H,O) (theoretisch). [h] N. Puce, R. 
Erickson. unveroNentlichte Beobachtung. 

tion begiinstigte. Dies ergibt 4.1 cal mol 'K und 
1.2 kcalmol-' fur jede Arninosaure bei 25°C. Ein ahnlicher 
Ansatz wurde auch von Dill unter einem anderen Gesichts- 
punkt gernacht I '  '1. 

AS,,,, = R In zx 

P r i v a I o ~ ~ ~ ~ ]  zeigte, daD fur mehrere kleine globulare Pro- 
teine die spezifische Entfdtungsenthalpie zu einem Wert von 
13 cal g -  ' bei 1 10°C konvergiert. Er schloD daraus, daD 
,,. . . der Beitrag des Wassers zur Entfaltungsentropie bei 
110°C klein ist. und die beobachteten Effekte daher der 
wachsenden Konformationsfreiheit der Polypeptide bei der 
Entfaltung zugeschrieben werden konnen". Als durch- 
schnittlicher Beitrag wurden 4.2 cal mol - 'K-  ' pro Amino- 
saure beobachtet, ein Wert der dem von Kauzmann gefunde- 
nen erstaunlich nahekommt. 

Da die gefalteten Konformationen der globuiaren Prote- 
ine keine starren Strukturen ~ i n d ~ ' ~ ~ I ,  konnen sie sicher 
nicht durch eine einzige Konformation dargestellt werden. 
Karplus et al.1'i91 haben auf der Grundlage von Berechnun- 
gen vorgeschlagen, daD die Konformationsentropie eines ge- 
falteten Proteins grol3 ist, und zwar ca. 35 cal mol 'K l pro 
Aminosaure; die Entropie jedes beliebigen Konformers des 
ungefalteten Proteins sollte etwa denselben Betrag haben. 
Man konnte also annehmen, daD das Abzahlen der entfalte- 
ten Konformationen, wie es Kauzmann in seinem einfachen 
Ansatz vor 30 Jahren vorgeschlagen hat, wenigstens eine 
grobe Abschitzung von AS,,,, ergibt. Wir haben diese Me- 
thode benutzt, urn den Beitrag der Konformationsentropie 
zur Stabilitit der RNase T1 abzuschatzen (siehe Tabelle 5). 

Disulfidbrucken beschranken die Zahl der moglichen 
Konformationen einer zufillig gewundenen Polypeptidkette 
und erniedrigen damit die Konformationsentropie. Zur Ab- 
schatzung dieses Beitrags in Proteinen leiteten Schell- 
mann[1201 und Flory[12'1 und spater auch Chan und 
aus der Polymertheoriel' 231 entsprechende Gleichungen ab. 
Mit Hilfe von Gleichung(h) (Abschnitt 3.6) haben wir ASkanl 
fur die Einschrankungen der freien, ungefalteten Konforma- 
tion von RNase T1 durch die beiden Disulfidbrucken korri- 
giert. Das scheint sinnvoll, da die empirische Gleichung (h) 
ja  auch auf experimentellen Daten fur RNase T1 basiertfg9]. 

4.2. Hydrophobe Wechselwirkungen 

Zur Abschatzung des Beitrages der hydrophoben Wech- 
selwirkungen zur Stabilitat globularer Proteine werden zwei 
wichtige Informationen benotigt. Zum einen mu0 man wis- 
sen, welche unpolaren Gruppen bei der Proteinfaltung den 
Kontakt zum Wasser verlieren, zum anderen mu0 fur jede 
unpolare Gruppe die Anderung der freien Enthalpie beim 
Ubergang vom Wasser ins Innere eines globularen Proteins 
(AGJ bekan n t sein . 

Kurzlich wurde die Zuganglichkeit von Wasser zu den 
einzelnen Arninosauren fur 37 monomere globulare Protei- 
ne, deren Kristallstruktur bei hoher Auflosung bekannt ist, 
untersucht 241. Die Aminosaureseitengruppen konnen nach 
ihren Eigenschaften in geladene, polare und unpolare Seiten- 
gruppen eingeteilt werden (Tabelle 2). Der fur das Losungs- 
mittel zugangliche Teil eines gewohnlichen globuliren Pro- 
teins besteht nach dieser Klassifizierung zu etwa gleichen 
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Teilen aus diesen drei Typen von Arninosiiuren. Das Innere 
des Proteins enthalt dagegen hauptsachlich unpolare und 
sehr wenige geladene Seitengruppen. Es ist zu beachten, daD 
fur die Proteine in Tabelle 2 der Anteil an unpolaren Grup- 
pen zwischen 42 und 55 YO liegt. Wie zu erwarten, steigt der 
Anteil der eingeschlossenen unpolaren Gruppen rnit wach- 
sender GroBe des Proteins und erreicht fur r-Chymotrypsin 

Bei gefalteter RNase T1 sind 70% der Peptidgruppen und 
79 O h  der unpolaren Seitengruppen fur Wasser unzuganglich. 
In Abbildung 15 wird gezeigt, welche Peptidgruppen und 
unpolare Seitengruppen in gefalteter RNase T1 zu rninde- 
stens 50% verborgen sind. In Tabelle 5 wird die Zuganglich- 
keit fur jeden Typ polarer und unpolarer Seitengruppen an- 
gegeben. Fur unsere Berechnungen nehmen wir an, daB jede 
dieser verborgenen Seitengruppen bei der Entfaltung fur 
Wasser vollstiindig zuginglich wird. Dies ist zwar wahr- 
scheinlich nicht der Fall (siehe Abschnitt 3.6), aber da wir 
uber die Benetzung vollig entfalteter Proteine noch zu wenig 
wissen, haben wir keine andere Wahl. Das bedeutet, daB 
unsere Abschatzungen fur den Beitrag hydrophober Wech- 
selwirkungen zur Stabilitat der RNase T1 als obere Grenze 
anzusehen sind. 

86%. 

Abb. 15. Losungsmittelzuglnglichkeit der RNase-Ti-Seitenketten. Dteses Ste- 
reobild zergt alle dcm Losungsmittel Wasser zu uber 50% zuganglichen Peptid- 
gruppen und Seitenketten in hellblau. die weniger und nicht zuganglichen in 
gelb. 

Die Anderung der freien Enthalpie fur den Transfer von 
Arninosiiureseitenketten aus unpolarer Umgebung, wie n- 
Octanol. Hexan und N-Methylacetarnid in Wasser (AG,,) 
wurde seit 1962 in einer Serie experirnenteller Arbeiten be- 
stirnrnt[126- 1 3 2 1 .  Ein einzelnes Losungsmittel kann das het- 
erogene Innere eines globularen Proteins nicht simulieren, 
aber n-Octanol ist wahrscheinlich ein besseres Modell als 
vollig unpolare Losungsrnittel wie Cyclohexan. Deshalb ha- 
ben wir die AG,,-Werte fur n-Octanol benutzt, urn die Beitra- 
ge der hydrophoben Wechselwirkungen zur Stabilitiit der 
RNase TI abzuschiitzen (Tabelle 5) .  

Fabelle 6 .  Bertrige von Wasserstoflbriicken und hydrophoben Wechselwirkungen 
zur Konformationsstabilit~t. 

Wechselwirkung AG 
[kcalmol-I] 

1.7 [a] 

H~drophohe Wei hvelm rrkungen 

H,O H,O H,O 

H,O H,O H,O 

Wustertro/jhrui ken 

I * > C = O  (H,O) ,+H,O H - N <  05-1 8[b]  

. + >C=O (H,O) ,+H,O H - N <  - 4 2 1 ~ 1  

a . *(H,O) ,  H , N - C -  
I - 5.8 [c] 
0 

pa] Siehe 11261. AG,, (n-Octanol + Wasser) Werte fur die anderen Seitenketten sind 
in Tabelle 5 angegeben. [b] Siehe [125]. [c] N. Pace, unveroffentltchte Ergebntsse. 
Der AC-Wert dcr -OH-Cruppe von Tyr betrigt 2.2 kcalmol-’. 

Der Beitrag der hydrophoben Wechselwirkungen einer 
Valin-Seitenkette zur Konformationsstabilitit eines Proteins 
ist in Fabelle 6 angegeben. Die Stabilitat der gefalteten Kon- 
formation erhoht sich urn 1.7 kcal rnol- * fur jede Valin-Sei- 
tenkette, die durch die Faltung eingeschlossen wird. Nach 
diesern Ansatz wurden in Tabelle 5 die Beitrage aller polaren 
und unpolaren Seitenketten sowie der CH,-Gruppen der ge- 
ladenen Seitenketten zur Konformationsstabilitiit von RNa- 
se T1 abgeschiitzt. Dernnach wird durch hydrophobe Wech- 
selwirkungen anscheinend rnehr als die Halfte der freien 
Enthalpie zuruckgewonnen, die durch den Beitrag der Kon- 
forrnationsentropie verloren wurde. Dieser Ansatz hat einige 
Nachteile, die bereits diskutiert wurden[”- ‘33-1351. Eine 
ahnliche Studie unter Verwendung von Daten anderer Mo- 
dellsubstanzen wurde kiirzlich vorgestellt[801. 

4.3. Wasserstoffbriicken 

In einern entfalteten Protein werden irn allgerneinen alle 
Gruppen, die sich an Wasserstoffbriicken beteiligen konnen, 
diese mit Wasserrnolekulen ausbilden. In einern gefalteten 
Protein dagegen sind die Halfte der Gruppen durch intramo- 
lekulare Wasserstoffbrucken abgesattigt[136. l3’), die rneisten 
der anderen sind weiterhin an Wasserstoffbrucken rnit Was- 
ser beteiligt, und nur wenige oder gar keine der Wasserstoff- 
brucken-Donoren oder -Acceptoren bleiben freiI2’. ’ 3 6 -  L 3 8 1 .  

Die Gruppen, die in beiden Zustanden Wasserstoffbrucken 
rnit Wasser bilden, werden keinen wesentlichen Beitrag zur 
Konforrnationsstabilitat leisten. Von den Gruppen aber, die 
intrarnolekulare oder gar keine Wasserstoffbrucken bilden, 
rniissen wir die Energien der Wasserstoffbrucken kennen so- 
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wie die Anzahl der Gruppen in den entsprechenden Katego- 
rien. 

daB intramolekulare Wasserstoffbriicken zwischen ungela- 
denen Gruppen gegeniiber Wasserstoffbriicken mit Wasser 
um 0.5 bis 1.8 kcalmol- I giinstiger sind. In einem gefalteten 
Protein gibt es wegen der Unterschiede in Geometrie und 
Umgebung sicherlich eine gewisse Spannweite von Beitragen 
individueller Wasserstoffbriicken. Es ist beruhigend, dal3 
Turner et al. 391 experimentell fiir den Netto-Energiegewinn 
pro Wasserstoffbriicke in der DNA-Doppelhelix ganz ahn- 
liche Werte (0.5-2.0 kcalmol-') fanden. 

Die Gruppen, die bei der Faltung der Polypeptidkette kei- 
ne Wasserstoffbriicken bilden, begiinstigen den entfalteten 
Zustand, da sie dort Wasserstoffbrucken mit Wassermolekii- 
len eingehen konnen. In Tabelle 6 sind Schatzwerte von AG 
fiir diesen ProzeD angegeben. Es ist zu beachten, daB der 
Stabilitatsgewinn durch Bildung einer intramolekularen 
Wasserstoffbriicke zwischen den Gruppen einer Peptidbin- 
dung (0.S - 1.8 kcal mol - ') deutlich geringer ist als der Ver- 
lust an Stabilitat (-4.2 kcalmol- '), wenn die gleiche Grup- 
pe bei der Proteinfaltung keine Wasserstoffbriicke bilden 
kann. Das ist sicher der Grund dafiir, daB es in globularen 
Proteinen so viele intramolekulare Wasserstoffbriicken und 
einen so hohen Anteil an Sekundarstrukturelementen, wie 
a-Helices und b-Faltblattern gibt, in denen die Peptid-N-H- 
und -C = 0-Gruppen vollkommen durch Bildung von Was- 
serstoffbriicken abgesattigt sind. 

RNase T1 enthalt 293 Stickstoff- und Sauerstoffatome, 
die Wasserstoffbriicken-Donoren oder -Acceptoren sein 
konnen; davon befinden sich 205 in der Hauptkette und 88 
in Seitenketten. Nach theoretischen Uberlegungen von Bu- 
ker und Hubbard'281 konnen diese Atome insgesamt 503 
Wasserstoffbriicken bilden, und zwar 31 2 von Hauptketten- 
und 191 von Seitenkettenat~men['~~I. Auf der Grundlage 
geometrischer Kriterien, die von den genannten Autoren 
aufgestellt wurden, finden wir in der RNase T1 96 schwache 
bis starke Wasserstoffbriicken mit einem durchschnittlichen 
N . . .  0-Abstand von 2.98 All6]. 51 dieser Wasserstoffbriik- 
ken werden zwischen Peptidgruppen der Hauptkette gebil- 
det, von denen die meisten zu den Sekundarstrukturelemen- 
ten der RNase T1 gehoren, wie in Abbildung 3 gezeigt 1st. 

In einer Auswahl von zehn gut verfeinerten Proteinstruk- 
turen ist der Prozentsatz der Gruppen, die keine Wasserstoff- 
briicken bilden, bei Peptidgruppen 11.2% fur C = O  und 
12.4% fiir N - H ;  bei ungeladenen, polaren Seitengruppen 
22% fiir Tyr, 18% fur Ser, 16% fur Thr, 17% fur Gln und 
17 % fiir Asn; bei geladenen Seitengruppen 3 YO fur Asp, 5 % 
fiir Glu, 2 YO fiir His, 11 YO fiir Arg und 24% fiir Lys (der 
Wert fiir Lys ist so hoch, da diese Seitengruppe beweglicher 
als die anderen und deshalb die Partner in Wasserstoffbriik- 
ken schwieriger zuzuordnen oder zu lokalisieren sind)1281. 
Diese Prozentangaben sind als obere Grenze fiir den Anteil 
an Gruppcn anzusehen, die nicht an Wasserstoffbriicken be- 
teiligt sind. Schwacher gebundene Wassermolekiile konnen 
oft nicht in der Elektronendichtekarte festgestellt werden, so 
daB bestirnmt einige dieser Gruppen wenigstens teilweise zu- 
satzlich Wasserstoffbriicken zu Wassermolekiilen bilden. 

Bei RNase T1 haben wir die Gruppen gezahlt, die keine 
Wasserstoffbriicken bilden und vollkommen im Innern des 
gefaltenen Proteins verborgen sind. Es gibt keine solchen 
Seitenketten, wohl aber vier N-H-Gruppen und zwei C =O- 

Fershr hat auf experimenteller Basis vorgeschlagen 

Gruppen von Peptidbindungen. Wir haben diese Gruppen in 
Tabelle 5 aufgenommen, um den ungiinstigen Beitrag unge- 
sattigter Donoren und Acceptoren zur Konformationsstabi- 
litat zu berechnen. 

Um den Beitrag der Wasserstoffbriicken zur Konforma- 
tionsstabilitat der RNase T1 in Tabelle 5 abzuschatzen, miis- 
sen wir einen Durchschnittswert fiir den Beitrag jeder einzel- 
nen intramolekularen Wasserstoffbriicke wahlen. Wir benut- 
zen 0.76 kcalmol- ', aus dem einfachen Grund, daB dieser 
Wert zur Ubereinstimmung zwischen dem experimentell be- 
stimmten Wert von AG(H20) und der Abschatzung aus der 
Analyse in Tabelle 5 fiihrt. Dieser Wert liegt auch im Rah- 
men der von Fersh~I'~~] vorgeschlagenen 0.5 bis 1.8 kcal 
mol-'. Nach Tabelle 5 liegt demnach der Nettobeitrag der 
Wasserstoffbriicken an AG(H,O) fur RNase T1 in der glei- 
chen GroBenordnung wie der Beitrag der hydrophoben 
Wec hselwir kungen . 

4.4. Elektrostatische Wechselwirkungen 

,,Die allgemeine elektrostatische Wechselwirkung zwi- 
schen geladenen Gruppen auf der Oberflache dieser Proteine 
scheint fiir die Stabilitat der gefalteten Konformation ener- 
getisch nicht wichtig zu sein. Alle elf Aminogruppen von 
Ribonuclease A, 18 der 19 von Cytochrom c und bis zu zehn 
von /I-Lactoglobulin wurden ohne signifikante Anderungen 
der Netto-Stabilitat durch saure Aminosauren ersetzt." 

Hollecker und Creighton[1411 

Die in Abschnitt 3.4 beschriebenen Ergebnisse zeigen, daB 
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen geladenen 
Gruppen weniger als 6 kcal mol - zur Konformationsstabi- 
litat von RNase T1 beitragen und folglich kein wesentlicher 
Faktor sind. Es ist weitaus schwieriger, den Beitrag von per- 
manenten und induzierten Dipolen zur Konformationsstabi- 
litat experimentell zu bestimmen. Rechnungen von Woduk et 
al. Is'] weisen darauf hin, daB elektrostatische Wechselwir- 
kungen sowohl der geladenen Gruppen als auch aller perma- 
nenten Dipole die gefaltete Konformation von RNase T1 
destabilisieren. Dies konnte aber durch die giinstigen Beitra- 
ge durch Wechselwirkungen induzierter Dipole mehr als aus- 
gewogen werden, so daB der Gesamtbeitrag der elektrostati- 
schen Wechselwirkung zur Konformationsstabilitat vorteil- 
haft ist. Das Modell von Woduk et al. versucht, die dielektri- 
schen Effekte des Proteins selbst zu beriicksichtigen, die Ef- 
fekte des umgebenden Solvens dagegen wurden noch nicht 
eingeschlossen. 

Der Ansatz zur Abschatzung des Beitrages von Wasser- 
stoffbriicken, den wir im vorigen Abschnitt erlautert haben, 
beriicksichtigt einige, aber gewiB nicht alle elektrostatischen 
Wechselwirkungen zwischen permanenten Dipolen. Desglei- 
chen beriicksichtigt der Ansatz zur Abschatzung des Bei- 
trags der hydrophoben Wechselwirkungen einige, aber be- 
stimmt nicht alle Beitrage induzierter Dipole (van-der- 
Waals-Krafte) zur Konformationsstabilitat. Experimentelle 
Ergebnisse von Proteinen, in denen die elektrostatischen 
Wechselwirkungen durch Punktmutation lokal geandert 
wurden, werden eine Verbesserung der theoretischen Model- 
le ermoglichen, so daB wir Beitrage von elektrostatischen 
Wechselwirkungen zur Stabilitat globularer Proteine besser 
verstehen werden. 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 

RNase T1 1st sicherlich eines der geeignetsten Proteine fur 
Untersuchungen der Zusammenhange zwischen der Struk- 
tur eines Proteins und seinen chemischen, physikalischen 
und funktionellen Eigenschaften. Wir haben in diesem Bei- 
trag zusarnmengefaBt, was bis jetzt iiber die Struktur von 
RNase T1 aus Rontgenstrukturanalysen bei hoher Auflo- 
sung bekannt ist. AuBerdem haben wir Ergebnisse einer 
Reihe von experimentellen Untersuchungen zur Konforma- 
tionsstabilitat der RNase T1 vorgestellt. Im letzten Ab- 
schnitt haben wir anhand von Strukturinformationen und 
Daten von Modellsubstanzen die Beitrige von Wasserstoff- 
briickenbindungen, hydrophoben Wechselwirkungen und 
Konformationsentropie zur  Konformationsstabilitat der 
RNase T1 abgeschatzt. Ferner haben wir die ersten Ergeb- 
nisse von ortsgerichteter Mutagenese von RNase T1 vorge- 
stellt, die zeigen, wie stark diese Technik unser Verstandnis 
iiber Proteine und ihre Funktionen verbessern kann. In eini- 
gen neueren Ubersichtsartikeln wurden ahnliche Ergebnisse 
von Untersuchungen anderer Proteine zusammengefaBt [1421. 

Durch Kombination von Strukturuntersuchungen und 
biophysikalischen Studien sollte sich fur RNase T1 und aus- 
gewahlte Mutanten in kristallinem Zustand und in Losung 
auch Einblick in die Struktur und Funktion von Proteinen 
im allgemeinen gewinnen lassen. Eine sehr hochaufgeloste 
Strukturanalyse bei 1.5 8, von Wildtyp-RNase-T1 ohne In- 
hibitor ist gegenwartig in Arbeit und wird bisher fehlende 
Details iiber die Orientierung von intramolekularen Wasser- 
stoffbriickenbindungen liefern. Zusammen mit kinetischen 
Untersuchungen von Mutanten werden die Strukturdaten 
dazu beitragen, den immer noch kontrovers diskutierten 
Mechanismus der durch RNase T1 katalysierten RNA-Hy- 
drolyse aufzuklaren. Ahnliche Studien an verwandten 
mikrobiellen Ribonucleasen sind in Arbeit[t431. Weitere 
theoretische Studien iiber Struktur, Stabilitat, Dynamik und 
Substratbindung der RNase T i  sollten so angelegt werden, 
daB ihre direkte experimentelle Uberpriifung moglich ist. In 
dieser Hinsicht ist es sehr ermutigend, dal3 kiirzlich spektro- 
skopische Methoden entwickelt wurden, mit denen die Pro- 
teindynamik auf einer Zeitskala untersucht werden kann, die 
Molekiildynamik-Simulationen zuganglich ist 

Moglicherweise konnen, wie kiirzlich bei der verwandten 
bakteriellen Ribonuclease B a r n a ~ e l ' ~ ~ ] ,  Zwischenstufen des 
Faltungsvorganges gefunden werden. SchlieBlich bleibt zu 
hoffen, daB auch die Biologie der mikrobiellen Ribonucle- 
asen weiter untersucht wird, urn die offenen Fragen iiber ihre 
Rolle im Nucleinsaure-Metabolismus und den Grund ihrer 
Basenspezititat zu beantworten. 

Die in diesem Aufsatz beschriebenen eigenen Arbeiten wurden 
durch die National Institutes of Health ( N I H ) .  die Robert-A.- 
Welch-Stifung. die Texas Agricultural Experiment Station 
und die Deutsche Forschungsgemeinschaft gefordert. 
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