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4. Strukturanalyse ortsgerichtet mutierter Kalteschockproteine

4.1. Ergebnisse
Kristallisation der Bc—Csp und Bs-CspB Mutanten

Fiir die Kristallisationsexperimente wurden die ortsgerichtet mutierten Kélteschockproteine von
der Arbeitsgruppe F.X. Schmidt, Universitit Bayreuth zur Verfiigung gestellt. Dabei handelt es
sich um 4 Mutanten basierend auf dem Kalteschockprotein Bc-Csp aus Bacillus caldolyticus
Typ (den zwei Einzelmutanten Bc-Csp E46A, Bc-Csp L66E, und den zwei Tripelmutanten
Bc-Csp R3E/E46A/L66E und Bce-Csp V64T/L66E/67A)' sowie vier Mutanten auf dem
Kilteschockprotein Bs-CspB aus Bacillus subtilis (Bs-CspB E3R, Bs-CspB E3L,
Bs-CspB A46E, Bs-CspB E66L). Die Proteinmutanten lagen in gereinigter Form lyophilisiert
vor. Alle Mutanten wurden in 10 mM Na-Hepes Puffer pH 7,0 gelost sowie gegen diesen Puffer
dialysiert und anschlieBend konzentriert in einen Bereich von 10 bis 15 mg/ml. Die Reinheit
wurde mit SDS-PAGE iiberpriift.

Zum Auffinden geeigneter Kristallisationsbedingungen wurden alle Mutanten einem Screening

(b)

(d)

Abb. 7) Kristalle unter optimierten Bedingungen (Tab.1) von (a) Bc-Csp E46A, (b) Be-Csp
L66E, (c) Bc-Csp V64/L66E/67A, (d) Be-Csp R3E/E46A/L66E

'In die Gesamtstudie gehort die Mutante Be-Csp R3E, deren Strukturlsung von
U. Miiller im Rahmen seiner Promotion durchgefiihrt wurde [Miiller U. 1999]
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(Screen I + II) [Jancarik & Kim, 1991; Cudney et al., 1994 | unterworfen. Fiir alle Mutanten
konnten Startbedingungen fiir weitere Optimierungsversuche gefunden werden. Die
Bc-Csp-Mutanten konnten durch geringe Verdanderungen der Féallungsmittelkonzentration, des
pH-Wertes und der Temperatur optimiert werden. Die finalen Bedingungen sind in der Tabelle
1 zusammengefalt.

Fiir alle Bs-CspB-Mutanten konnten die Kristallisationsbedingungen nicht ausreichend optimiert
werden. Ziel waren Kristalle mit einer Aufldsung von besser als 2,5 A. Eine solche Aufldsung
wurde als notwendig erachtet, um das Strukturmodell mit geniigender Sicherheit im Detail
beschreiben zu konnen. Gleichzeitig wird ab Auflosungen in diesem Bereich die Modellierung
von Wasser sowie das Verfeinern mit individuellen isotropen B-Faktoren moglich. Aus den
Optimierungszyklen konnten nur optisch gut wirkende Kristalle gewonnen werden, die
hinsichtlich der Beugungseigenschaften fiir diese Vorhaben nicht ausreichend waren.

Abb. 8) Kristalle aus den Optimierungszyklen von (a) Bs-CspB E3R (b) Bs-CspB E3L (c)
Bs-CspB A46E (d) Bs-CspB E66L

Fiir die Mutanten Bs-CspB E3R und Bs-CspB E3L wurde von zwei Anfangsbedingungen
ausgegangen, die je 30 % PEG 4000, 0,1 M Tris-HCl pH 8,5 und entweder 0,2 M
Magnesiumchlorid oder Natriumacetat enthielten. Hier wurden in umfangreichen Versuchen die
Konzentrationen von PEG im Bereich von 12 bis 36 % variiert. Parallel dazu wurde der Einfluf3
des Puffers in einem pH-Wert Bereich von 5,6 bis 8,5 in Abstinden von 0,5 Einheiten
untersucht. Auch durch Zusétze von jeweils bis zu 10 % Glycerin, 100 mM Harnstoff, 100 mM
Guanidin-HCIL, 10 % MPD und 10 % Dioxan ergaben keine Kristalle mit hinlénglicher
Beugungsqualitit. Ahnlich die Situation bei den Mutanten Bs-CspB A46E und Bs-CspB E66L.
Bei der Mutante Bs-CspB A46E wurde ebenfalls von zwei Bedingungen ausgegangen. Erstens
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mit 30 % PEG 4000, 0,1 M Tris HCI pH 8,5 und 0,2 M Natriumacetat und zweitens 20 % PEG
8000, 0,1 M Natriumcacodylat pH 6,5 und 0,2 M Magnesiumacetat. Hier wurden ebenfalls die
Konzentrationen von PEG, der pH-Wert Bereich sowie die Zusétze variiert. Zusitzlich erfolgte
die Erprobung von Ammonium- und Lithiumsulfat als Féallungsmittel. Bs-CspB E66L startete
mit Bedingungen, die PEG 4000 oder 8000 enthielten. Hier wurden ebenfalls die
Konzentrationen der Polyethylenglykole und die pH-Werte im breiten Bereich umfangreich
getestet. Als Salze wurden Magnesiumactetat und -chlorid sowie Natriumacetat verwendet. Hier
wurde zuséitzlich eine Bedingung mit MPD als Fallungsmittel getestet. Die Versuche wurden bei
4 und 20°C durchgefiihrt. Dabei zeigte sich generell eine optisch bessere Qualitét bei 20°C.
Deshalb wurden die Versuche mit den Zusétzen nur bei 20°C durchgefiihrt.

Alle Kristallisationsversuche fanden unter Dampfdiffusion in Form des hidngenden Tropfen
statt.

Datensammlung und Auswertung

Um die Stabilitdt der Kristalle iiber den Verlauf der Messung zu erhdhen bzw. hochaufgeloste
Strukturen moglich zu machen, wurden alle Kristalle in fliissigem Stickstoff schockgefroren.
Die Messung der Kristalle erfolgte bei einer Temperatur von 100 K. Das Einfrieren stellte bei
den Kristallen der Bc-Csp Mutanten kein besonderes Problem dar, da sie sich direkt aus dem
Kristallisationstropfen einfrieren lieBen. Aufgrund der Kristallisationspufferzusammensetzung
mulBten die Kristalle der Bs-CspB-Mutanten in der Regel zum Einfrieren umgesetzt werden.
Optisch am stabilsten blieben Kristalle, die in einen Puffer umgesetzt wurden, dessen
Féllungsmittelkonzentration etwas iiber der Kristallisationsbedingung lag mit zusétzlich 20 %
Glycerin als Kryoprotektant.

Die Kristalle wurden zunichst auf einer Drehanodenanlage mit Cu ka-Strahlung (1,5418 A)
vermessen. Fiir die Mutante Bc-Csp LO66E und fiir die Tripelmutante Bc-Csp R3E/E46A/L66E
konnten zusitzlich hochaufgeloste Datensitze an der Strahlfiihrung BW7B des EMBL/DESY
in Hamburg gemessen werden. In allen Féllen diente ein Imagingplatesystem von Mar Research
(Hamburg) als Detektor. Ausgewertet und skaliert wurden die Daten mit dem
HKL-Programmpaket [Otwinoswki & Minor, 1997]. Die Ergebnisse sind in der Tabelle 1
zusammengefalt.

Um einen moglichst vollstindigen Datensatz zu erhalten, mufiten am Synchrotron fiir die
hochaufgeldsten Kristalle von Bc-Csp L66E vier und fiir Be-Csp R3E/E46A/L66E drei
Datensétze in unterschiedlichen Auflosungsbereichen gesammelt und zu je einem Datensatz
zusammengefiithrt werden. Die Variation des Auflosungsbereiches erfolgte durch
unterschiedlichen Abstand des Kristalls vom Detektor und unterschiedlicher Belichtungszeit.
Mit Ausnahme des Bc-Csp L66E gehoren die Kristalle zur Raumgruppe 14, und sind isomorph
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4. Strukturanalyse ortsgerichtet mutierter Kélteschockproteine

sowohl zueinander als auch zum Wildtyp Bc-Csp. Dagegen filihrte die Auswertung der Mutante
Bc-Csp LO66E zu einem hexagonalen primitiven Bravaisgitter und der Raumgruppe P3,21. In
beiden Kristallformen sind zwei Molekiile in der asymmetrischen Einheit.

Losung des kristallographischen Phasenproblems

Fiir die Losung der Strukturen diente die Wildtypstruktur des Bc-Csp [PDB-Code 1C90;
Mueller et al 2000] als Modell. Dafiir wurden die Wasser und andere Heteroatome sowie
alternative Konformationen der Seitenketten entfernt und die Konformation mit der hdchsten
Besetzung belassen. Zusétzlich wurden die mutierten Aminoséuren in dem Programm O [Jones
et al., 1991] gegen die entsprechenden in der Mutante ausgetauscht und in einer
Standardkonformation positioniert.

Bei drei der vier Mutantenstrukturen konnte die Isomorphie zum Wildtyp direkt zur
Strukturldsung ausgenutzt werden. Die Verfeinerung der drei isomorphen Strukturen begann mit
einer Verfeinerung nach dem Prinzip des starren Korpers (rigid-body-refinement) im Programm
AMoRe [CCP4, 1994; Navazza, 1994]. Dabei wurden die beiden Molekiile jeweils als einzelne
starre Korper behandelt.

Die Struktur der Mutante Bc-Csp L66E wurde mittels molekularen Ersatzes gelost. Dabei wurde
das Programm EPMR [Kissinger et al., 1999] verwendet. Mit Hilfe des Matthews-Koeftizienten
V,, war abgeschitzt worden, dafl die asymmetrische Einheit aus zwei Molekiilen besteht (V,, fiir
ein Molekiil 5,27 A%/Da, fiir zwei Molekiile 2,63 A*/Da und fiir drei Molekiile 1,76 A*/Da). Da
eine prinzipiell dhnliche Struktur erwartet wurde, diente auch hier das Dimer der Bc-Csp-
Struktur als Modell. Damit konnte die Struktur aber nicht geldst werden. In einem zweiten
Versuch wurde nur ein Molekiil verwendet (Molekiil A von Bc-Csp) und dann nach der Lage
des zweiten Molekiils in der Einheitszelle gesucht. Dabei wurden erst die Rotations- und
Translationsparameter fiir ein Molekiil bestimmt und dann diese Werte fiir das zweite Molekiil
gesucht. Das fiihrte zu einem initialen R-Wert von 42,4% und einem Korrelationskoeffizienten
von 62,1 % in einem Aufldsungsbereich von 15 bis 4 A. Eine erste Durchsicht der
Elektronendichte zeigt, dal sich hier eine andere Dimerengeometrie in der asymmetrischen
Einheit ausgebildet hat.

Verfeinerung und Qualitit der Modelle

Die Strukturen von Bc-Csp L66E und Bc-Csp R3E/E46A/L66E wurden mit SHELXL
[Sheldrick & Schneider 1997] und REFMAC [Murshudov et al., 1997] verfeinert. Der Erfolg
der Verfeinerung wurde einerseits optisch durch regelmaBige Inspektion der Elektronendichte
verfolgt sowie im wesentlichen durch den Verlauf von R/R(free) beurteilt. Die bei der
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Auflosung zu erwartende Moglichkeit alternativer Konformationen wurde anhand der
Elektronendichte im Modell tberpriift. Das Verhéltnis der Besetzungsdichte alternativer
Konformationen wurde mit SHELXL berechnet. Zur weiteren Anpassung der Modelle an die
gemessen Beugungsdaten wurden Wassermolekiile eingefiihrt. Das Daten/Parameterverhéltnis
lieB eine anistrope Verfeinerung der atomaren Auslenkungsparameter (ADP, auch B-Faktoren)
zu. Der finale Verfeinerungsschritt wurde mit REFMAC unter Einbeziehung der von SHELXL
berechneten Besetzungsdichten fiir die alternativen Konformationen durchgefiihrt. Die
nichtkristallographische Symmetrie fand keine Beachtung.

Die Verfeinerung von Bc-Csp L66E endete mit einem R/R(free) von 15,8 % / 18,9 % in einem
Aufldsungsbereich von 8 bis 1,27 A und fiir Be-Csp R3E/E46A/L66E von 13,9 % / 18.1 % in
dem gemessen Aufldsungsbereich von 20 bis 1,32 A.

Die beiden Strukturen Bc-Csp E46A und Bc-Csp V64T/L66E/67A wurden mit REFMAC
[Murshudov et al., 1997] verfeinert. Die Auflosung der Strukturen war ausreichend, um auf die
nichtkristallographische Symmetrie bei der Verfeinerung verzichten zu konnen. Die B-Faktoren
wurden isotrop verfeinert. Nach Einfiihrung von Wassermolekiilen und alternativen
Konformationen konnten die Strukturen auf finale R/R(free)-Werte von 18,5 % und 23,4 % bzw
19,3 % und 24,6 % verfeinert werden. Auftretende alternative Konformationen wurden
entsprechend im Modell erginzt. Die Besetzungsdichte wurde anhand der B-Faktoren
abgeschétzt.

Bc-Csp
E46A L66E | R3E/E46A/L66E | V64T/L66E/67A
hochfavorisierte Region 101 102 103 103
favorisierte Region 5 4 3 5
zusétzlich erlaubte Region 0 0 0 0
nicht erlaubte Region 0 0 0 0
Nicht Glycin- und Prolinreste 106 106 106 108
Endreste (ohne Gly) 4 4 4 4
Glycine 20 20 20 20
Proline 2 2 2 2
Total 132 132 132 134

Tab. 2) Statistik des Ramachandran-Diagramms

-34-



4. Strukturanalyse ortsgerichtet mutierter Kéilteschockproteine

SunisuroprAIMPNAS I0p YUsnelS (€ ‘qelL

[L661 ‘10p1ouyog 79 JOLIP[OYS] PSo ‘UONRIAID PIepue)s
parewnsa | (6661 S[ueysOMID] [d ‘xopur uorsiodid jusuodwod-uonoriyid, ‘[y] zueisiq ¢-1 s[e PonIpadsne, (6661 “OMA,

81°0 91°0 S0°0 0°0 +C€0°0 [y] Jo[yjuareurpioosy

LT T LT $°T £20°0 [o] 1oxums3unpurg ASINY

110°0 S10°0 810°0 110°0 L00°0 [y] ueSug[sSunpurg qSINI

9°0¢ 0T 1°8¢ 0°6C e owoyy J[[e

L°€E e e 0°9¢ 49 OWIO)Y/ USIOPUE d[[E
€0E/TEE/¥'LT | L'81/9°0T/ 691 | L'ST/6°9T/ SHT | 0°8T/6°0€/TST | 6°1T/SVT/¥'61 | d+V/ €/ V dwojeurdoid offe

L'€E/ 8°9€ / 8°0€

0°1C/0°€C/ T61

€8T /16T /1°LT

L0E/S€E/ 1°8T

VYT /89T /1°CC

d+V / 4/ VYV 201eua1ayualiag

86T /96T /0T

T91/ 181/ T¥1

LTT/6€T/S1T

v'ST/S8T/TTT

T61/1°TC/¥91

qg+V / 9/ V 2wojeuopoydney

[ Y] oMo M- 10N

- N T N T - (BN T USUOI[[EIRN

/021 81/1LT 8 /T8I -/ 921 €9/ €ST 12)952q q[ey] / SMSP[OULIASSE A\

9901 L60T LYTT 6v01 €801 SWIOJeUIOI]

8 €1 T 9 I UONEUWLIOFUO] "} JIW )SOY

9vT /€61 [‘81/6°€1 6°81/8°SI v'€C/ S8l S0/ 6°¢l [%] (9911)y / (CHHOM )y

8€8°6 019°C¢ TLY 0 §9T'Tl L¥8°9C UDXA[IY UE [YEZUY

08°1-8C TE1-0T LTT-8 8°1-8C v 1-G1 [y] yoreragssunsopny
VL9/A99T/LYOA  H99T/VOrd/ded q9971 Vord Hed

dsH-og

1
v
ik



4. Strukturanalyse ortsgerichtet mutierter Kélteschockproteine

Die verfeinerten Modelle wurden hinsichtlich stereochemischer Kriterien mit den Programmen
PROCHECK [Laskowski et al., 1993] und WHATCHECK [Hooft et al., 1996] analysiert. Alle
Strukturen zeigten Werte in einem Bereich, wie sie fiir Strukturen mit diesen Auflésungen
erwartet werden (Tab. 3). Alle Reste liegen im Ramachandran-Diagramm in erlaubten oder
favorisierten Bereichen (Tab. 2).

Bc-Csp E46A

Die Struktur konnte im Bereich von 20 bis 1,8 A verfeinert werden. Insgesamt wurden 126
Wasser in die Elektronendichte modelliert. Das Proteinriickgrat konnte vollstdndig beschrieben
werden. Als problematisch ist der N-terminale Bereich des Molekiils B sowie im weiteren der
Schleifenbereich der Reste 21 bis 23 anzusehen. Sie zeichnen sich durch hohe B-Faktoren aus.
Desweiteren konnte die Seitenkette des Rests 21 an Hand der Elektronendichte nicht
beschrieben werden. Fiir die Seitenkettenatome war keine interpretierbare Dichte vorhanden.
Die RMSD zwischen den beiden Molekiilen der asymmetrischen Einheit betrigt fiir die Ca-
Positionen 0.41 A.

Bc-Csp L66E

Fiir diese Mutante wurden Daten im Bereich von 28 bis 1,28 A gesammelt. Im Verlauf der
Auswertung zeigte sich, daB8 aber nur Daten von 8 bis 1,28 A verwendet werden konnten. Eine
mogliche Ursache konnte in der relativ langen Exposition des Kristalls mit intensiver
Synchrotronstrahlung (ca. 16 h) und den dadurch hervorgerufenen Strahlenschiden liegen. Der
bemerkenswerteste Unterschied ist, dal diese Mutante in einer anderen Raumgruppe
kristallisiert und eine andere Anordnung der Molekiile zueinander in der asymmetrischen
Einheit zeigt (Abb. 9).

In das Modell wurden 1147 Proteinatome, 182 vollbesetzte und 8 halbbesetzte Wasser
eingebaut. Zusétzlich konnte ein Natriumion in der Struktur im Molekiil A identifiziert werden.
Es tritt an der gleichen Position auf wie in Bc-Csp.

Die RMSD zwischen den beiden Molekiilen der asymmetrischen Einheit betragt fiir die Co-
Positionen 0,30 A. Die groBte Abweichung besteht in den C-terminalen Glu66. Dieser Rest ist
im Molekiil A im Vergleich zu Molekiil B als auch zu allen anderen Strukturen gedreht.

Bc-Csp E3R/E46A/L66E

Diese Mutante konnte im vollen Aufldsungsbereich von 28 bis 1,32 A verfeinert werden. Die
Mutante zeigt, daB die Kristallisierbarkeit, Auflosung und Thermostabilitit eines Proteins in den
untersuchten Systemen nicht miteinander verkniipft sind. Diese Mutante ist weniger stabil, als
Bs-CspB und die davon abgeleiteten Mutanten, die nicht zufriedenstellend kristallisiert werden
konnten.

Das Modell enthalt 1097 Proteinatome, 271 vollbesetzte und 18 halbbesetzte Wasser. Auch hier
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konnte ein Natriumion in der Elektronendichte beschrieben werden. Es ist auch im Molekiil A
an der selben Position wie in Bc-Csp lokalisiert. Die beiden Molekiile in der asymmetrischen
Einheit unterscheiden sich um eine RMSD von 0,35 A.

) (]
% \,,, NS "
T \/D
L - \ =
-~ \
A

B\

Abb. 9) Anordnung der Dimeren in der asymmetrischen Einheit von Bc-Csp in gelb und Be-
Csp L66E in griin, bei gleicher Orientierung von Molekiil A.

Bc-Csp V64T/L66E/67A

Diese Struktur konnte ebenfalls in dem Bereich von 28 bis 1.8 A verfeinert werden. Insgesamt
leidet die Qualitit der Dichte an der mangelnden Vollstdndigkeit der Beugungsdaten, besonders
in den duBeren Auflosungsbereichen.

Das verfeinerte Modell besteht aus 1066 Proteinatomen und 121 Wassern. Ein Wasser ist auf
einer Zellachse lokalisiert. Die beiden Molekiile in der asymmetrischen Einheit unterscheiden
sich um eine RMSD von 0,45 A.

Die eindeutige Beschreibung von Natriumionen in den Strukturen ist auf die hochaufgeldsten
Strukturen beschriankt. Auch scheint sie mit der hoheren Genauigkeit, mit der die einzelnen
Molekiile bestimmt worden sind, angezeigt durch die geringeren B-Faktoren, zu korrelieren. So
konnte in den hochaufgeldsten Strukturen der Mutanten in den Molekiilen B kein Natriumion
identifiziert werden, wie es in der Struktur von Bc-Csp der Fall ist. Der Unterschied zwischen
der Elektronendichte eines Natriumions und eines Wassermolekiils, beide reprdsentieren 10
Elektronen, ist marginal und im wesentlichen nur anhand der Koordinationssphére zu erkennen.
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Abb. 10) B-Faktor-Verteilung in den Bc-Csp Mutanten. Dargestellt sind die mittleren
isotropen B-Faktoren der Hauptkettenatome. Auffillig ist die Abweichung von Be-Csp L66E
um Rest 21 im Molekiil A, die sich auf Kristallpackungseffekte in den unterschiedlichen
Raumgruppen zuriickfiihren 1a6t.

4.2. Diskussion

Die Ursachen der erhdhten Thermostabilitit von Proteinen aus (hyper)thermophilen Organismen
ist schon lange Gegenstand der Forschung. Ausgehend von den Arbeiten iiber Thermolysin,
Ferredoxine und Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase [Matthews et al., 1974; Perutz &
Raidt, 1975; Argos et al., 1979] sind heute viele Daten (hyper)thermophiler Proteine und ihrer
mesohphilen Homologen bekannt. Dabei scheinen die Proteine/Organismen unterschiedliche
Strategien zu verfolgen, um ihre Thermostabilitit zu erhdhen. So nutzen sie Mechanismen wie
Optimierung der Sekundérstruktur, Deletion und Verkiirzung von Schleifen, Vermeidung
flexibler Termini oder Anderungen in Untereinheiten- oder Dominengrenzflichen wie auch
Anderungen in der Aminosiurenzusammensetzung [Auerbach et al, 1997, 1998; Korndérfer et
al., 1995; Hennig et al., 1995, Kumar et al., 2000a; 1997; Yip et al., 1995; Macedo-Ribeiro et
al., 1996; Pfeil et al., 1997; Russell et al., 1997]. Eine postulierte Erhohung der Packungsdichte
konnte nicht im allgemeinen verifiziert werden [Karshikoff & Ladenstein, 1998]. Viele
thermostabile Proteine haben eine erhohte Anzahl von geladenen Seitenketten auf der
Oberflache, und es wird diskutiert, inwieweit das Ionennetzwerk auf der Proteinoberflache zur
Thermostabilitdt beitrdgt und welchen EinfluB eine erhdhte Anzahl an Wasserstoff- und
Salzbriicken haben konnte [ Auerbach et al., 1998; Elcock, 1998; Kornddrfer et al., 1995; Haney
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et al., 1999; Hennig et al., 1997; Karshikoff & Ladenstein, 1998; Kumar et al., 2000a; Jaenicke
& Bohm, 1998; Xiao & Honig, 1999; Yip et al., 1995, 1998]. Dem EinfluB von
Oberfldchenladungen, deren Verteilung, Einbindung in Salzbriicken und dem Ionennetzwerk
scheint eine zentrale Rolle zuzukommen. Dies wird in vergleichenden Studien diskutiert
[Elcock, 1998; Grimsley et al., 1999; Kumar et al, 2000b; Kumar & Nussinov, 1999, 2000b
Jaenicke & Bohm, 1998; Spassov et al., 1994, 1995, 1997; Xiao & Honig 1999]. Ein
allgemeingiltiger Trend 148t sich nicht ausmachen, und es scheint, dafl die Stabilisierung
individuell an jedem Beispiel diskutiert werden muf3.

Alle beobachteten Molekiile in den einzelnen Mutanten haben die gleiche prinzipielle Struktur
wie Bc-Csp [Mueller et al., 2000]. Die Sekundarstruktur ist {iber alle fiinf Mutanten hinweg
nahezu perfekt erhalten geblieben. Wie auch in Bs-CspB und Bc-Csp ist die Polypeptidkette zu
einem fiinf-stréngigen B-Fal} (B-barrel) gefaltet, was charakteristisch fiir den OB-Faltungstyp
(oligonucleotide/oligosaccharide bindings fold) [Murzin et al., 1993]. Die fiinf -Stringe B1 bis
B5 werden durch vier Schleifen (Loops) L1 bis L4 verbunden (siehe Abb.1). Das in den
Kristallstrukturen auftretende Dimere scheint nicht von biologischer Relevanz zu sein. So sind
die durch eine nichtkristallographische zweizihlige Drehachse verbundenen Molekiile in mehr
Kontakte miteinander involviert als die, die durch die kristallographische Symmetrie
miteinander verbunden sind. Die Kontaktflachen sind im wesentlichen durch geladene Reste
besetzt. In den unterschiedliche Raumgruppen und auch in den beiden Bc-Csp und Bs-CspB
Typen [Mueller et al., 2000; Schindelin et al., 1994] findet man unterschiedliche
Dimerengeometrien. In Losung konnte ebenfalls gezeigt werden, da3 es offenbar keine dimere
Form von Bc-Csp gibt [Perl et al. 1998].

Auftillig in der Struktur ist, daf3 die in der Sequenz weit auseinanderliegenden mutierten Reste
Arg3, Ala46, Leu66 und der C-Terminus in der Struktur rdumlich nahe beieinander liegen und
auf die B-Strange 1, B4 und B5 verteilt sind (Abb. 1). Wichtig fiir diese Studien ist, da3 der
durch Mutationen veridnderte Teil des Proteins nicht in direkte Kristallkontakte eingebunden ist.
Ein systematischer Vergleich der Strukturen zeigt, dal die globale Struktur durch die
Mutationen nicht beeinfluBit wird. Die Wurzel aus der mittleren quadratischen Abweichung
(RMSD) zwischen den Ca Atomen nach einer Uberlagerung betriigt weniger als 0,2 A fiir die
Molekiile A und ist unter 0,25 A fiir Molekiile B in den 14,-Strukturen. Dies reflektiert die
hohere Genauigkeit der Koordinaten in Molekiil A, ausgedriickt durch die kleineren B-Faktoren.
Dies ist aber nicht signifikant in Bezug auf den Koordinatenfehler der Strukturen (siehe Tab. 2).
Bemerkenswert ist, daB die Uberlagerung der beiden Molekiile in der asymmetrischen Einheit
zu einer groBeren Abweichung fiihrt (siehe Tab. 4 Spalte “selbst™) als die mittleren
Abweichungen zwischen dem Molekiil A bzw. B zu dem korrespondierenden Molekiil A bzw.
B in einer der Mutantenstrukturen. Die Struktur von Bc-Csp L66E stimmt mit dem generellen
Trend {iberein, zeigt aber im Detail Differenzen, die von der unterschiedlichen Packung in
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P3,21 herriihren.

RMSD [A] Ca / alle selbst gegen Be-Csp
Atome [A] [A]

A/B A/A B/B AB/AB
Bc-Csp 0,406 / 0,858 - - -
Bc-Csp R3E 0,363/0,758 | 0,093/0,418 | 0,234/0,591 | 0,216/0,517
Bc-Csp E46A 0,413/0,716 | 0,081/0,301 | 0,130/0,383 | 0,127/0,356
Bc-Csp LO66E 0,303/0,719 | 0,371/0,789 | 0,443/0,949 ¥
Bc-Csp R3E/E46A/L66E | 0,353/0,816 | 0,105/0,477 | 0,243/0,577 | 0,241/0,547
Bc-Csp VO64T/L66E/67A | 0,446/ 0,805 | 0,174/0,490 | 0,239/0,623 | 0,290/0,616

Tab. 4) RMS-Abweichungen der Uberlagerung der beiden Molekiile in der asymmetrischen
Einheit (Spalte selbst) und der Molekiile A bzw. B aus Bc-Csp gegen das entsprechende in
den Mutanten. *Aufgrund der unterschiedlichen Packung in der asymmetrischen Einheit
keine sinnvolle Uberlagerung moglich.

Diese zeigt aber auch, dall die Abweichungen, die von einer unterschiedlichen Packung
herriihren, groBer sind, als die, die durch die Mutation in der Region von 3 und 66 in die
Struktur eingebracht worden sind. So scheinen die Molekiile A und B Beispiele fiir ein Familie
von energetisch dhnlichen Subzustinden zu sein, die durch ihre moéglichen Gitterkontakte
selektiert werden. Es ist unklar, wieviel solcher Zustinde beobachtet werden konnen. Sie
erleichtern aber die Interpretation von strukturellen und thermodynamischen Konsequenzen
durch die Mutationen in der Hinsicht, da3 nur lokale Effekte beriicksichtigt werden miissen. Im
einzelnen sollen hier alle strukturell charakterisierten Mutanten, einschlielich von Bc-Csp R3E,
diskutiert werden.

Bc-Csp R3E

Die Position 3 ist von zentralem Interesse, da sie fiir den grofSten Unterschied in der
Thermostabilitidt zwischen den beiden Proteinen Bc-Csp und Bs-CspB verantwortlich ist. In
Bc-Csp ist der Rest an Position 3 durch ein positiv geladenes Arginin besetzt, wéhrend in
Bs-CspB die Position mit einem negativ geladenen Glutamat besetzt ist. Der Austausch in
Bc-Csp von Arg3 zu Glu3 reduziert den T,,-Wert von 76,9°C auf 59,1°C und die Freie Energie
der Entfaltung AG,, um 11,5 kJ-mol™” (gemessen in 0,1 M Natriumcacodylat pH 7,0 bei 70 °C)
[Perl et al., 2000]. Somit ist dieser Austausch fiir rund 70% der Differenz in der Stabilitdt von
15.8 kJ-mol™ (gemessen unter den selben Bedingungen) verantwortlich.
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Die Kristallstruktur ist im Globalen identisch geblieben verglichen mit Bc-Csp [Mueller et al.,
2000]. Die Unterschiede in der Thermostabilitit miissen ihre Ursachen in lokalen
Verdanderungen um die Position 3 haben. In der Abb. 12 ist eine auf den mutierten Bereich
fokussierte Darstellung von beiden Molekiilen zu sehen.

In den Molekiilen A und B von Be-Csp unterscheiden sich die Seitenkettenkonformationen von
Glu46 und im besonderen von Arg3 deutlich voneinander. So ist im Molekiil B eine Anordnung
vorhanden, die Arg3 erlaubt, eine Wasserstoffbriicke oder eine Salzbriicke zur
Carboxylatgruppe von Glu46 einzugehen. Diese Carboxylatgruppe wiederum steht selber iiber
den zweiten Sauerstoff durch eine Wasserstoff- oder Salzbriicke in Kontakt zu Lys5. In
Molekiil A ist die Situation vollig anders. Die geladenen Gruppen sind zu weit entfernt um eine
Salz- oder Wasserstoftbriicke (angenommener Grenzwert fiir den Donor-Akzeptor-Abstand
3,5 A) zu bilden. Der Abstand von Arg3 Ne zu Glu46 Oc2 betriigt 4,6 A. Zwischen Arg3 Nn1
und Glu46 O¢2 wird ein gut definiertes, verbriickendes Wassermolekiil mit einen B-Faktor von
28,4 A? gefunden. In beiden Molekiilen der asymmetrischen Einheit der Be-Csp Struktur
werden einige van der Waals-Kontakte mit C-C Abstéinden von = 3,5 A gefunden.

Abb. 1) Stereographische Darstellung von Bc-Csp R3E

In der Struktur des Bc-Csp R3E ist im Molekiil A die Carboxylatgruppe von Glu3 zum
Losungsmittel hin orientiert und gut solvatisiert. Sie scheint nicht in polare intramolekulare
Wechselwirkungen einbezogen zu sein. Die Konformation von Glu3 und Leu66 ist sehr dhnlich
in beiden Molekiilen. Wie auch in Bc-Csp findet man van der Waals Wechselwirkungen
zwischen Leu66 und dem Rest auf Position 3. Da Glutamat kiirzer als Arginin ist, wird nur ein
Kontakt zwischen Glu3 Cd und Leu66 Co1 beobachtet. Somit ist die Interaktion abgeschwécht.
In Molekiil B haben die Reste 3 und 46 alternative Konformationen. In der Abb. 12 sind nur die
Hauptkonformationen mit einer Besetzung von 80 bzw. 85 % dargestellt.

Aus den thermodynamischen Analysen weiterer Mutanten 1463t sich weitestgehend die Herkunft
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der Stabilisierung und ihrer Betrdge klaren. Durch die Mutation von Arg3 — Glu dndert sich das
Stabilitdtsverhalten beziiglich der Salzabhingigkeit von Bc-Csp-typisch zu Bs-CspB-typisch,
wie auch bei der entsprechenden reziproken Mutation. Die starke Stabilisierung durch Arg3 hat
drei Quellen. So kann sie auf die giinstigen Wechselwirkungen der positiv geladenen
Guanidiniumgruppe von Arg3, auf die Eliminierung der ungiinstigen Kontakte von Glu3 und
auf hydrophobe Wechselwirkungen durch den aliphatischen Anteil von Arg3 zuriickgefiihrt
werden. Die Coulomb'sche AbstoBung von Glu3 und Glu46, wie sie auch in den
thermodynamischen Studien gefunden wird, reflektiert die VergroBerung des Abstandes
zwischen Glu3 und Glu46.

In der Tat laBt die Mutation von Arg3 - Lys die Thermostabilitit und das salzabhdngige
Verhalten weitestgehend unverdndert. Das zeigt eindeutig, dal eine Ladungsidnderung fiir die
starke Stabilisierung der Csp‘s verantwortlich ist.

Durch die Mutation von Arg3 —Leu wird ungefihr 4 kJ-mol™’ an Stabilitit verloren. Das
reflektiert den wahrscheinlich vorteilhaften elektrostatischen Beitrag der positiven Ladung von
Arg3.

Die Abnahme an van der Waals-Kontakten mag auch den Verlust von 4 kJ-mol™ von nicht
polarer Stabilisierung erkldren [Perl 2001], der mit der Arg3 — Glu Mutation verbundenen ist.
Dies 14Bt sich aus der Mutation Arg3 — Ala erkéren. Sie ist ungeféhr 8 kJ-mol” weniger stabil
als Bc-Csp und ungefihr 4 kJ-mol” weniger stabil als die Mutante Bc-Csp R3L.

Bce-Csp E46A

Diese Mutation 148t die Thermostabilitdt weitestgehend unverdndert. Dies zeigt, dafl die starke
Coulomb sche Destabilisierung durch die Mutation Arg3 — Glu nicht ursédchlich mit demVerlust
einer moglichen Salzbriicke verbunden ist. Solch eine Salzbriicke sollte natiirlich auch bei einer
Glu46 — Ala-Mutation zerstort werden. Diese Mutation miifite ebenfalls stark destabilisierend
wirken.

Die Kristallstruktur von Be-Csp E46A zeigt in beiden Molekiilen der asymmetrischen Einheit
weitestgehend dhnliche Seitenkettenkonformationen fiir die Residuen an den Positionen 3, 46
und 66. Lediglich die Seitenkettenanordnung der Reste Arg3 und Lys5, die im allgemeinen
flexibel sind, variiert leicht zwischen den beiden Molekiilen. Bc-Csp E46A ist bemerkenswert
dhnlich zu den beiden Molekiilen A und B in Bc-Csp (siehe Tab. 4). Lediglich das
angesprochene Arg3 nimmt eine andere Konformation in Molekiil B ein. In Be-Csp E46A ist es
zum Lésungsmittel hin orientiert und zeigt erhdhte B-Werte von 31 bis 38 A? bzw. 68 bis 73 A?
in Molekiil A und B verglichen zum Bc-Csp.

Die Kombination von Arg3 — Glu und Glu46 — Ala zeigt eine moderate Stabilisierung im Bezug
auf die Einzelmutante Arg3 - Glu, wie auch die Stabilisierung durch steigende NaCl-
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Konzentrationen geringer wird. Das zeigt, da3 eine abstoBende Kraft vorhanden ist, wenn beide
Positionen 3 und 46 mit Glutamat besetzt sind. Im Gegensatz dazu gibt es keinen Hinweis auf
eine attraktive Anziehung zwischen Arg3 und Glu46 in Bc-Csp.

Bc-Csp L66E

Die Leu66 — Glu-Mutation destabilisiert um 5,2 kJ-mol". Dieser Effekt ist im Unterschied zur
Arg3 - Glu-Mutation salzunabhingig [Perl et al., 2000]. Das zeigt, da3 die Destabilisierung
nicht durch die Einfiihrung einer repulsiven elektrostatischen Wechselwirkung, sondern durch
einen Verlust an Hydrophobizitit hervorgerufen wird. In Be-Csp L66E ist Arg3 eingebunden in
ein Netz von umfangreichen und flexiblen Wasserstoffbriicken oder elektrostatischen
Wechselwirkungen mit den Carboxylatgruppen von Glu46, Glu66 und dem C-Terminus (Abb.
12). In dieser Mutante sind alle drei interessierenden Positionen mit geladenen Resten besetzt.
Auch hier zeigen die Seitenketten von Arg3, Glu46 und Glu66 als auch die C-terminale
Carboxylatgruppe unterschiedliche Orientierungen und Wechselwirkungen in Molekiil A und
B. Zusitzlich unterscheidet sich die Proteinriickgratkonformation in beiden Molekiile von
Bc-Csp L66E.

Im Molekiil A formt die Guanidiniumgruppe von Arg3 elektrostatische Kontakte mit einer
perfekten Geometrie zu Glu46 Ogl von Nn2 aus und dem C-terminalen Carboxylatsauerstoff
von Nn1 und Nn2 aus. Die Wechselwirkung mit der C-terminalen Carboxylatgruppe ist durch
eine Verdnderung der Riickgratkonformation im Bereich des C-Terminus mdglich geworden.
Als Konsequenz ist der Abstand der Cp-Atome der Residuen 46 und 66 auf 6,8 A gestiegen,
wihrend er in den anderen Strukturen in der Nihe von 4 A liegt. Die Carboxylatgruppe von
Glu66 ist zur Hydroxylgruppe des Ser48 hin orientiert. Sie wird durch eine Wasserstoffbriicke
kontaktiert.

Das Molekiil B ist in der Riickgratkonformation im C-terminalen Bereich dem Molekiil B von
Bc-Csp als auch in der Seitenkettenkonformation von Arg3 sehr dhnlich. In ein multiples Netz
an Wasserstoffbriicken und ionischen Wechselwirkungen ist Arg3 gemeinsam mit Glu46 und
Glu66 eingebunden. Bemerkenswert ist der Kontakt von Glu46 O61 und Glu66 Od1 im Abstand
von 2,5 A. Dieser Abstand indiziert eine starke Wasserstoffbriicke der Art O ...O". Das erfordert
die Protonierung einer der beiden Carboxylgruppen bei einem pH-Wert von 6.5, dem pH-Wert
der Kristallisationsbedingung. Um diese Moglichkeit zu liberpriifen, wurden mit dem Programm
MEAD [Demchuk et al., 2000] mikroskopische pK,-Werte berechnet. Grundlage war ein
vereinfachtes Strukturmodell, das nur die Hauptkonformere von alternativen Seitenketten
enthielt. Zur Berechnung der pK,—~Werte mit MEAD ist es notwendig Wasserstoffe in das
Modell einzufiigen. Dies erfolgte mit einer entsprechenden Bibliothek aus X-Plor 3.8 [Briinger
et al., 1992a] in Standardgeometrie fiir Winkel und Abstinde der Wasserstoffe. Ladungen und
Radien der Atome wurden Delphi [Nicholls et al., 1991] entnommen. Als Ergebnis wurden fiir
Glu46 und Glu66 im Molekiil A pK,-Werte von 5,0 bzw 3,5 berechnet. Fiir Molekiil B lauten
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diese 5,4 und 7,2. Das legt in der Tat nahe, daf3 eine Wasserstoftbriicke in Molekiil B zwischen
Glu46 und Glu66 gebildet wird, wobei Glu66 OJ1 protoniert ist und als Donor fungiert,
wéhrend Glu46 Od1deprotoniert ist und als Akzeptor wirkt.

Es sollte angemerkt werden, dal in beiden Molekiilen A und B die Seitenkette von Glu46 in
zwei alternativen Konformationen gefunden wird. Es sind aber nur die Hauptkonformere in
Abb. 12 dargestellt und im weiteren diskutiert worden. Somit bleibt unklar, welche der
komplexen Wechselwirkungen zwischen Arg3, Glu46, Glu66 und der C-terminalen
Carboxylgruppe zur Proteinstabilitdt beitragen. In den thermodynamischen Studien [Perl &
Schmid, 2001] war es nicht moglich, einen ionischen Beitrag der Leu66 — Glu-Mutation oder
eine Coulomb’sche AbstoBBung zwischen den beiden Glutamaten an den Positionen 46 und 66
zu identifizieren.

Bc-Csp R3E/E46A/L66E

Diese Tripelmutante stellt eine Kombination aus den drei Einzelmutationen Arg3 - Glu,
Glu46 - Ala und Leu66 — Glu dar und widerspiegelt an diesen Positionen das mesophile
Bs-CspB. Die drei Mutationen fithren zu einer starken Destabilisierung von AAGp=
17,6 kI-mol™. Somit ist die Tripelmutante in etwa so stabil, wie Bs-CspB.

Bei einem paarweisen Vergleich der Molekiile A und B der Tripelmutante und Bc-Csp wird
eine nahezu identische Konformation bis zu den CB-Atomen der Seitenketten gefunden. Die
Molekiile A und B unterscheiden sich deutlich in der weiteren Anordnung der
Glutamatseitenketten. Besonders der Torsionswinkel ¥2 von Glu66 ist aufgrund des Kontaktes
mit der Hydroxylgruppe von Ser48 in Molekiill A verdreht. Im Molekiil B wird die
Carboxylgruppe von Glu3 in einem O ... O-Abstand von 2,7 A bzw 3,2 A beobachtet. Die
Berechnung von mikroskopischen pK,-Werten mit MEAD von 4,7 bzw 6,7 fiir Glu3 und Glu66
(Molekiil A 4,4 und 5,1) suggeriert, dal durch eine partielle Protonierung von Glu66 052 bei
dem Kristallisations-pH-Wert von 6,5 eine Wasserstoffbriicke unterstiitzt wird. Offensichtlich
sind die beiden Carboxylatgruppen in einer energetisch ungiinstigen Geometrie, was partiell in
der Verschiebung der pK,-Werte fiir Glu66 zum Ausdruck kommt. Diese Interpretation wird
durch die Beobachtung einer ungewdhnlichen Flexibilitit fiir Glu3 und Glu66 belegt. Dieses
wird durch die erhdhten B-Faktoren von 43 bis 47 A? fiir Glu33 und 55 bis 58 A? fiir Glu66
angezeigt. Die ungiinstige Anordnung der beiden Caboxylgruppen mag die experimentell
beobachtete AbstoBungsenergie von 4 kJ-mol” fiir Glu3 und Glu66 erkliren [Perl & Schmid,
2001].

Bc-Csp V64T/L66E/67A

In Bc-Csp ist das C-terminale Alanin im Vergleich zu Bs-CspB deletiert. Das flihrt zu einer
Verianderung der Lage der C-terminalen Carboxylatgruppe in Bezug auf den Bereich 3-46-66.
Die Mutation Val64 — Thr und Leu66 — Glu sowie die Anfiigung von Ala67 iiberfiihrt den C-
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terminalen Bereich zur Sequenz von Bs-CspB. Das mutierte Protein zeigt ein reduzierte
Stabilitit von AAGp = -6,5 kJ'mol™ relativ zu Be-Csp und hat eine Schmelztemperatur von
66,6°C. Dieser Verlust an Stabilitdt ist im wesentlichen auf die Leu66 — Glu Mutation
zuriickzufiihren, die einen Beitrag von -5,2 kJ-mol leistet.

Die Verschiebung der C-terminalen Carboxylatgruppe durch die Einfiihrung von Ala67, fiihrt
zu keiner sichtbaren Veridnderung der Struktur. Wie in Bc-Csp ist sie nicht in intramolekulare
Wechselwirkungen einbezogen. Die Mutation von Val64 — Thr hat keinen Effekt auf die
Struktur. Verglichen mit der Struktur von Bc-Csp L66E werden einige Unterschiede beobachtet.
Durch die Verschiebung des C-Terminus in der Tripelmutante ist die Ausbildung einer
Salzbriicke zwischen Arg3 und der C-terminalen Carboxylatgruppe nicht moglich. Alternativ
interagiert Arg3 in der Tripelmutante mit der Seitenkette von Glu66, welches wie in Bc-Csp
L66E in Kontakt zur Hydroxylgruppe von Ser48 steht. In der hier nicht gezeigten alternativen
Konformation von Arg3, ist Arg3 gedreht und interagiert mit der Carboxylatgruppe von Glu46.
Im Molekiil B von Bce-Csp V64T/L66E/67A ist die Wasserstoftbriicke zwischen Ser48 und
Glu66 verloren gegangen. Dafiir wird aber eine tendenziell stirkere elektrostatische
Wechselwirkung zwischen Arg3 und Glu66 beobachtet. Das wird durch kiirzere N ...
O-Abstinde sowie dem Fehlen einer alternativen Konformation von Arg3 nahe gelegt. Trotz der
augenscheinlich stabilen Salzbriicke haben die Reste Arg3 und Glu66 eine hohe Flexibilitit.
Diese wird durch ihre hohen B-Faktoren von ungefihr je 70 A? ausgedriickt.

Die Destabilisierung der Tripelmutante scheint dhnliche Urspriinge zu haben wie die
Destabilisierung durch die Mutation von Leu66 — Glu. Aus der thermodynamischen Analyse
[Perl & Schmid, 2001] kénnte gefolgert werden, da die Liicke von 1,3 kJ-mol™ zwischen der
Tripel- und Einzelmutante durch die Mutation von Val64 — Thr bedingt ist (1,1 kJ-mol™, Tab.
4). Die Griinde fiir die Destabilisierung durch die Mutation von Val64 — Thr sind aber nicht aus
der Struktur zu entnehmen.Die Kailteschockproteine des mesophilen B. subtilis und des
thermophilen B. caldolyticus unterscheiden sich nur wenig in Sequenz [Willimsky et al., 1992;
Perl et al., 1998] und Struktur [Schindelin et al., 1993; Mueller et al., 2000]. Trotzdem
differieren sie stark in ihrer Thermostabilitét. In fritheren Arbeiten konnte gezeigt werden [Perl
et al., 2000], daB zwei der zwolf unterschiedlichen Reste fiir den Unterschied von AAGL= 15,8
kJ-mol” verantwortlich sind. Das sind Arg3 und Leu66 in Bc-Csp, welche in Bs-CspB durch
Glu3 und Glu66 ersetzt sind. Die anderen zehn Unterschiede, einbezogen Glu46 — Ala, Val64
— Thr und die C-terminale Verlangerung A67 in Bs-CspB haben nur geringe Einfluf3 auf die
Thermostabilitét [Perl et al., 2000].

Um die molekularen Ursachen der unterschiedlichen Thermostabilitdt zu kldren, wurden die
Kristallstrukturen zweier Einzelmutanten auf der Basis von Bc-Csp gelost. Diese an den
Positionen 3 und 66 sind in Bc-Csp mit Arginin bzw. Leucin und in Bs-CspB jeweils mit
Glutamat besetzt. Da diese geladenen Reste in Coulomb'sche Wechselwirkungen mit Glu46
und der C-terminalen Carboxylatgruppe eingebunden sein konnen, wurden ebenfalls die
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Kristallstrukturen der Mutanten Bc-Csp E46A, Bc-Csp R3E/E46A/L66E sowie Bc-Csp
V64T/L66E/67A bestimmt. Nunmehr sollen die Ergebnisse in Bezug auf die
thermodynamischen Daten vieler weiterer Mutanten beider Kilteschockproteine diskutiert
werden.

Die Reste 3 und 66 sind im gefalteten Protein eng benachbart. Zusammen mit Glu46 bilden sie
in Bc-Csp einen geladenen Bereich auf der Proteinoberflidche. Im ungefalteten Zustand sollten
Arg3 und Leu66 weit auseinanderliegen, da sie an unterschiedlichen Enden der Polypeptidkette
liegen. Die Mutation zu Glutamat an den Positionen 3 und 66 {ibt wahrscheinlich durch Effekte
auf die gefaltete Form von Bs-CspB als auch durch Anderung der Wechselwirkungen im
denaturierten Protein [Pace et al., 2000] ihre destabilisierende Wirkung aus. Aus diesem Grunde
sind die Kristallstrukturen der Mutanten wichtig fiir das Verstdndnis der Korrelation zwischen
Struktur und Stabilitét.

Die Kristallstrukturen der fiinf Bc-Csp Mutanten wurden mit Auflésungen im Bereich von 1,27
und 1,8 A gelst und sind im Detail mit der Struktur von Be-Csp mit einer Auflsung von
1.17 A [Mueller et al., 2000] zu vergleichen. Die globale Struktur aller Mutanten ist der von
Bc-Csp sehr dhnlich (Tab. 4). Abweichungen zwischen den einzelnen Strukturen beschrianken
sich auf Oberflachenschleifen und kommen am meisten in der Schleife L2, der die B-Stringe
B2 und B3 verbindet, und in der Schleife L4, der B-Stringe B4 und B5 verbindet, also in
Regionen, die nicht die Reste 3,46 und 66 enthalten. Es zeigt sich, daB nach einer Uberlagerung
die Ca und CP Positionen in den fiinf Mutanten nahezu perfekt {ibereinstimmen mit Ausnahme
des Molekiils A in Bc-Csp L66E. Hier ist das Riickgrat im C-terminalen Bereich umgelagert,
um eine Salzbriickenbildung von der C-terminalen Carboxylatgruppe zur Guanidiumgruppe des
Arg3 zu ermoglichen. Alle anderen Mutationen lassen die globale Struktur unverdndert. Alle
beobachteten strukturellen Verdnderungen beziehen sich auf Rotationen der betreffenden
Seitenketten und ihrer Nachbarn ab dem Cp Atom. Dies erkldrt auch, warum die Effekte auf die
Proteinstabilitdt additiv sind. Es unterstiitzt weiterhin die Giiltigkeit der Tripelmutantenzyklen
[Perl & Schmid, 2001], die auf der Annahme basieren, dafl die Aminosdurenaustausche keine
Effekte langer Reichweite auf die Proteinstruktur haben.

In der Kristallstruktur von Be-Csp [Mueller et al., 2000] und allen fiinf Mutanten werden zwei
unabhidngige Molekiile in der asymmetrischen Einheit gefunden. Aufgrund der hohen
Auflosung konnten die beiden Molekiile ohne Verwendung der nichtkristallographischen
Symmetrie (NCS) verfeinert werden [Kleywegt & Jones 1995]. Das Vorhandensein von zwei
unabhédngigen Molekiilen scheint auf den ersten Blick ein Problem zu sein, da es die
Interpretation erschwert und auf Widerspriiche zu flihren scheint. Doch auf der anderen Seite
kann es als ein Gliicksfall betrachtet werden, da es vor zu schnellen Interpretationen bewahrt.
An dieser Stelle sei auf die Unterschiede zwischen den Molekiilen A und B in den jeweiligen
Strukturen hingewiesen. Ausgehend von Be-Csp wird ein starker destabilisierender Effekt der

Mutation Glu46 — Ala vorhergesagt, da das Glu46 in einem starken Coulomb'schen oder

47-



4. Strukturanalyse ortsgerichtet mutierter Kilteschockproteine

T, AH(Ty) | 4G A4G AG in A4G in
©C) | (J*mol™) | (70°C) | (70°C) | 2MNaCl | 2 M NaCl
(kKI*mol) | (KJ*mol™) | (70°C) | (70°C)
&J*mol™ | (kJ*mol™)

Bc-Csp 769=+0,1 | 245+5 4,5 - 9,2 -
Bs-CspB 536401 19342 113 15.8 0,8 8.4
Be-Csp Q2L 80,9+0,1 24243 6,8 23 10,4 12
Be-Csp R3E 50,1+0,1| 191+2 7,0 11,5 5,0 42
Bc-Csp R3E/E21A 60,0+0,1 | 206=+2 -6,8 11,3 4,6 4,6
Bc-Csp R3E/E46A 64,6+0,1 | 221+2 -3,7 8,2 6,9 2,3
Bc-Csp R3E/L66E 44,6 +£0,1| 154+1 -16,2 20,7 -0,8 10,0
Bc-Csp R3E/E46A/L66E 503+0,1| 169+2 -12,6 17,1 -0,3 9,5
Bc-Csp R3L 709+0,1 | 233+3 0,6 3,9 8,3 0,9
Be-Csp R3L/E46A 72,001 221+2 12 33 8,0 12
Bc-Csp R3L/L66E 56,4+0,1| 175+2 -8,3 12,8 0,9 8,3
Bc-Csp R3L/E46A/L66E 59,0+0,1 | 192+2 -7,1 11,6

Bc-Csp R3K 76,1+0,1 | 224+3 3,7 0,8 8,6 0,6
Bc-Csp N11S 792+0,1 | 246+3 5,9 -1,4 10,1 -0,9
Bc-Csp Y15F 76,7+0,1 | 237+2 4,3 0,2 9,5 -0,3
Be-Csp E21A 75,0+£0,1| 24243 33 12 8,0 12
Bce-Csp G23Q 74,7+0,1 | 249+7 3,3 1,2 7,9 1,3
Bc-Csp 524D 77,8 +0,1 | 258=+5 54 -0,9 10,0 -0,8
Bc-Csp T31S 778+0,1 | 250+5 5,2 -0,7 10,0 -0,8
Bc-Csp E46A 754+0,1 | 241+3 3,6 0,9 8,7 0,5
Be-Csp Q53E 76,1£0,1| 246+5 4,1 0,4 9.2 0,0
Bce-Csp G23Q/S24D 759+0,1 | 249+6 4,0 0,5 8,8 0,4
Bc-Csp E46A/L66E 68,0+0,1 | 217+3 -1,3 5,8 34 5,8
Bc-Csp E46A/67A 75,0+0,1 | 238+2 3,3 1,2 8,3 0,9
Bc-Csp V64T 75,1+£0,1 | 244+6 3,4 1,1 8,4 0,8
Bc-Csp L66E 689=+0,1 210+3 -0,7 5,2 3,9 5,3
Be-Csp D66L 653+0,1 172+2 25 7.0 1,4 7.8
Bc-Csp 67A 769=+0,1 | 247+6 4,6 -0,1 8,9 0,3
Bc-Csp V64T/L66E/67TA 66,602 189+5 -2,0 6,5 3,1 6,1
Bs-CspB E3R 69,6+0,1| 219+2 -0,2 -11,1 4,0 -3,2
Bs-CspB E3L 62,701 2002 4.6 -6,7 2,5 1,7
Bs-CspB A46E 48,6+0,1| 166+1 -13,8 2,5 0,9 -0,1
Bs-CspB E66L 66,6 0,1 | 237+2 -2,5 -8,8 7,6 -6,8
Bs-CspB E3R/E66L 74,6 £0,1 | 229+3 2,9 -14,2 8,0 =72
Bs-CspB E3R/T64V/E66L 76,8 +0,1 | 230+3 4,2 -15,5 8,8 -80

Tab. 5) Thermodynmische Daten aus den Stabilitdtsstudien von Perl & Schmid [ 2001]
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wasserstoffbindenden Kontakt zu Arg3 und Lys5 steht. In der Tat hat die Mutation mit einem
AAG,, von -0.9 kJ-mol™ praktisch keinen Effekt auf die Stabilitit [Perl et al., 2000]. Das mag
ein Blick auf das Molekiil A verstdndlich machen, bei dem Glu46 kaum mit den benachbarten
basischen Seitenketten interagiert.

Der Vergleich von allen Strukturen in der Abb. 12 demonstriert, dal die Differenzen in den
Seitenkettenkonformationen fiir beide Molekiile A und B in der asymmetrischen Einheit der
selben Mutante und zwischen den unterschiedlichen Mutanten iiberraschend grof3 sein konnen.
Weiter werden in einigen Strukturen alternative Konformationen fiir die Positionen 3, 46 und 66
als auch fiir die benachbarten Seitenketten gefunden, oder sie haben erhohte B-Faktoren, die auf
eine hohe Flexibilitdt hindeuten. Das spiegelt den Fakt wider, dal Arg3, Glu46 und Leu66 von
Bc-Csp bzw. die korrespondierenden Reste in Bs-CspB auf der Oberfliche des Proteins
exponiert sind. Es deutet sich weiterhin an, daB3 die Wasserstoffbriicken oder die ionischen
Kontakte, die man in den verschieden Formen der Csp‘s beobachtet, so schwach sind, dal} sie
nicht den Verlust an Entropie ausgleichen kdnnen, der wihrend der Immobilisierung der
Seitenketten auftritt. Es ist moglich, da3 Kristallkontakte und das Schockgefrieren der Kristalle
dazu gefiihrt haben, daB3 eine begrenzte Anzahl verschiedener Subzustinde der Struktur
beobachtet werden kdnnen. Dabei ist es unklar, ob weitere solcher Subzustidnde (strukturelle
Polymorphie) in Losung bei Raumtemperatur beobachtet werden kdnnten. Die Beobachtung der
strukturellen Heterogenitit und Flexibilitdt auf der Oberfliche von Bc-Csp und dessen Mutante
stimmen perfekt mit den thermodynamischen Analysen, bei denen es keinen Hinweis auf das
Vorhandensein eines lonenpaares gibt [Perl & Schmid, 2001], iiberein. Wenn auch einige
Hinweise fiir das Vorhandensein eines Ionenpaares anhand der gemessen Abstéinde in den
Strukturen gefunden werden, so scheinen diese nur einen isolierten Zustand eines Ensembles an
Subzustdnden zu repréisentieren.

Von den thermodynamischen Untersuchungen und Strukturanalysen ist klar, daB3 die Differenz
der Thermostabilitit eine starke elektrostatische Komponente hat [Mueller et al., 2000], welche
nicht durch eine paarweise Coulomb’sche Wechselwirkung der Schliisselresiduen bewirkt wird,
wie die Mutageneseexperimente zeigen [Perl et al., 2000]. Besonders deutlich wird dies an der
Mutation von Arg3 - Glu, wo eine AbstoBBung zwischen Glu3 und Glu46 beobachtet wird, aber
es kein Indiz dafiir gibt, dal zwischen Arg3 und Glu46 in Bc-Csp eine attraktive
Wechselwirkung existiert. Zur Visualisierung der elektrostatischen Eigenschaften auf der
Oberflache von Bc-Csp und der Mutanten, wurde die Verteilung der Oberfldchenladung mit
DELPHI [Nicholls et al., 1991] berechnet und mit GRASP dargestellt (Abb.13). In der
graphischen Darstellung scheint es, dafl die thermodynamische Stabilitit der
Kalteschockproteine mit einer optimierten Balance der Oberfldchenladungen wie in Bc-Csp und
Bc-Csp E46A korreliert ist. In Be-Csp R3E/E46A/L66E und in Be-Csp R3E, den beiden am
wenigsten stabilen Varianten, erscheint auf der Oberfliche eine dominierende Ansammlung an
negativer Ladung in der Umgebung von Rest 3. In Bc-Csp L66E und Be-Csp V64T/LO66E/67A,
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den beiden Varianten mit mittlerer Stabilitét, ist auch ein negativer Bereich sichtbar. Er ist aber
nicht so stark ausgeprigt. Die thermodynamischen Studien von Perl & Schmid [2001] zeigen,
daB3 die Coulomb'sche Abstoflung der Glutamate an den Positionen 3 und 66 (wie in Bc-Csp
R3E/E46A/L66E) oder an 3 und 46 (wie in Be-Csp L66E) die Strukturen um etwa je 4 kJ-mol™
destabilisiert. Die strukturellen Untersuchungen erkldren diese Resultate und unterstiitzen
weiter die SchluBfolgerung, daB die Stabilitdt der Kélteschockproteine mehr durch
elektrostatische Abstoung als durch anziehende paarweise Coulomb’sche Interaktionen
(Ionenpaare) bestimmt wird. Ungiinstige elektrostatische Kontakte flihren zu einem Verlust an
struktureller Ordnung und scheinen die pK,-Werte der jeweiligen Glutamate zu verschieben,
wie es durch MEAD [Bashford & Karplus, 1990; Demchuk et al., 2000] fiir einige Strukturen
gezeigt werden konnte.

£43E19K7 K5

Be-Csp R3E Be-Csp E46A Be-Csp L66E Be-Csp R3E/E46A/L66E

Abb. 2) Verteilung der Oberflachenladung in Bc-Csp und Mutanten. Dargestellt ist das
Molekiil A in der selben Orientierung, wie in der schematischen Darstellung oben links. Die
Oberflachenladungen wurden mit DELPHI [Nicholls et al., 1991] berechnet, bei der
Verwendung der Hauptkonformere. Asp, Glu, Arg und Lys sowie die terminale Amino- und
Carboxyfunktion wurden als voll geladen angesetzt bei einer lonenstdrke von 145 mM. Die
Oberflache wurde mit GRASP [Nicholls et al., 1991] berechnet, bei Verwendung eines
Probenradius von 1,4 A. Die elektrostatischen Potentialkarten dienten zur Einfirbung der
Oberflache. In rot Potentiale mit -10 £T/e oder weniger, 0 £T/e farblos und +10 £T/e oder
mehr in blau.

Es kann gesagt werden, da3 mobile geladene Residuen stark stabilisierend wirken kénnen, weil
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sie sich einfacher optimal anordnen konnen. Das scheint besonders fiir geladene Residuen mit
langen Seitenketten zu gelten und ist der Schliissel fiir das Verstdndnis der stark stabilisierenden
Wirkung von Arg3 in Bc-Csp.

Diese Arbeit zeigt abermals die Schwierigkeiten fiir Studien mit dem Ziel, Thermostabilitdten
nur auf der Basis von dreidimensionalen Proteinstrukturen zu erklaren. Lokale Konformationen
und Wechselwirkungen konnen irrefithrend sein, wenn sie nur einmal oder nur in einem
Molekiil beobachtet werden. Interatomare Distanzen in einem Molekiil sind nicht wirkliche
Indikatoren fiir energetisch relevante Wechselwirkungen. Es ist von groBBer Wichtigkeit, alle
Indikatoren fiir strukturelle Fluktuationen wie unterschiedliche konformationelle Zustinde in
unabhingigen Kopien eines Proteinmolekiils, alternative Seitenketten und Flexiblitdten, wie sie
durch die B-Faktoren ausgedriickt werden, einzubeziehen.
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