Huisgen u. H. Leitermann, Tetrahedron Lett. 12, 9 (1960); ¢) N. A.
LeBel u. J. J. Whang, J. Am. Chem. Soc. 81, 6334 (1959).

[49] N. A. LeBel, M. E. Post u. J. J. Whang, J. Am. Chem. Soc. 86, 3759
(1964); N. A. LeBel, Trans. N. Y, Acad. Sci. 27, 858 (1965).

[50] N. A. LeBel u. E. G. Manucci, J. Org. Chem. 36, 2440 (1971).

[51] a) W.Oppolzer u. K. Keller, Tetrahedron Lett. 1970, 1117;b) W. Oppolzer

u. H. P. Weber, ibid. 1970, 1121; ¢) W. Oppolzer u. K. Keller, ibid.

1970, 4313; d) J. E. Baldwin, D. H. R. Barton, N. J. A. Gutteridge u.
R.J. Martin, J. Chem. Soc. C1971, 2184.

[52] E. Gossinger, R. Imhof u. H. Wehrli, Helv. Chim. Acta 58, 96 (1975).

[53] W.C. Lumma, Jr.,J. Am. Chem. Soc. 91, 2820 (1969).

[54] a) J. B. Bapat, D. §. C. Black, R. F. C. Brown u. C. Ichlov, Aust.
J. Chem, 25, 2445 (1972); b) J. J. Tufariello u. E. J. Trybulski, J. Chem.
Soc. Chem. Commun. 1973, 720.

Regeln fiir Strukturen globulirer Proteine

Von Georg E. Schulz("]

[55] W.Oppolzer, M. Petrzilka, B. Bakker u. S. Siles, unveroffentlichte Versu-
che.

[56] a) W. Oppolzer u. M. Petrzilka, J. Am. Chem. Soc. 98, 6722 (1976);
b) unveréffentlichte Versuche; ¢) W. L. Scott u. D. A. Evans, J. Am.
Chem. Soc. 94, 4779 (1972).

[57] R. Huisgen, R. Fleischmann u. A. Eckell, Tetrahedron Lett. 1960, Nr.
12, S. 1; R. Huisgen u. A. Eckell, ibid. 1960, Nr. 12, 8. 5.

[58] W. Oppolzer u. H. P. Weber, Tetrahedron Lett. 1972, 1711.

[59] W. Oppolzer, Tetrahedron Lett. 1970, 2199.

[60] W. Oppolzer, Tetrahedron Lett. 1970, 3091.

[61] R. Grashey, R. Huisgen, K. K. Sun u. R. M. Moriarty, J. Org. Chem.
30, 74 (1965).

[62] W. Oppolzer, Tetrahedron Lett. 1972, 1707.

[63] J. Bjergo, D. R. Boyd u. D. C. Neill, J. Chem. Soc. Chem. Commun.
1974, 478.

Kann der Aufbau der so iiberaus komplexen dreidimensionalen Strukturen von nativen
Polypeptidketten im Detail verstanden werden? Durch die Fiille der bisher gefundenen physiko-
chemischen und phylogenetischen Gemeinsamkeiten zwischen Proteinen ist diese Frage zu-
ldssig geworden. Der augenblickliche Stand dieser Diskussion wird hier dargelegt.

1. Einleitung

Vor 16 Jahren wurde erstmals die Struktur eines globuldren
Proteins!! aufgeklirt. Inzwischen sind etwa 40 Proteine bis
zu atomarer Auflosung analysiert, bei weiteren zehn kennt
man im wesentlichen die Gestalt der Polypeptidkette. Zweifel-
los ist damit die Zeit der Pioniere und des ersten Erstaunens
voriiber. Fast selbstverstdndlich gehoren heutzutage Protein-
strukturmodelle zum Handwerkszeug des Biochemikers, der
seine Experimente mit ihrer Hilfe wesentlich fundierter planen
und interpretieren kann als friiher.

Die Fiille der vorhandenen Strukturdaten begiinstigt aber
nicht nur biochemisches Arbeiten, sie fordert uns auch heraus,
die beobachteten Strukturen physikalisch zu verstehen und
damit die Biologie in einem weit grundlegenderen MaBe als
bisher auf ihre physikalische Basis zuriickzufithren. Nach ge-
nauem Verstdndnis der Architektur ist aulerdem mit einer
wesentlichen Ausweitung des Bereiches der analysierbaren
Proteine zu rechnen, weil dann auch Proteine zuginglich wer-
den, die nicht kristallisieren. Aber nicht nur rezente biologische
Systeme, auch historische Zusammenhénge, insbesondere sehr
frithe Stadien der Evolution, werden uns auf diese Weise er-
schlossen. Also lohnt es sich, hier einige Mithe zu investieren.

2. Energiebilanz

Globulare Proteine bestehen aus linearen Polypeptidketten
(Abb. 1), die durch gleichartiges Zusammenfiigen von Amino-
siuren synthetisiert werden!*!. Nach oder wihrend der Synthe-
se falten sich diese Ketten spontan zur exakten Raumstruktur.
Die Spontaneitit der Faltung wird heute als allgemeingiiltig

[*] Dr. G. E. Schulz
Max-Planck-Institut [iir medizinische Forschung
JahnstraBe 29, D-6900 Heidelberg
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angesehen, weil sie an mehreren Proteinen in Renaturierungs-
experimenten demonstriert werden konntel® =7, Implizit ist
also die gesamte Information iiber die Raumstruktur bereits
in der chemischen Struktur der Kette, d.h. in der Sequenz
der Aminosiuren vorhanden. Die Faltung ist lediglich der
Ubergang in einen energetisch giinstigeren Zustand der Kette.
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Abb. 1. Teil einer Peptidkette. Wegen Mesomerie sind die Peptidbindungen
planar [2]. Die Diederwinkel ¢ und v an den Cy-Atomen bestimmen deshalb
die Ketiengestalt. Sterische Behinderungen lassen nur etwa 15 % aller mog-
lichen ¢,y-Einstellungen zu [3]. Man beachte die relativ geringe Bewegungs-
freiheit der verwendeten Seitenketten!

Dabei spielen im wesentlichen drei Wechselwirkungstypen
eine Rolle: van-der-Waals-Krifte zwischen unpolaren Grup-
pen, Dipolkrifte zwischen polaren Gruppen und hier speziell
Wasserstoffbriicken, sowie ,,hydrophobe Krifte“ (ein Synonym
fiir Wasserentropie, welches die Tendenz der apolaren Seiten-
ketten zur Bildung einer separaten hydrophoben Phase — also
einer Art Oltropfchen — beschreibt)®!. In der Bilanz fiir die
freie Enthalpie

A(}:AI"IBindung_T'ASWasser“T'Asl(ene (1)
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sind Bindungsenthalpien und Wasserentropie gemeinsame Ge-
genspieler der Kettentropie. Nur wenn sie geniigend freie En-
thalpie zusammenbringen, gelingt es, die Kettentropie zu {iber-
treffen und die Kette stillzulegen, d.h. eine definierte Raum-
struktur zu bilden. Schitzt man beide Parteien iiberschlagsma-
Big ab, so findet man fiir Ketten aus etwa 100 Gliedern Werte
von jeweils mehreren hundert kcal/mol. Das resultierende
AG liegt aber in der GroBenordnung 10 kcal/mol®. Wir haben
es also mit einem delikat ausbalancierten System zu tun, wo-
durch ein detailliertes Verstindnis erschwert wird.

Die strukturell bekannten Proteine enthalten hydrophobe
Kerne und bestdtigen damit, wie wichtig der Wasserentropie-
term in Gl (1) ist. Die Packungsdichte dieser Kerne ist so
hoch wie bei den dichtesten durch van-der-Waals-Krifte stabi-
lisierten Kristallen!*®-*} d.h. die Anzahl der van-der-Waals-
Kontakte und damit der zugehorige Bindungsenthalpieterm ist
maximiert. Das spiegelt sich auch in der relativ geringen Kom-
pressibilitit der Proteine!*? 13! wider (k¢1/Kprotein & 20). Aller-
dings ist das Innere der Proteine nicht vollig apolar, sondern
enthilt etwa die Hilfte aller polaren Gruppen — vor allem
die C=0- und N—H-Gruppen der Peptidbindungen!**!. Die-
se dem Wasser entzogenen Dipole bilden zu etwa 90 7 Wasser-
stoffbriicken mit relativ hohen Energiebeitrigen!! .. Demnach
werden Proteine zwar durch den Oltrépfcheneffekt stabilisiert,
aber sie haben wenig mit einem lose und undefiniert gepackten
Oltropfchen gemeinsam — eher dhneln sie einem dicht gepack-
ten Kristall.

Anhand von Gl. (1) wird plausibel, warum «- und nicht
B-Aminosduren ausgesucht wurden, obwohl letztere in Versu-
chen zur Simulation der pribiotischen Synthese in vergleichba-
rer Menge produziert werden!!®l. In einer Peptidkette aus
B-Aminosduren wiirde man fast freie Drehbarkeit um die
C,—C;-Bindung und damit eine sehr viel grofere Kettentropie
erhalten. Zur Raumstrukturstabilisierung wéren also erheblich
hohere Bindungsenthalpien und/oder Wasserentropien not-
wendig. Hingegen ist die Kette aus a-Aminosiduren wesentlich
weniger beweglich (Abb. 1), kann also bequemer stillgelegt
werden. Aus analogen Griinden diirften auch die verwendeten
Seitenketten relativ unbeweglich sein (Abb. 1).

3. Faltungsweg

Bei der Faltung einer Kette von 100 a-Aminosdureresten
sind etwa 300 Parameter einzustellen (Abb. 1). Selbst wenn
jeder Parameter nur zwei Werte annehmen kann, sind 23°°
Konformationen moglich. Fiir ungezieltes Durchprobieren bis
zur Auffindung einer energetisch stabilen Konformation wiirde
das Erdalter nicht ausreichen, auch wenn nur 107 13s fiir
eine Probe angesetzt werden. Also miissen die Parameter ge-
zielt durchlaufen werden: Es muf3 einen Faltungsweg geben.

Die Existenz eines solchen Weges konnte fiir den Pankreati-
schen Trypsin-Inhibitor auch experimentell bewiesen werden.
Dazu wurde vom statistischen Kn4uel bis zum nativen Zustand
verfolgt, in welcher Reihenfolge sich die moglichen S—S-Briik-
ken bilden' 7, Unter den (§)= 15 Moglichkeiten erscheint hier
mit hochster Ausbeute zunichst eine der nativen Briicken
(Abb. 2). Die Cysteine der begleitenden, nicht-nativen Briicken
sind in der nativen Raumstruktur (Abb. 2) dicht benachbart.
Demnach nihern sich im ersten Stadium der Faltung die
Kettenbereiche um die Reste 5, 30 und 53 einander. Auch
im weiteren Verlauf werden eine Reihe von falschen Verbin-
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dungen gekniipft (Abb. 2). Das Konformationsgemisch ist also
relativ breit, die Faltung ist nicht absolut zielstrebig.

RS

30-55 ATL17

Abb., 2. Reihenfolge der S—S-Briickenbildung beim RenaturierungsprozeB des
Pankreatischen Trypsin-Inhibitors nach Creighton [17]. Die Cysteinseiten-
ketten werden durch Disulfidaustausch-Reagentien verkniipft. Allgemein wird
angenommen, daf die Briickenbildung nicht fiir die Kettenfaltung notwendig
ist, also nur die Nachbarschaft der Cysteine anzeigt. Die nativen Briicken
sind eingerahmt. Die verfriihte Bildung der nativen Briicke 14—38 verhindert
die weitere Faltung. Damit ist eindeutig gezeigt, daB ein bestimmter Faltungs-
weg eingehalten werden muB. — Die Kettengestalt ist nach Huber et al.
[18] gezeichnet. R =entfaltet, N =nativ.

Am Lysozym wurden Renaturierungsversuche bei 84°C un-
ternommen!*®!, Obwohl man damit weit oberhalb der Denatu-
rierungstemperatur des Lysozyms von etwa 50°C arbeitet,
zeigt sich eine voriibergehende Renaturierung. Demnach ist
selbst bei dieser hohen Temperatur die Faltung noch schneller
als die thermische Entfaltung. Eine schnelle Faltung ist aber
nur mdoglich, wenn nicht lange probiert werden muB, weil
ein ausgeprigter Faltungsweg existiert. Da solch ein Weg
die GroBe des zu beriicksichtigenden Konformationsraumes
erheblich verringert, kénnen wir hoffen, dal er einmal mit
theoretischen Ansétzen gefunden und durchlaufen — die Ket-
tenfaltung also verstanden werden kann.

Da die native Raumstruktur auf einem bestimmten Weg
erreicht wird, muB sie nicht dem absoluten Energieminimum
im gesamten Konformationsraum entsprechen. Gerade bei
komplizierten Strukturen sind sehr unebene Energiehyperfla-
chen mit vielen lokalen Minima zu erwarten!”). Mit relativ
groBer Wahrscheinlichkeit diirfte ein abgegrenzter Weg also
zu einem lokalen Minimum fithren. Jedoch kann hier prinzi-
piell nicht zwischen den Alternativen unterschieden werden,
denn dazu wire es notwendig, den ganzen Konformationsraum
zu durchsuchen. Das kann weder die Kette selbst noch irgend
eine Simulationsrechnung. Uberdies sind alle kinetisch uner-
reichbaren Minima irrelevant, selbst wenn das absolute Mini-
mum dazugehort. Die Diskussion iiber diese Fragel®: !9
gleicht also dem Streit um des Kaisers Bart.

4. Hierarchie

In den strukturell bekannten Proteinen sind mehrere
Organisationsstufen voneinander unterscheidbar (Tabelle 1).
Die Sequenz der Aminosduren bildet die Basis. Wie oben
erwihnt enthélt sie implizit die gesamte Strukturinformation.
Als nichst hohere Stufe sind die in Abbildung 3 dargestellten
Sekundarstrukturen anzusprechen. Hierbei handelt es sich um
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regelmiBige Kettenanordnungen, die eine optimale Bildung
von Wasserstoffbriicken ermoglichen. Sekundirstrukturen
sind auBerordentlich hiufig, in manchen Proteinen umfassen
sie 75 % der Kette. Das diirfte mit der energetischen Notwen-
digkeit zusammenhéngen, interne polare Gruppen durch Was-
serstoffbriicken abzusittigen.

Tabelle 1. Organisationsstufen in Proteinen. Die Ordnung ist vertikal und
partiell hierarchisch, d. h. im wesentlichen werden die Strukturelemente einer
Stufe, z. B. a-Helices (eine Art der Sekundirstruktur), nur von den jeweils
darin enthaltenen Elementen der direkt darunterliegenden Stufe (z. B. Amino-
sdurereste) beeinfluft.

Aggregate

globuldre Proteine

1

Doménen

1

Sekundérstrukturaggregate

Sekundarstruktur

1

Sequenz der Aminosdurereste

d e

Abb. 3. Sekundiirstrukturen in Polypeptidketten. a) a-Helix, b) antiparalleles
B-Faltblatt, c) paralleles B-Faltblatt, d) Verdrillung aller Faltblitter, ¢) Haarna*
delbiegung. Bei allen Strukturen werden Wasserstoffbriicken zwischen den
C=O0- und den N—H-Gruppen der Peptidbindungen gebildet.

In einigen Fillen bilden Sekundérstrukturen regelmaBige
Aggregate (,Supersekundirstrukturen®). Ein unumstrittenes
Beispiel ist die Doppel-o-Helix!2%), bei der zwei a-Helices iiber
Seitenketten miteinander verzahnt sind und sich mit einer
Periode von etwa 180 A umeinander winden (Abb. 4). Eine
weitere Supersekundirstruktur diirfte die in einigen Dehydro-
genasen!?” und anderen Proteinen vorkommende Faltblatt-
Helix-Kombination sein (Abb. 4). Neben diesen klar definier-
ten Supersekundirstrukturen gibt es eine Reihe von Struktur-
priferenzen, die weniger bestimmt den gleichen Tatbestand
ausdriicken. Sie werden weiter unten beschrieben.
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Abb. 4. Sekundirstrukturaggregate oder ,Supersekundirstrukturen®. a) Dop-
pel-a-Helix nach Crick [20], gefunden in Paramyosin [21], Myosin [22],
a-Keratin [23] und Tropomyosin [24]. Ahnliche Strukturen liegen wahr-
scheinlich in Himerythrin [25] und Bakteriorhodopsin [26] vor. b) Faltblatt-
Helix-Struktur, bestehend aus drei Faltblattstringen und zwei x-Helices,
gefunden in Lactat- [27], Malat- [28], Alkohol- {29] und Glyceraldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase [30] sowie Adenylat-Kinase [31], Flavodoxin [32,
33}, Subtilisin [34], Phosphoglycerat-Kinase [35] und Phosphorylase [36].

Der nichst hohere Komplexitidtsgrad wird in der Doméne
erreicht. Vor allem die groBeren Proteine mit mehr als 150
Aminosiureresten kénnen strukturell meist in zwei oder mehr
rdumlich getrennte Bereiche unterteilt werden. Am deutlich-
sten tritt das bei den Immunoglobulinen zutage, deren leichte
und schwere Ketten zwei bzw. vier separate Doménen bilden
(Abb. 5). Die Domiinen scheinen diejenigen Bereiche der Kette
zu enthalten, die sich unabhingig voneinander zur Raumstruk-
tur falten.

Die aus einer oder mehreren Doménen gebildeten globuld-
ren Proteine (Tabelle 1) miissen nicht die Endstufe des Selbst-
aufbaus darstellen. In vielen Fillen sind ihre Oberflichen
so konstruiert, daBl sie zu gréBeren Gebilden aggregieren,
z. B. Enzymkomplexen, Ribosomen, Virushiillen und Muskel-
fasern. Dabei sind die Aggregate iiblicherweise symmetrisch,
wenn sich nur ein oder zwei Komponentensorten zusammen-
finden (z. B. Untereinheiten zur Glutathion-Reduktase!*®! oder
Lactat-Dehydrogenase!®®, regulative und katalytische Un-
tereinheiten zur Aspartat-Transcarbamylase!*?), Penton- und
Hexon-Untereinheiten zur Adenovirushiille!*!!, Myosin zum
Myosinfilament!?2)). Die Symmetrie ergibt sich, weil die Ober-
flichenkontakte optimiert werden und iiberall gleich sind.

8, B
P

3 b

Abb. 5. Dominenstruktur globuldrer Proteine. a) Die leichten (Index L)
und schweren Polypeptidketten (Index H) der Immunoglobuline falten sich
zu zwei bzw. vier Dominen [37], d.h. rdumlich voneinander abgegrenzten
Strukturbereichen. b) Die Adenylat-Kinase [31] bildet eine groBe und eine
kleine Domine, die nicht wie {iblich durch einen, sondern durch zwei Ketten-
stringe verbunden sind. Dadurch zeigt die groBe Domine eine geringere
Nachbarschaftskorrelation als die kleine.
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Zum Verstidndnis der Kettenfaltung wire es sehr hilfreich,
wenn diese vertikale Ordnung streng hierarchisch wire, d. h.
wenn die Strukturelemente einer Stufe (z. B. a-Helix) nur von
den jeweils darin enthaltenen Elementen der direkt darunterlie-
genden Stufe (z. B. Aminosidurereste) beeinflult wiren und
nicht von anderen Teilen des Proteins oder anderen Struktur-
stufen. Dann konnte die Faltung fiir jeden Schritt getrennt
analysiert werden, und das schwierige Gesamtproblem wére
in mehrere, wesentlich leichter losbare Probleme separiert.
Am chesten gilt das fiir die Aggregation, denn in den meisten
Fillen wird die Struktur des freien Monomers dabei nur unwe-
sentlich veréndert. Man kann also erst die Struktur des Mono-
mers bestimmen und dann anhand der Oberflichen die der
Aggregate. Jedoch gibt es auch Gegenbeispiele wie etwa riboso-
male Proteine, deren Kette fast vollig gestreckt ist'“?l. Sie
konnen allein keine definierte Struktur annehmen, sondern
erst nach Assoziation mit anderen Teilen des Ribosoms. Wahr-
scheinlich ist auch die Bildung der a-Helices relativ unabhén-
gig von der spiiter eingenommenen Raumstruktur. Gleiches
kann man fiir das Zusammenfinden der Dominen zum globu-
ldren Protein annehmen. Demnach ist die vertikale Ordnung
(Tabelle 1) zwar nicht streng hierarchisch, aber doch so weitge-
hend hierarchisch, daB sie eine akzeptable Arbeitshypothese
1st.

5. Separation der Sekundiirstruktur

Nachdem die von Pauling und Corey postulierten Sekundér-
strukturen!*®! in mehreren globuliren Proteinen gefunden
waren, lag ein Hierarchietest zwischen Sekundirstrukturen
und Aminosduresequenz (Tabelle 1) nahe. Bei strenger Hierar-
chie diirfte z. B. eine a-Helix nur von den in ihr enthaltenen
Aminosiuren und von keinem anderen Teil der Kette determi-
niert sein. Anhand der experimentellen Daten sollte die Korre-
lation zwischen Helixbildung und Aminoséiuresequenz anffind-
bar sein. Mit bekannter Korrelation kénnten dann die Amino-

sduresequenzen strukturell unbekannter Proteine untersucht
und helicale Bereiche vorhergesagt werden.

Dieser Weg wird seit einiger Zeit von mehreren Gruppen
verfolgt. Vorhergesagt werden «-Helices, B-Faltblattstringe
und Haarnadelbiegungen (Tabelle 2). Die rein statistischen,
leicht nachvollziehbaren Methoden stammen aus der Zeit des
ersten Optimismus. Sie wurden inzwischen von wesentlich
verfeinerten Systemen iiberwachsen. Weiterhin wurde ver-
sucht, die Korrelation durch Hinzuziehung anderer physikali-
scher Daten zu verbessern. Insgesamt sind die leicht nachvoll-
ziehbaren Methoden wesentlich populérer als diejenigen, die
praktisch nur von den Autoren selbst angewendet werden
konnen. Durch ihre vereinfachende Formulierung haben sie
jedoch an Informationsgehalt verloren.

Tabelle 2. Klassifizierung der Methoden zur Vorhersage von Struktur-
elementen.

Hinzunahme weiterer Daten:
Energiebilanz, Strukturen
synthetischer Polymere,
sterische Betrachtungen

Rein statistische
Auswertung der
Strukturdaten

ohne Rechenprogramm

und Datei nachvoll- Literaturzitate Literaturzitate
ziehbar [44-47] [48-50]

nur mit Rechenpro-

gramm und Datei Literaturzitate Literaturzitat
nachvollzichbar [51-541 [55]

Fiir lange Zeit fanden Vorhersagen wenig Beachtung, weil
sie entweder bereits bekannte Sekundirstrukturen a posteriori
bestimmten oder bei strukturell unbekannten Proteinen ins
Leere schossen. Diese Situation #nderte sich mit dem Testfall
Adenylat-Kinase, wo eine gerade aufgeklirte, aber noch allge-
mein unbekannte Struktur bearbeitet wurde!*® 37), Die in Ab-
bildung 6 dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, daf3 der
auf strenger Hierarchie basierende Methodenansatz erfolg-
reich ist (Tabelle 3). Ein zweiter Test am T4-Phagen-Lyso-
zym!*®'mit weniger ausgepriger Sekundérstruktur ergab zwar

Haarnadelbiegung

—1 O &0 3 M/ — [
/- mmm% I D) Do
[ T — —
| . N DI Oon O
[ | — C—3 F“_—OCI_HEHX ———

ey N %J%%m%%

AtL1b

100 180
Polypeptidkette ——

Abb. 6. Zusammenfassung aller Sekundirstrukturvorhersagen (schraffiert) fiir die Adenylat-Kinase durch Addition [56]. Dabei wurde jeder Methode das gleiche
Gewicht zugebilligt. Die experimentell beobachtete Sekundarstruktur ist zum Vergleich eingetragen (Rechtecke).
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nur geringe Korrelationen (Tabelle 3) und modifizierte damit
den Gesamteindruck, verwischte ihn jedoch nicht.

Tabelle 3. Korrelationskoeffizienten zwischen vorhergesagter und experimen-
tell beobachteter Sekundirstruktur [56, 58]. In der Adenylat-Kinase blieben
durch den hohen Helixgehalt (54 %) bei relativ guter Helixvorhersage nur
kleinere Bereiche fiir die anderen Sekundirstrukturen {ibrig. Deshalb sind
deren Korrelationskoeffizienten so hoch.

a-Helix B-Falt- Haarnadel-
blatt biegung
Adenylat-Kinase +0.44 +0.51 +049
T4-Phagen-Lysozym +0.28 +0.05 +0.13

Insgesamt werden die o-Helices wesentlich exakter ge-
funden als B-Faltblitter und Haarnadelbiegungen (Tabelle 3).
Da die Datenbasen fiir alle drei Sekundirstrukturen ver-
gleichbare Gr68e haben, ist demnach die Hierarchieforderung
(Tabelle 1) bei den a-Helices am besten erfiillt. Die Helixbil-
dung wird von entfernteren Kettenbereichen am wenigsten
beeinfluBt; Helices konnen sich am ehesten selbst falten. Damit
sind sie prominente Kandidaten fiir Faltungsstartbereiche oder
Nucleationszentren, und zwar umso mehr, je besser sie vorher-
gesagt werden konnen.

Im N-terminalen Bereich der Kette wurden in beiden Tests
die a-Helices besser ermittelt als im C-terminalen; die Faltung
sollte also im N-terminalen Bereich beginnen. Da die Kette
an Ribosomen vom N- zum C-terminalen Ende synthetisiert
wird, diirfte sie sich bereits wihrend der Synthese falten. In
diesem Falle simulieren Renaturierungsexperimente an ferti-
gen Ketten nicht ganz die natiirlichen Verhiltnisse. Man sollte
sich also nicht wundern, wenn einige Ketten sich der Faltung
in vitro widersetzen. In der Adenylat-Kinase wurden drei
Helices (Reste 41-84), die eine kleine Doméne bilden, auBleror-
dentlich klar erkannt (Abb. 6). Moglicherweise ist diese Doma-
ne ein Kern, an den sich der Rest der Kette bei der Faltung
anlehnt.

B-Faltblitter werden aus Kettenstringen aufgebaut, die ent-
lang der Kette weit voneinander entfernt sein konnen. Sie
konnen nur zusammenfinden, wenn das dazwischenliegende
Kettenstiick bestimmte Konformationen annimmt. Bei solcher
Abhiingigkeit von anderen Teilen der Kette kann man kaum
strenge Hierarchie erwarten. Entsprechend ungenau sind auch
die Vorhersagen (Tabelle 3).

Die Haarnadelbiegungen befinden sich meist an der
Proteinoberfliiche!*®). Sie sind energetisch nicht ausgezeichnet,
denn sie enthalten nur eine einzige Wasserstoffbriicke, die
iiberdies oft in Konkurrenz mit dem umgebenden Wasser
steht, und sind wohl nur als passive Knickstellen anzusehen.
Wahrscheinlich wird die Position des Knicks nicht nur von
der lokalen Aminosiuresequenz, sondern auch von der Fal-
tung der benachbarten Kettenbereiche beeinflult, wodurch
die Hierarchieforderung ungeniigend erfiillt ist. Bei der Adeny-
lat-Kinase (Abb. 6) wurden diese Stellen mit grofier, beim
T4-Phasen-Lysozym jedoch nur mit geringer Genauigkeit ge-
funden (Tabelle 3).

Der unterschiedliche Erfolg bei diesen beiden Proteinen
spiegelt die Unterschiede zwischen deren Strukturen wider.
Wiihrend Adenylat-Kinase ein zentrales Faltblatt mit umge-
benden Helices enthilt, also recht gut geordnet ist, hat T4-Pha-
gen-Lysozym weniger und kaum geordnete Sekundirstruktur.
Hier diirften nicht nur die resultierenden Strukturen, sondern
auch die Faltungswege qualitativ verschieden sein. Es erscheint
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Tabelle 4. Strukturklassen globulirer Proteine.

Strukturklasse Beispiele

Proteine mit wenig und  Ribonuclease [60], Lysozym [61], Ferredoxin
mit kaum geordneter [62]

Sekundérstruktur
Proteine mit {iberwie-
gend antiparallelem
Faltblatt

Immunoglobuline [63-66], Superoxid-Dismutase
[67], Concanavalin A [68], Praalbumin [69],
Chymotrypsin [70], Bakteriochlorophyll-Protein
(71]

Malat-Dehydrogenase [28], Lactat-Dehydroge-
meist parallelem Falt- nase [39], Adenylat-Kinase [31], Phosphoglyce-
blatt und umgebenden rat-Kinase [35], Triose-phosphat-Isomerase [ 72],
Helices Carboxypeptidase [74], viele Enzyme der Glyko-
lyse [73]

Myoglobin [1], Hamoglobin [75], Himerythrin
[25], Bakteriorhodopsin [26]

Proteine mit zentralem,

Proteine mit itber-
wiegender «-Helix

also sinnvoll, die Proteine aufgrund ihrer Sekundirstruktur
zu klassifizieren (Tabelle 4), denn wahrscheinlich muf3 das
Faltungsproblem bei den einzelnen Klassen unterschiedlich
angefal3t werden.

6. Strukturpriferenzen

Sekundirstrukturen kommen in globuldren Proteinen sehr
haufig vor, weil sie strukturell ausgezeichnet sind. Unter den
Helices dominiert dabei die a-Helix mit geradlinigen Wasser-
stoffbriicken zwischen den Kettengliedern n und n+4. In
geringem Mafle beobachtet man auch 3;(-Helices mit n und
n+ 3, aber nie n-Helices mit n und n+ 5. Dieser Befund 146t
sich dadurch erklidren, daB} bei der 3;,-Helix die Wasserstoff-
briicken gewinkelt, also energetisch ungiinstiger sind. Die 7-
Helix hat zwar geradlinige Wasserstoffbriicken, aber sie 146t
um ihre Achse einen groBen Hohlraum frei, nutzt also langst
nicht alle moglichen van-der-Waals-Kontakte aus.

Bei den Faltblattern hat sich bisher keine Bevorzugung
des parallelen, antiparalielen oder gemischten Typs (Abb. 3)
herauskristallisiert. Es fillt jedoch auf, daB kein Faltblatt flach
ist; alle sind rechtshzndig verdrillt (Abb. 3). Durch Blattverdril-
lung kann hier die Verdrillung der einzelnen Ketten um ihre
Liangsachse (von etwa 20° pro Glied) fiir ca. fiinf Aminosdurere-
ste ohne erhebliche Storung der Wasserstoffbriicken kompen-
siert werden. Die Kettenverdrillung wiederum entspricht einer
energetisch besonders giinstigen Kettenkonformation, d. h. be-
sonders geringer sterischer Behinderung an den C,-Atomen
(Abb. 1). Energetisch ist das verdrillte Blatt um ca. 0.5 kcal/mol

T I
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1.2.3. 4. 6. 8 .23 4 6 8
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a b

Abb. 7. Strukturprilerenzen in globuldren Proteinen. a) Beobachtete Nachbar-
schaftskorrelation in antiparallelen und parallelen p-Faltblédttern, d. h. relative
Hiufigkeit, mit der die Kette vom Referenzstrang eines Faltblatts als ndchstes
den 1., 2., ... Nachbarstrang durchlduft. b) Knoten in der Polypeptidkette;
bisher nicht beobachtet.
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pro Kettenglied giinstiger als das flache Blatt!”®], Das demon-
striert erneut, wie wichtig kleine Energiebeitrige bei der
Proteinfaltung sind.

Unter den Sekundirstrukturaggregaten (Tabelle 1) ist nur
die Doppel-a-Helix unumstritten. Daneben existieren eine Rei-
he von weniger bestimmten Faltungspréferenzen der Kette.
So zeigen die einzelnen Stringe in B-Faltblittern eine sehr
klare Nachbarschaftskorrelation!®”], die bei den antiparallelen
Strangen noch stirker ausgeprigt ist als bei den parallelen
(Abb. 7). In der Raumstruktur finden sich jeweils Bereiche
zusammen, die entlang der Kette nicht weit voneinander ge-
trennt sind. Grob gesprochen verhilt sich die Polypeptidkette
wie eine senkrecht gehaltene Schnur, die man auf eine Unterla-
ge fallen 14Bt. Sie verheddert sich nicht und kann problemlos
wieder aufgenommen werden. Dieses Bild wird insofern
bestitigt, als bisher keine der bekannten Strukturen einen
JKnoten® enthilt. Dabei wird der Begriff ,,Knoten“ nicht im
mathematischen Sinne (mathematische Knoten gibt es nur
bei geschlossenen Fdden), sondern im herkémmlichen Sinne
verwendet (Abb. 7).

In parallelen Faltblidttern mufl die Kette zwischen den Strin-
gen jeweils von der Oberseite zur Unterseite des Blattes zuriick-
kehren. Hierbei kann die Verbindung entweder iiber die Vor-
der- oder die Riickseite gefithrt werden (Abb. 8) und bildet
dann mit den beiden Faltblattstringen eine Rechts- bzw.
Linksschraube. In den bekannten Strukturen iiberwiegt die
Rechtsschraube etwa im Verhiltnis 50:1U77, In Abbildung
8 ist demonstriert, daf3 die Rechtsschraube wegen der rechts-
hindigen Verdrillung der ¥altblitter (Abb. 3) eine bessere
Nachbarschaftskorrelation erméglicht als die Linksschraube.
Umgekehrt zeigt die beobachtete Dominanz, wie wichtig die
Nachbarschaftskorrelation ist.

Abb. 8. Chiralitit der B-Strang-a-Helix-f-Strang-Gruppe in parallelen Falt-
bldttern. Die a-Helix ist nur als glattes Band dargestellt. Die Faltblattstringe
brauchen keine direkten Nachbarn zu sein. Durch die Faltblattverdrillung
zeigt die rechtshindige Gruppe eine wesentlich bessere Nachbarschafts-
korrelation als die linkshidndige. a) Von vorn, b) von der Seite geschen.

Weitere Strukturpriferenzen zeigen sich bei der Bildung
von Dominen. Immunoglobulinmolekiile sind hier das Para-
debeispiel (Abb. 5). Gewdhnlich sind Doménen nur durch
einen einzigen Strang der Peptidkette miteinander verbunden,
sie sind also nicht nur rdumlich separiert, sondern auch entlang
der Kette®". Bei Einzelverbindung ergibt sich eine bessere
Nachbarschaftskorrelation in den Doménen als bei Mehr-
fachverbindungen (Abb. 5). Da die Nachbarschaftskorrela-
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tion innerhalb der Dominen wesentlich hoher ist als zwi-
schen den Dominen, ist anzunehmen, daB3 sich die Doma-
nen getrennt falten. Dafiir spricht auch die Struktur des Chy-
motrypsins!’%. Hier wurden im Inneren des Proteins zwischen
den beiden Faltblattzylindern, die als Doménen anzusprechen
sind, 13 Wassermolekiile gefunden (Abb. 9). Also falten sich die
Zylinder wahrscheinlich getrennt und setzen bei der Aggrega-
tion die Wassermolekiile fest. Charakteristischerweise befindet

Abb.9. Symmetrie in der Kettengestalt (schematische Darstellung). a) Chymo-
trypsin [ 70]}. Die Faltblatizylinder sind je eine Domine; sie sind antiparallel
und haben interne zweiziihlige Symmetrie. b) Die doppelte nucleotidbindende
Domine der Lactat-Dehydrogenase und anderer Proteine [39, 79, 93]. Hier
existiert eine vertikale zweizihlige Achse. ¢) Die aullerordentlich symmetrische
Struktur der Triose-phosphat-Isomerase [ 72], bestehend aus einem parallelen
Faltblattzylinder und acht umgebenden a-Helices. d) Kontaktoptimierung
und Symmetrie: Wenn der Kontakt A-B besonders giinstig ist, dann wird
er doppelt ausgefithrt und ergibt zweizihlige Symmetrie. In Monomeren
wurden bisher nur zweizihlige Achsen beobachtet, in Aggregaten dagegen
die Punktgruppen 2, 3, 17 (Protein des Tabakmosaikvirus), 222, 32, 432
(Apoferretin) und 532 (Kugelviren).
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sich in diesen wie auch in vielen anderen Fillen das aktive
Zentrum zwischen den Doménen.

Die iibliche Doménengrenze liegt unter etwa 150 Aminosiu-
reresten. Nach der Energiebilanz [Gl. (1)] sollte eigentlich
die Bildung von groferen Dominen giinstig sein, denn in
grolleren Globuli liegen relativ gesehen weniger Seitenketten
an der Oberfldche, die Energie der hydrophoben Bindung
(ASwasser) Und die Energie der internen Wasserstoffbriicken
kann also erhoht werden. Trotzdem wird bei langen Ketten
immer die Faltung mehrerer kleiner Dominen mit hoher
Nachbarschaftskorrelation beobachtet. Das scheint einfacher
zu sein als die Faltung einer einzigen groBen und damit kom-
plexeren Doméne.

Zwischen kleineren Dominen, wie im Falle der Adenylat-
Kinase, gibt es oft zwei Verbindungen, was unterschiedliche
Nachbarschaftskorrelationen in den Doménen mit sich bringt
(Abb. 5). Hier faltet sich wahrscheinlich zunéchst die Domiine
mit der hoheren Korrelation und dient dann als Stiitzgeriist
fiir den Aufbau des restlichen Molekiils. Diese Annahme wird
bei der Adenylat-Kinase durch die besonders hohe Vorhersa-
gegenauigkeit in der Doméne mit der h6heren Nachbarschafts-
korrelation gestiitzt (Abb. 6).

Wie oben beschrieben bilden sich bei der Aggregation von
monomeren Proteinen symmetrische Strukturen, falls nur we-
nige Bausteinsorten verwendet werden. Diese Symmetrie zeigt
sich auch bei der Aggregation von Domiinen, besonders wenn
sie strukturell dhnlich sind wie diejenigen der leichten und
schweren Ketten der Immunoglobuline!®®~ 961, der Rhodane-
sel’® des Ferredoxins!®?, der Dehydrogenasen!”® und der
Triose-3-phosphat-Isomerase!”?) (Abb. 9). Aber nicht nur Do-
minen, sondern auch Sekundirstrukturen scheinen symme-
trisch zu aggregieren, z. B. im Parvalbumin!®® %'} und in den
Faltblattzylindern des Chymotrypsins (Abb. 9). Ursichlich
entsteht Symmetrie, weil Kontakte optimiert werden (Abb. 9).
Auch in sehr frithen Stadien der Kettenfaltung scheint also
diese Optimierung wichtig zu sein.

7. Strukturregeln durch Phylogenese

Eine groBe Hilfe beim Verstidndnis der Proteinstrukturen
ist deren historischer Hintergrund. SchlieBlich haben sich alle
diese Strukturen im Laufe der biologischen Evolution konti-
nuierlich auseinander und miteinander entwickelt. Hier hat
uns die Natur eine ganze Reihe von bereits ausgefiihrten Expe-
rimenten beschert. Wir miissen nur die Ergebnisse interpretie-
ren, d.h. aus gemeinsamen Strukturmerkmalen allgemeine
Aussagen extrahieren.

Der elementare Schritt in der Evolution der Proteine ist
die Anderung einer Seitenkette. Daneben gibt es Insertionen
und Deletionen von Aminosidureresten, bei denen auch das
Kettenriickgrat betroffen ist und die auch lingere Kettenab-
schnitte umfassen koénnen. Analysiert man Anderungen im
Proteininneren, so zeigt sich, daB konservativ ausgetauscht
wird (apolare gegen apolare Seitenketten, etc.), die Energiebi-
lanz also nur wenig gestort wird. AuBBerdem werden entstehen-
de Liicken (z. B. durch Auslassen einer Methylgruppe bei Iso-
leucin— Valin) durch einen anderen Austausch kompensiert,
d. h. die hohe Packungsdichte wird beibehalten. Sie ist offenbar
sehr wesentlich fiir die Energiebilanz.

Anhand der Globinfamilie wurde der EinfluB des Aminoséu-
renaustauschs auf den Faltungsvorgang untersucht!®2, Hier
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ergab sich, daB alle a-Helices an ihrem N-terminalen Ende
entweder ein Prolin oder eine kurze polare Seitenkette tragen,
die Wasserstoffbriicken zum Kettenriickgrat bilden kann (Asn,
Asp, His, Ser, Thr). Wahrscheinlich werden diese Wasserstoft-
briicken und/oder das Prolin, welches den in Abbildung 1
definierten Diederwinkel ¢ auf den a-Helixwert festlegt, zur
Initiierung der Helix bendtigt, weil sie frithzeitig die Anzahl
der Konformationen an dieser Stelle vermindern, also einen
Miniaturfaltungskern bilden.

Im Laufe der Zeit akkumulieren sich die Veridnderungen,
und wenn etwa 80 % der Aminosiuren ausgetauscht sind,
konnen Gemeinsamkeiten anhand der Sequenz nur noch in
Spezialfillen erkannt werden. Hier hat sich zunZchst beim
Vergleich des Myoglobins!*! mit den Himoglobinketten!®*
und spiter beim Cytochrom c!®*! und bei den Serin-Protea-
sen'®*) herausgeschiilt, daB sich zwar die Aminosiuren, nicht
aber die Kettengestalt dndert. Der Verlauf der Kette sowie
die Lage von prosthetischen Gruppen, beispielsweise des
Hims, wurden auBlerordentlich gut konserviert. Daran ist ab-
lesbar, daB nicht nur die Energiebilanz delikat ausbalanciert
ist, sondern auch die Faltungsdynamik, denn zur Erfiillung
der Energieerfordernisse sollte die Kettengestalt weniger wich-
tig sein als die verwendeten Aminosiuren. Wohl aber diirfte
die Kettengestalt sehr eng mit dem Faltungsweg und demnach
mit der Faltungsdynamik zusammenhéngen.

Neben den kontinuierlichen kleineren evolutionédren Verin-
derungen gibt es auch groBe diskontinuierliche, die durch
Genfusionen und Genduplikationen hervorgerufen wurden.
Ein rezentes Beispiel fiir Fusion sind die Immunoglobuline,
wo wahrscheinlich die Gene der variablen mit denen der
konstanten Kettenbereiche verkniipft werden!®®), Gensepara-
tion und -fusion mii3te auch in Dehydrogenasen stattgefunden
haben, denn die Lactat-Dehydrogenase hat ihre NAD-binden-
den Dominen als N-terminale Hiilfte, wihrend eine aulleror-
dentlich #hnliche Domine in der C-terminalen Hilfte der
Alkohol-Dehydrogenase!?® verwendet wird. Die meisten Gen-
duplikationen fithrten zu separaten Ketten und damit zu
sich getrennt entwickelnden Proteinen®”!: Globine, Serin-Pro-
teasen, Mittelhirn-Hormone, Lysozym, a-Lactalbumin, etc.
Einige Duplikationen verdoppelten jedoch die Kettenldnge,
und zwar in Ferredoxin®?!, Rhodanese!’®, Chymotrypsin!®®),
Parvalbumin®% 811 Troponin CI®#°), innerhalb der NAD-bin-
denden Domiinen der Dehydrogenasen!’®), in Tropomysin'®®
etc. Wie oben beschrieben zeigen solche Ketten innere Symme-
trie. Wahrscheinlich wird der Faltungsmechanismus hier nur
insofern modifiziert, als sich nun zwei Kerne gleichartig, aber
separat falten und dann aggregieren. Die Fiille der bisher
gefundenen Beispiele zeigt!®”), daB diese diskontinuierlichen
Anderungen sehr wesentlich an der Herstellung neuer Protein-
strukturen beteiligt sind.

8. Phylogenese anhand von Strukturen

Im vorhergehenden Kapitel wurde dargelegt, daB die histori-
sche Entwicklung der Proteine erlaubt, Regeln fiir deren Struk-
turen zu extrahieren. Umgekehrt vermittelt aber die Struk-
turanalyse auch Erkenntnisse iiber phylogenetische Zusam-
menhinge. Sie wird vor allem dann wichtig, wenn Proteine
sich soweit auseinander entwickelt haben, daB Ahnlichkeiten
nicht mehr zwischen den Aminosduresequenzen, sondern nur
noch zwischen den Kettengestalten existieren. Da offenbar
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die Kettengestalten ganz besonders gut konserviert werden,
deuten solche Ahnlichkeiten auf Verbindungslinien in sehr
frithen Stadien der Evolution hin. Insbesondere interessiert
hier die Evolution der Stoffwechselwege, die kaum anders
zugidnglich sind.

Strukturdhnlichkeit muB3 nicht unbedingt phylogenetisch
bedingt sein. Sie kann auch der Ausdruck einer Strukturregel
sein. So glaubt beispielsweise niemand, daB3 o-Keratin{?*! mit
Tropomyosin!** verwandt ist, nur weil beide die Doppel-o-
Helixstruktur (Abb. 4) bilden. Dieses Sekundirstrukturaggre-
gat ist eben energetisch besonders giinstig und wird deshalb
von mehreren Proteinen unabhingig voneinander verwendet.
Die Koinzidenz der Strukturen ist nicht signifikant. Anders
verhilt es sich beim T4-Phagen-Lysozym!®!), HiihnereiweiB-
Lysozym!®! und «-Lactalbumin!®?!, Hier sind die Strukturen
kompliziert und trotzdem einander dhnlich. Thre Kettengestalt
scheint aber in keiner Weise ausgezeichnet zu sein, denn es
gibt auch viele andersartige, komplizierte Proteinstrukturen.
Die Koinzidenz der Strukturen ist demnach ein signifikantes
Ereignis, welches nur durch phylogenetische Beziehung erklart
werden kann. An diesen Beispielen ist zu sehen, daf3 bei Struk-
turdhnlichkeit die Hohe der Signifikanz entscheidet, und daf3
diese nur mit Kenntnis der Strukturregeln ermittelt werden
kann.

Diese Signifikanz wird auerordentlich hoch, wenn noch
Gemeinsamkeiten in den Aminosduresequenzen vorhanden
sind. Beispielsweise sind 45 Aminosduren im Hiihnereiweif3-
Lysozym und im o-Lactalbumin gleich!®%. Die Wahrschein-
lichkeit dafiir, daB das zufillig ist, betrigt 1:20*3; die Signifi-
kanz ist 20*° : 1. Zwar muB man hier noch Abstriche machen,
weil 84 weitere Aminosaduren verschieden sind, weil die'Sequen-
zen zur besten Anpassung abschnittsweise gegeneinander ver-
schoben wurden und weil die Aminosduren nicht statistisch
verteilt sind. Trotzdem verbleibt eine so hohe Signifikanz,
daB eindeutig auf einen phylogenetischen Zusammenhang ge-
schlossen werden kann.

Allein auf Raumstrukturmerkmalen basierende Signifikan-
zen wurden fiir eine Gruppe von Proteinen mit zentralen
Faltblittern berechnet®, die keine Ahnlichkeit der Amino-
sduresequenz mehr zeigen (Abb. 9). Hier wurde das Faltblatt
als Referenzstruktur definiert und die Kettenfaltung darauf
bezogen. So betrachtet kann ein n-stringiges Faltblatt M=
27~ 2.n! verschiedene Kettentopologien annehmen. Werden in
zwei Proteinen gleiche Topologien gefunden, dann ist die Signi-
fikanz dieser Ubereinstimmung!®® also M : 1 (Tabelle 5). Diese
Zahlen werden allerdings durch die beobachtete Dominanz
der Rechtsschraube bei Verbindungen zwischen Faltblatt-
stringen (Abb. 8) verkleinert!””). Eine weitere Verminde-
rung ergibt sich durch die Nachbarschaftskorrelation in Falt-
bliattern (Abb. 7), denn im vorliegenden Falle sind die meisten
Stringe benachbart. Auch die eventuell durch Genduplikation
verursachte Symmetrie im Faltblatt verringert die Signifikanz.
Andererseits wird sie erhoht, wenn nicht nur die Topologie
der Kette, sondern auch die Lage des aktiven Zentrums in
die Zihlung einbezogen wird (Tabelle 5). AuBerdem muf}
beachtet werden, daB8 hier nur innerhalb einer Strukturklasse
(Tabelle 4) verglichen wurde. Erweitert man den Vergleich
auf alle Proteine, dann erhéht sich die Signifikanz. Einige
dieser Beitrige sind schwer abzuschitzen. Insgesamt diirften
die resultierenden Signifikanzwerte aber nur innerhalb der
Gruppe der Dehydrogenasen so groB sein, daB auf phylogeneti-
sche Verwandtschaft geschlossen werden kann (Tabelle 5);
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die anderen Strukturidhnlichkeiten kénnen auch rein physikali-
schen Ursprungs sein. Auf analoge Weise wurden die -Falt-
blitter der Superoxid-Dismutase und der Immunoglobulin-
Dominen topologisch verglichen!®”. Hier ergab sich unter
Beriicksichtigung der Nachbarschaftskorrelation eine Signifi-
kanz von etwa 3000:1, was deutlich phylogenetische
Verwandtschaft anzeigt.

Tabelle 5. Signifikanzen von Strukturdhnlichkeiten beim topologischen Ver-
gleich von Proteinen mit parallelen Faltbldttern.

Signifikanz nach
Reduktion auf-
grund der bevor-
zugten Hindig-
keit der B-a-B-
Gruppen [77]

Signifikanz
unter Beriick-
sichtigung der
Lage des aktiven
Zentrums [93]

Adenylat-Kinase/Subtilisin 2400:1 340:1
Adenylat-Kinase/Flavodoxin 240:1 30:1
Adenylat-Kinase/beliebige

Dehydrogenase 160:1 20:1
Subtilisin/Flavodoxin 4800:1 350:1
Subtilisin/beliebige

Dehydrogenase 2400:1 180:1
Flavodoxin/beliebige

Dehydrogenase 4800:1 350:1
beliebige Dehydrogenase/andere

Dehydrogenase 115200:1 4420:1

Fiir die obigen Rechnungen miissen Tolopogien definierbar
sein, was die Existenz einer Substruktur wie beispielsweise
eines Faltblatts voraussetzt. Die Vergleiche sind dann auf
die Proteinklasse mit dieser Substruktur (Tabelle 4) be-
schrinkt. Hingegen bietet der direkte geometrische Vergleich
von Kettengestalten einen wesentlichen allgemeineren Ansatz.
Hier wird die Ahnlichkeit durch die mittlere Distanz der
C.,-Atome <{AC,) oder nahe verwandte Indices ausgedriickt.
Dieser Vergleich hat allerdings den Nachteil, daB Strukturre-
geln schwer zu beriicksichtigen sind und daB} keine Aussage
iiber die Signifikanz gemacht wird, welche schlieBlich iiber
phylogenetische Verwandtschaft entscheidet.

Im Prinzip kann eine Beziechung zwischen (AC,)-Wert,
Strukturregeln und Signifikanz hergestellt werden, indem auf
einem Rechner mit Hilfe eines Zufallszahlengenerators Ketten-
gestalten simuliert und miteinander verglichen werden. Dabei
miifiten alle bekannten Strukturregeln, Nachbarschaftskorre-
lationen etc. beriicksichtigt werden. Die Kettenldnge sollte
etwa der einer Doméne (Abb. 5) entsprechen. Beim Vergleich
miiBlte zunichst digjenige relative Orientierung gefunden wer-
den, die dem minimalen {AC,>-Wert entspricht. Man wiirde
dann etwa die in Abbildung 10 skizzierte Hiufigkeitsverteilung
erhalten. Wenn wir uns nun fiir die Signifikanz der Ahnlichkeit
zweier Proteinstrukturen mit beispielsweise (AC,» =3 A inter-
essieren, so fragen wir im Grunde genommen danach, wieviele
Strukturen N es gibt, deren mittlere (AC,)-Distanzen vonein-
ander mehr als 3A betragen, denn dieses N entspricht der
Signifikanz. Um N zu ermitteln, miissen nun ldngst nicht
alle Strukturen simuliert werden. Wenn man statistisch eine
Anzahl G von Strukturen simuliert und miteinander vergleicht,
dann erhilt man Z Zufallskoinzidenzen mit (AC,) <3 A (Abb.
10), die wie bei der Zihlung von Strahlungsquanten!®* dem
Poissonschen Gesetz gehorchen, d.h. das Zufallskoinzidenz-
verhiltnis Z/G ist gleich der mittleren Besetzung G/N. Damit
ist die Gesamtzahl der mit (AC,> >3 A verschiedenen Struktu-
ren, das ist die interessierende Signifikanz, aus N=G?/Z be-
stimmbar. Aus einer Hiufigkeitsverteilung der (AC,> (Abb.
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10) kann demnach eine Beziehung zwischen {AC,)> und der
Signifikanz fiir beliebige (AC,) abgelesen und beim Vergleich
von beobachteten Proteinstrukturen angewendet werden.

Hautigkeit —
Signitikanz —

0 2/6L 68 10 02 4 681
<ALe>[R)—> <ACHA]—

Abb. 10. Schematische Hauligkeitsverteilung von mittleren Cy-Distanzen zwi-
schen Paaren von simulierten Kettengestalten. Die Signifikanz, der Indikator
fiir phylogenetische Verwandtschalt, ergibt sich nach der Formel N=G?/Z,
wobei Z das Integral iiber die Haufigkeitsverteilung von Null zum betrachteten
(ACy ist (schraffiert).

9. Ausblick: Ermittlung von Proteinstrukturen ohne Kri-
stalle

Ublicherweise miissen die Proteine fiir eine Strukturanalyse
kristallisiert und anschlieBend rontgenographisch untersucht
werden, doch ist schon heute eines der Fernziele — die Bestim-
mung der Raumstruktur allein aus der Sequenz — in einigen
Spezialfillen erreicht. Beispielsweise konnen aus der bekann-
ten Raumstruktur eines Proteins die Strukturen all seiner
phylogenetisch Verwandten ermittelt werden, sobald deren
Sequenz bekannt ist. Hierzu wird die Sequenz in die bekannte
Kettengestalt ,eingebaut®. Verbleibende Differenzen werden
durch anschlieBende Energieminimierung'®®! gelindert. Da die
Kettengestalt wihrend der Evolution auBerordentlich gut kon-
serviert worden ist, lit sich diese Methode auch noch bei
sehr entfernten Verwandten wie etwa Thrombin und Trypsin
anwenden!®®], Im Falle der Muskelproteine Parvalbumin und
Troponin C postuliert man nicht nur gleiche Kettengestalt,
sondern dariiber hinaus auch interne Molekiilsymmetrie. Hier
deuten Sequenzihnlichkeiten darauf hin, daB3 Troponin C vier-
mal die im Parvalbumin mit einer zweizéhligen Achse symme-
trisch aggregierte Substruktur (eine Ca?*-Bindungsstelle und
zwei benachbarte «-Helices) enthilt!®®!. Fiir Troponin C liegt
also die Annahme nahe, daB die beiden weiteren Substrukturen
ebenfalls symmetrisch angefiigt sind, also insgesamt die Sym-
metrie 222 (D;) ergeben. Damit kann ein Strukturmodell an-
hand der Sequenz gebaut werden'®®). Diese Beispiele demon-
strieren erneut, wie hilfreich die immer deutlicher werdende
phylogenetische Verflechtung der Proteine fiir deren Struk-
turanalyse ist.

Von der unmittelbaren Bestimmung einer Raumstruktur
aus der Sequenz ist man heute zwar noch weit entfernt, jedoch
existieren hierzu erste Ansitze: Beim Myoglobin und beim
Pankreatischen Trypsin-Inhibitor wurde versucht, die bereits
bekannten Raumstrukturen mit einfachen Regeln abzuleiten.
In beiden Fillen wurde fiir die a-Helices strenge Hierarchie
vorausgesetzt, also angenommen, dalB sie durch Vorhersage-
methoden bestimmbar sind und daB sie sich zuerst falten.
Die Faltungssimulation setzt dann bereits fertige o-Helices
voraus. Da Myoglobin praktisch nur Helices enthilt, ist in
diesem Fall die Faltung lediglich eine Aggregation dieser Heli-
ces; der Konformationsraum ist also extrem verkleinert. Hier
wurde ein einfaches Berechnungsschema fiir die Packungsener-
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gie der Helices postuliert und der Faltungsweg als direkte
Fallinie zum Energieminimum ermittelt. Im Energieminimum
ergab sich dann die native Struktur!®”), Diese Methode ist
Jedoch auf rein helicale Proteine beschridnkt. Beim Pankreati-
schen Trypsin-Inhibitor hingegen gibt es nur eine kurze o«-He-
lix. Hier wurden die Geometrie der Peptidbindungen und
die Seitenketten sowie die Bestimmung der Bindungsenergie
vereinfacht. Mit einem iterativen Rechenverfahren wurde dann
die Faltung zum Energieminimum simuliert. Dabei ergab sich
im besten Falle eine mittlere C4-Distanz zur nativen Struktur
von nur 6.3 A%81,

Diese Simulationsrechnungen sowie all die vorher beschrie-
benen Analysen von Proteinstrukturen geben uns die Hoff-
nung, daf} in ferner Zukunft die Bestimmung der Raumstruktur
aus der Sequenz moglich wird. Auf jeden Fall zeigen sie,
wie griindlich der erste Schock iiber die Komplexitit der
Proteinstrukturen bereits iiberwunden ist. Allenthalben wird
Ordnung in die Datenfiille gebracht. Man darf erwarten, da
diese Ordnung umso klarer und die Strukturregeln umso de-
taillierter werden, desto mehr Daten vorhanden sind, d.h.
desto mehr rontgenographische Strukturanalysen gelingen.
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Experimentelle Elektronendichten und chemische Bindung

Von Philip Coppens!’

In diesem Fortschrittsbericht werden einige neue Ergebnisse der Analyse von Ladungsdichten
durch Rontgen- und Neutronenbeugung diskutiert. Zu den Problemen, die auf solche Weise
in mehreren Laboratorien untersucht werden, gehren die Natur von Einfach-, Doppel- und
Dreifachbindungen, die Hybridisierung einsamer Elektronenpaare, die Bindungseigenschaften
von Metallen, Metallegierungen und Organometallverbindungen sowie die Ableitung physikali-
scher Eigenschaften aus Rontgenbeugungsdichten. Beim jetzigen Entwicklungsstand der Metho-
dik sind bereits Untersuchungen an Serien von verwandten Verbindungen moglich, was zu

einer breiteren Anwendung fiihren sollte.

Offensichtlich ist ein Molekiil viel komplizierter als ein Atom.
Es stellt sich daher die Frage: Was geschieht mit einem Atom,
wenn es Teil eines Molekiils wird? [C. A. Coulson, Mem. Soc.
R. Sci. Liege, Collect. 8, 6 (2), 143 (1971)].

[*] Prof. Dr. P. Coppens
Chemistry Department
State University of New York at Buffalo
Buffalo, New York 14214 (USA)

Angew. Chem. 89, 33—42 (1977)

1. Einfiihrung

Einen Teil der Antwort auf diese triigerisch einfache Frage
kann man durch die kristallographische Auswertung der Ront-
gen- und Neutronenbeugung bekommen. Da die Rontgen-
streuung primir ein Produkt der Wechselwirkung zwischen
Rontgenstrahlen und Elektronen ist, beinhaltet sie Information
iber die Elektronenverteilung in dem streuenden Stoff. Schon
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