
Die Konstruktion von neuen Proteinen und Enzymen - 
eine Zukunftsperspektive?" * 

Von Manfred Mutter* 

Professor Paul J .  Flory zum 75. Geburtstag gewidmet 

In der Natur ist von der fast unendlichen Zahl moglicher Proteine nur eine verschwindend 
kleine Zahl realisiert. LaBt sich das verbleibende Potential an struktureller und funktionel- 
ler Vielfalt zur Konstruktion von neuen Proteinen ausnutzen? Steht gar eine ,,zweite Evolu- 
tion" von Proteinen und Enzymen bevor? Diese Fragen sind aktuell geworden, seit die 
DNA-Rekombinationstechnik die Moglichkeit bietet, jede beliebige Aminosauresequenz 
aufzubauen. Am Beispiel von Enzymmodellen wird deutlich, daB die auBergewohnlichen 
katalytischen Eigenschaften von Enzymen a n  die Anwesenheit spezifisch gefalteter Poly- 
peptidketten rnit komplexer dreidimensionaler Gestalt gebunden sind. Entscheidend auf 
dem Weg zu kiinstlichen Proteinen ist die Frage: Wie findet man Aminosauresequenzen, 
die zur Faltung in eine Tertiarstruktur befahigt sind? - Neuere Erkenntnisse iiber Topologie 
und Faltungsmechanismus haben wesentliche Einblicke in das Zustandekommen und die 
GesetzmaSigkeiten der dreidimensionalen Architektur von Proteinen erbracht. Offensicht- 
lich nehmen Sekundarstrukturen im FaltungsprozeD eine Schliisselstellung ein: Helices und 
p-Strukturen dirigieren als Nucleationszentren den Faltungsweg und sind Ursache fur die 
iiberraschend kleine Zahl unterschiedlicher Faltungstopologien. Die Sekundarstrukturbil- 
dung 1aBt sich durch Konformationsstudien a n  Modellpeptiden direkt untersuchen: Bereits 
heute gelingt es, Oligopeptide rnit maBgeschneiderten physikochemischen, strukturellen 
und konformativen Eigenschaften zu konzipieren. Damit sind die theoretischen und experi- 
mentellen Grundlagen fur den Aufbau von Polypeptiden rnit stabiler Tertiarstruktur ge- 
schaffen; der Weg zu Makromolekiilen rnit einer unermeDlichen Vielfalt neuartiger Eigen- 
schaften ist frei. 

1. Einleitung 

Die aul3erordentlichen katalytischen Fahigkeiten von 
Enzymen stehen im Mittelpunkt vielfaltiger Forschungsakti- 
vitaten. Die von synthetischen Katalysatoren unerreichte 
Eigenschaft von Enzymen, Reaktionen spezifisch und se- 
lektiv zu beschleunigen, macht sich der Chemiker in rasch 
zunehmendem MaBe zunutze. 

Von der geradezu astronomischen Anzahl potentieller 
Aminosauresequenzen ist in der Natur nur ein verschwin- 
dend kleiner Teil zu finden. Bei der Evolution wurden sol- 
che Polypeptidketten ausgewahlt, die zur Faltung in eine 
globulare, dreidimensionale Struktur (Tertiarstruktur) und 
damit zu biologischer Funktion befahigt sind. Beziiglich 
einer spezifischen biologischen Funktion sind natiirliche 
Proteine und Enzyme somit optimierte Systeme, was sich 
in einer bis heute nur wenig durchschauten Komplexitat in 
Struktur und Funktion ausdruckt. Vor diesem Hintergrund 
stellt sich die Frage: Lassen sich Molekiile rnit Enzym- 
ahnlichen strukturellen und funktionellen Eigenschaften 
neu kreieren? Dies konnte auf zwei Wegen versucht wer- 
den: 

- durch die Ubertragung Enzym-spezifischer Merkmale 
auf einfacher zugangliche Molekiile und 
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- durch den Entwurf von neuen Proteinen rnit unnatiirli- 
chen Aminosauresequenzen (,,kiinstliche Proteine""'). 

Wo liegen nun die Moglichkeiten und Grenzen der so- 
wohl wissenschaftlich als auch fur die praktische Anwen- 
dung bedeutenden Konstruktion neuer Proteine und Enzy- 
me? 

Eine kritische Analyse bisher entwickelter ,,Enzym-Bhn- 
licher" Katalysatoren ergibt, daB der komplexe Zusam- 
menhang Enzym-spezifischer Strukturmerkmale und Ei- 
genschaften wie raumliche Orientierung reaktiver Grup- 
pen, spezifische Ligand- und Substratbindung, Solubilisie- 
rung hydrophober Bereiche oder allosterische Steuerung 
nur bei multifunktionellen, makromolekularen Gebilden 
vorliegt['.2.'01. Einzelne Enzym-typische Eigenschaften kon- 
nen dagegen durchaus von einfachen Strukturen imitiert 
werden, was fur praktische Anwendungen von erheblicher 
Relevanz ist. Im Zusammenhang rnit der Konstruktion 
kiinstlicher Enzyme miissen deshalb zunachst folgende 
Fragen geklart werden: 

1st die komplexe dreidimensionale Architektur von Pro- 
teinen Voraussetzung fur Enzym-analoge Funktionen? Hat 
die Natur einen ,,UberfluB" - im Sinne eines ,,molecular 

- an Komplexitat geschaffen? 
Diesen Fragen wird in Abschnitt 2 und 3 des vorliegen- 

den Fortschrittsberichtes nachgegangen, wobei das Pro- 

[*] Als .,kOnstliche Proteine" werden hier Polypeptidketten mit einer in der 
Natur nicht auftretenden Arninodiuresequenz bezeichnet, die zur Faltung 
in eine Tertiantruktur befPhigt sind und damit Protein-typische Merk- 
male aufweisen. ,,KOnstliche Enzyme" zeigen dariiber hinaus katalytische 
AktivitPt. 
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blem nur punktuell anhand der Hydrolyseaktivitat von 
,,Enzymmodellen" auf Polymer-, insbesondere Polypeptid- 
basis beleuchtet wird. 

Die Idee, neue Proteine mit maBgeschneiderten funktio- 
nellen Eigenschaften zu konstruieren, ist durch die Ent- 
wicklung der DNA-Rekombinationstechnik (,,genetic engi- 
neering") aktuell gewordenI3l. Prinzipiell ist es bereits mog- 
lich, jede beliebige Aminosauresequenz zuverlassig aufzu- 
bauen. Durch die praktisch unbegrenzte Zahl von Se- 
quenzpermutationen steht fur die Konzeption neuer Pro- 
teine ein unermeBliches Potential an struktureller und 
funktioneller Vielfalt zur Verfugung. Das zu losende Pro- 
blem liegt demnach weniger im Aufbau der Primarsequenz 
als vielmehr irn Verstandnis des Zustandekommens der 
raumlichen Struktur von Proteinen. Das ,,Ratsel Tertiar- 
struktur" bildet somit die eigentliche Hurde auf dem Weg 
zu kiinstlichen Proteinen. Wenn auch die Entschlusselung 
des Faltungscodes bis heute nicht gelungen ist['I, hat doch 
die Rontgen-Strukturanalyse wesentliche Einblicke in die 
GesetzrnaBigkeiten des raumlichen Baus von Proteinen er- 
b r a ~ h t [ ~ - ~ ] .  In Abschnitt 4 des Fortschrittsberichtes wird 
nach einer Diskussion dieser Grundlagen eine Strategie 
zur Herstellung neuer Proteine diskutiert, die auf den heu- 
tigen Erkenntnissen uber den Zusammenhang zwischen 
Primar-, Sekundar- und Tertiarstruktur basiert. 

2. Miissen Enzyme eine Tertiarstruktur haben? 

Ein Blick auf den zum Teil uberraschend ubersichtli- 
chen und vergleichsweise einfachen Aufbau des aktiven 
Zentrums von En~ymen['-~] legt nahe, daB zur Erreichung 
Enzym-analoger Funktionen mdglicherweise wesentlich 
einfacher aufgebaute Molekule entwickelt werden k6nnen. 
Die Bildung eines aktiven Zentrurns, bei dem z. B. funktio- 
nelle Gruppen in spezifischer Weise durch raurnliche Fi- 
xierung in Wechselwirkung treten, erscheint prinzipiell 
nicht an peptidartige Strukturen, d. h. an ein Kettengeriist 
aus Aminosaurebausteinen, gebunden zu sein. Analog ver- 
halt es sich bei weiteren typischen Strukturmerkmalen von 
Enzymen, z. B. dem hydrophoben Kern innerhalb einer hy- 
drophilen, solubilisierenden Oberflache (Abb. I)['']. Die 

Schutz des aktiven 
Bindung allosterischer 

Eff ek toren 

fur induzierte 
)) Konforrnationshnderungen 

Oberflache 

Abh. I .  Allgemeine Struktur- und Funktionsrnerkrnale yon Enzyrnen: Die Ei- 
genbchaften eines Enzyrns basieren auf der kornplexen dreidirnensionalen 
Struktur. die durch die charakteristische Faltung der Polypeptidkette zu- 
slande kommt. 

im folgenden beispielhaft ausgewahlten Modelle haben 
das Ziel, diese Merkmale von Enzymen zu imitieren. 

2.1. Polymere Katalysatoren als Enzyrnmodelle 

Die rnogliche Variationsbreite in der Herstellung, Funk- 
tionalisierung und Derivatisierung von synthetischen Poly- 
rneren setzt der Phantasie zur Imitation Enzym-spezifi- 
scher Eigenschaften praktisch keine Schranken. Die uber- 
wiegende Zahl von Arbeiten uber polymere Katalysatoren 
beschaftigt sich mit dem EinfluB hydrophober und koope- 
rativer Effekte auf die katalytische Aktivitat von Imidazol 
als Modell fur Histidin-enthaltende Enzyrne['*2*"'"1. Ein 
Copolymer 1 aus 4-Vinylimidazol und 4-Vinylphenol be- 
schleunigt z. B. die Hydrolyse von aktiven Estern deutlich 
starker als die monomeren Ausgangsverbindungen, was 
durch einen kooperativen Mechanismus erklart werden 
kann[14.151. 

1 

Kooperative Effekte raumlich benachbarter funktionel- 
ler Gruppen werden auch in Copolymeren des Typs 2 ge- 
funden, bei denen durch Bildung von Wasserstoffbriicken 

(ahnlich wie bei Serin in a-Chymotrypsin) die Nucleophi- 
lie der Hydroxamsauregruppierung erhilht wird'16. "I. Ver- 
bindungen des Typs 2 reagieren nach einem typischen 
Zweistufenmechanismus, bei dem der Desacylierungs- 
schritt durch die benachbarte Imidazolgruppe urn zwei 
GroBenordnungen schneller als bei den Monomeren ver- 
1auft. Die katalytische Aktivitat 1aBt sich noch weiter stei- 
gern, wenn die kooperativ wechselwirkenden funktionellen 
Gruppen bereits irn Grundbaustein 3 kovalent fixiert 
~ind'".'~"~'. Allerdings wird die katalytische Aktivitat die- 
ser Systeme durch Polyrnereffekte, die ihre Ursache in 
konformationell und sterisch bedingten Wechselwirkungen 
innerhalb des Polymerkniuels haben, zum Teil erheblich 
herabgesetzt[']. 

N-R 
/ 

Polymere Katalysatoren mit ,,random-coil"-Struktur 
weisen infolge der groBen Kettenflexibilitat eine Zufalls- 
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orientierung der funktionellen Gruppen a ~ f ~ ~ " ~ " ~ .  Daruber 
hinaus ist der strukturelle Aufbau im allgemeinen hetero- 
gen, so daD experimentell ermittelte Geschwindigkeitskon- 
stanten haufig nur schwer zu interpretieren sind. Dies gilt 
besonders fur ,,Enzymmodelle", die auf einer statistischen 
Funktionalisierung oder polymeranalogen Derivatisierung 
von vernetzten oder verzweigten Polymeren (z. B. Poly- 
ethylenimin) be r~hen[~ ' - ' ~ ] .  Infolge des komplexen Wech- 
selspiels zwischen Katalysator, Substrat und Losungsmittel 
ist eine systematische Untersuchung einzelner, fur die Ka- 
talyse jeweils entscheidender Parameter nur an Modellen 
mit definierter Struktur moglich. Diese Voraussetzung ist 
bei ,,Single-Center"-Modellen erfiilltt2~2'*26*281 (Abb. 2). 

PEPTID 

t t t t 
Solubilisierung hydrophob aktives hydrophob 

Zentrum 

Lys - L y s  -Lys -Lys-Lys * 
I I  I I f  

3 
Abb. 2. Single-Center-Modelle zum Studium der enzymatischen Katalyse. 
Das Peptid (z. B. Oligolysin) mit hydrophober Seitenkette R (z. B. mesogene 
W-Aminoschutzgruppe [28]) wird stufenweise an IBslichen Polymeren (2. B. 
PEG = Polyethylenglycol) synthetisiert, so daO das aktive Zentrum A (z. B. 
NHz. Imidazol, Histidin-N-hydroxyamid) gezielt eingebaut werden kann. Im  
Gegensatz zu polyfunktionellen Modellen hat das Makromolekill nur ein ak- 
fives Zentrum in definierter Umgebung. In wilBrigem Medium bilden sich 
durch Aggregation der Seitenketten micellenartige Strukturen, in denen A 
sich im hydrophoben Kern befindef und die solubilisierende PEG-Kette die 
Enzymoberflache imitiert 125, 26. 281. 

Die unterschiedlichen Funktions- und Strukturmerk- 
male eines Enzyms werden hier durch Verwendung eines 
Blockcopolymers imitiert : Der Polymerblock dient zur So- 
lubilisierung und ermoglicht zugleich den stufenweisen 
Aufbau des P e p t i d b l o ~ k s ' ~ ' ~ ~ ' . ~ ~ ~ ,  dessen funktionelle und 
physikochemische Eigenschaften gezielt modifizierbar 
sind[26.'8. 1611 . An dem in Abbildung 2 dargestellten System 
llRt sich z. B. durch den micellenartigen EinschluB des ak- 
tiven Zentrums in eine hydrophobe Umgebung eine Be- 
schleunigung der Hydrolyse von p-Nitrophenyllaurat in 
der GrdDenordnung bis zu lo4 ermitteln[261. Eine Varian- 
te dieses Prinzips ist der gezielte Aufbau von Oligopep- 
tidketten in der Seitenkette von polyfunktionellen Tra- 
gern~29. 16% 1701 (Abb. 3). 

Ein wesentlicher Schritt in Richtung Enzym-ahnlicher 
Katalyse besteht in der raumlichen Fixierung funktioneller 
Gruppen durch Versteifung des flexiblen Kettengeriists. 
Dazu sind Polypeptidketten aufgrund ihrer Fahigkeit zur 
Bildung von Wasserstoffbriicken potentiell geeignete Kan- 
didaten. Die Polymerisation von Aminosauren des aktiven 

---+EJ-R+FJ-R+R- 
I I 1 'hydrophil 

Abb. 3. Polyrnere Katalysatoren als Enzymrnodelle: Oligopeptide mit Ten- 
denz zur Sekundilrstrukturbildung werden in der Seitenkette sequenziener 
Polyetherblbcke (PEG) aufgebaut. lnfolge des amphiphilen Charakters des 
Makromolekiils kBnnen sich in wBBriger Umgebung Cluster-Phnliche Struk- 
turen bilden. wobei sich die aktiven Zentren A in der hydrophoben Peptid- 
schicht befinden 1291. 

Zentrums von a-Chymotrypsin fuhrt jedoch zu Polypepti- 
den mit ,,random-coil"-Struktur und ~ als Folge davon - 
zu sehr geringer katalytischer Akti~itlt'"-'~~. 

Die Kettenflexibilitat kann durch Cyclisierung des Pep- 
tids herabgesetzt werdenl", 1491. Hydrolyseversuche an cy- 
clischen Modellpeptiden des Typs 4, bei denen eine ko- 

cyclo(-Gly-L-His-L-Ser-Gly-L-His-L-Ser-) 4 

operative Wechselwirkung zwischen den Seitenketten von 
Ser und His zu erwarten ist, zeigen jedoch nur geringe Ef- 
fekte bei der Hydrolyse von p-Nitr~phenylacetat['~-'']. 
Vollkommen neue Moglichkeiten zum Aufbau von Model- 
len mit enzymatischer Aktivitat ergeben sich durch die 
Synthese von Peptidsequenzen rnit Sekundarstruktur: 
Durch den gezielten Einbau trifunktioneller Aminosauren 
in a-Helix- oder p-Struktur-bildende Wirtpeptide konnen 
katalytisch aktive Gruppen immobilisiert und spezifisch 
zueinander orientiert ~ e r d e n [ ~ ~ - " ~  (Abb. 4). 

a P 

Abb. 4. Sekundarstruktur-bildende Peptide als Enzymmodelle: Durch Bil- 
dung von a-Helixstrukturen und antiparallelen p-Strukturen (,,P-hairpins") 
kBnnen gezielt eingebaute funktionelle Gruppen relativ zueinander orientiert 
werden, so daO sie Bhnliche kooperative Effekte wie Enzyme zeigen. 

So fuhrt die Bildung einer partiellen a-Helixstruktur im 
Falle der Sequenz 5 zu einem kooperativen Effekt zwi- 
schen His- und Gl~-Seitenketten'~~]. 

Poly(L-His-L-Ala-L-Glu) 5 
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Im gleichen Sinne wird die Helixstruktur der Sequenz 6, 
einem Modell fur das aktive Zentrum von a-chymotryp- 
sin, durch Bildung eines Wasserstoffbriickensystems der 
Seitenketten von Glu, His und Ser ~ tab i l i s ie r t~~~!  

H-(L-Met),-L-Glu-(L-Met)2-L-His-(L-Met),-L-Se~-(L-Met)~-OH 6 

Ac-His-Phe-Gly-C$s-D-Phe-Ser-Cly-Glu-C~s-NH2 7 

Eine originelle Variante ist die aufgrund von CPK-Mo- 
dellstudien konzipierte Sequenz 7I4O1. Die Orientierung 
und Fixierung der funktionellen Gruppen wird hier durch 
einen ,$-turn'', das heiRt durch Einbau einer S-S-Briicke, 
erreicht. Durch starke Wechselwirkung der Phe-Seitenket- 
ten wird der hydrophoben Tasche zur Substratbindung 
Rechnung getragen. Die geringe katalytische Aktivitat die- 
ses Modells deutet darauf hin, d a b  die Bildung eines Was- 
serstoffbruckensystems kein hinreichendes Kriterium zur 
Erreichung von Hydrolyseaktivitaten ist, die denen von a- 
Chymotrypsin ahnelnr4']. Neuere Untersuchungen schei- 
nen diesen Befund zu be~ta t igen[~~.~ ' l .  

2.2. Was konnen ,,synthetische Enzyme" von 
naturlichen Enzymen lernen? 

Die aus der gro8en Zahl von Enzymmodellen herausge- 
griffenen Beispiele zeigen, daB synthetische Katalysatoren 
durchaus ,,lernfilhig" sind: Enzym-spezifische Eigen- 
schaften wie Reaktionsbeschleunigung durch Kooperativi- 
tat oder Veranderung der Mikroumgebung aktiver Grup- 
pen, Sattigungskinetik, Substrataffinitat und Spezifitat las- 
sen sich in bestimmten Grenzen auf funktionelle Polymere 
und Polypeptide ubertragen. Allerdings liegen die gefun- 
denen Effekte um Groyenordnungen unter denen natiirli- 
cher Enzyme. Es ist deshalb fragwurdig, o b  Bezeichnungen 
wie ,,Enzym-artige Polymere" oder ,,synthetische Enzyme" 
(,,Synzymes") gerechtfertigt sindl'l. Dagegen ist jede Ver- 
besserung synthetischer Katalysatoren fur eine Anwen- 
dung in der organischen Synthese von praktischer Rele- 
vanz. Obwohl die Ergebnisse noch nicht befriedigen[',2."1, 
haben die Studien uber die Bedeutung hydrophober und 
kooperativer Effekte wegweisende Resultate fur weitere 
Untersuchungen gebracht. Die dargestellten Beispiele zei- 
gen aber auch, daR die vereinfachten - reduktionistischen 
- Modellvorstellungen der enzymatischen Katalyse weit 
von der Realitat entfernt sind. In diesem Sinne ist die Be- 
merkung von morn wet^['^'^, daD synthetische makromole- 
kulare Katalysatoren ,,keinerlei neue Erkenntnisse fur den 
Enzymchemiker" gebracht hatten, eine logische Konse- 
quenz und gilt im wesentlichen auch heute noch. Nicht sel- 
ten ist der Mechanismus der katalytischen Funktion in 

Modellsystemen noch undurchschaubarer als im Enzym 
selbst: Dies gilt vor allem bei polymeren (homogenen wie 
heterogenen) Katalysatoren rnit statistischer Anordnung 
der aktiven Gruppen['.2. ".I2'. 

Enzymatische Katalyse als Ineinandergreifen komplexer 
E i n ~ e l e f f e k t e l ~ ~ - ~ ~ ~  ist offensichtlich an eine makromoleku- 
lare Struktur mit definierter raumlicher Architektur von 
Kettengerust und reaktiven Gruppen gebunden. Die Fa- 
higkeit zur spezifischen Faltung in eine starre Geriistkon- 
formation mit Kristall-ahnlicher K~rnpaktheit~'' scheint je- 
doch ein Privileg von Polypeptidketten zu sein['')*201. Ein er- 
ster Schn'tt auf dem Wege zu kunstlichen Proteinen und 
Enzymen muR demnach die Entwicklung von Aminosaure- 
sequenzen sein, die zur Faltung in eine Tertiarstruktur fa- 
hig sind. Die geradezu unendliche Vielfalt in den Variati- 
onsmoglichkeiten der Primarsequenz spiegelt zugleich die 
Komplexitat und den Schwierigkeitsgrad des Unterfan- 
gens wider. Aus diesem Grunde mu13 zuerst der Frage 
nachgegangen werden: Wie kommt die Tertiarstruktur von 
Proteinen zustande? 

3. Das Ratsel ,,Tertiarstruktur" 

Die Klarung der Frage des ,,Warum" und des ,,Wie" der 
Proteinfaltung ist trotz der enormen Zunahme an Informa- 
tionen uber Faltungsmechanismus, Topologie und Struk- 
tur-Aktivitats-Beziehung bis heute weitgehend unge- 
1 o ~ t [ ~ , ~ . ~ . ~ ~ .  1631. Eine ubersichtliche Darlegung des Pro- 
blems der Proteinfaltung ist kiirzlich von Jaenicke erschie- 
nen['I. Hier sollen deshalb nur die Probleme diskutiert wer- 
den, die fur die aktuelle Fragestellung wesentlich sind. 

3.1. Warum faltet ein Polypeptid in die Tertiarstruktur? 

Die Frage des ,,Warurn" IgRt sich seit Anfinsens grundle- 
genden Renaturierungs-Denaturierungs-Studien am Bei- 
spiel der Ribonuclease vom Standpunkt der Energiebilanz 
einer einzelnen Polypeptidkette in einem gegebenen Me- 
dium b e a n t ~ o r t e n [ ~ ~ * ~ ~ . ~ ~ .  Die Energiebilanz des Gesamt- 
systems fur das thermodynamisch kontrollierte Gleichge- 
wicht zwischen entfalteter (denaturierter) und gefalteter 
(nativer) Konformation 

erweist sich als Differenz groRer Zahlen: Die im denatu- 
rierten Zustand uberwiegende Kettenentropie ASCH mu8 
beim ubergang zur nativen Konformation durch die 
Summe der Energien der intramolekularen Wechselwir- 
kungen AH (Wasserstoffbriicken, van-der-Waals- und 
Coulomb-Krafte) und der (positiven) Solvatationsentropie 
ASsoL (,,hydrophobe Wechselwirkung") kompensiert wer- 
den. Eine stabile Tertiarstruktur ist somit ein optimiertes 
System, in dem die Minimierung hydrophober Kontaktfla- 
chen mit dem hydrophilen Losungsmittel sowie die Opti- 
mierung intramolekularer Wechselwirkungen die treiben- 
den Krafte fur die Faltung ~ i n d [ ~ ~ - " ~ .  Die Erreichung einer 
stabilen Tertiarstruktur in Losung ist eine spezifische Fa- 
higkeit von Polypeptiden, die neben dem stark einge- 
schrankten Konformationsraum der einzelnen Aminosau- 
rebausteine"681 (Verminderung von ASC.,,) durch Bildung 
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intramolekularer Wasserstoffbriicken strukturstabilisie- 
rende Elemente enthalten. Synthetische Polymere mit ihrer 
uberaus grorjen Kettenflexibilitat sind dazu nicht imstan- 
de""'. Dennoch ist die Fahigkeit einer Polypeptidkette, 
eine definierte, stabile Tertiarstruktur zu bilden, eher die 
Ausnahme als die Regel: Von der groBen Zahl moglicher 
Polypeptidketten (eine Peptidkette mit n Aminosaurebau- 
steinen kann in 20" unterschiedlichen Sequenzen vorlie- 
gen) bildet vermutlich nur eine verschwindend kleine Zahl 
eine stabile Tertiarstruktur (geschatzte Zahl der in der Na- 
tur vorkommenden Proteine etwa 109-10'O). Aus diesem 
Grunde ist es erklirlich, daD die Zufallserzeugung von Pri- 
marsequenzen zu Polypeptiden mit ,,random-coil"-Kon- 
formation fiihrt. 

3.2. Wie faltet ein Polypeptid in die Tertiantruktur? 

Samtliche Informationen, die ein Polypeptid zur Faltung 
in die einzigartige, native Konformation benotigt, sind in 
der Primarsequenz gespeichert. 

Grundsatzlich kann heute als gesichert gelten, da8  die 
native Konformation eine thermodynamisch giinstige 
Konformation mit einem Minimum der freien Energie 
ist[9.55,58-601. Nur so ist zu erklaren, daB die zu faltenden 
Polypeptidketten einer Spezies von einer Vielzahl von 
Startkonformationen in eine einzige, native Konformation 
finden (eine Peptidkette mit 150 Aminosauren hat poten- 
tiell etwa lo4' Konformationen!). Ob es sich dabei urn das 
g/obale Minimum der multidimensionalen Hyperflache 
des Konformationsraums handelt, wird noch disku- 

Berechnungen der Konformationsenergie die native Kon- 
formation aus der Primlrsequenz vorauszusagen, bisher 
am ,,Multiminima-Problem" g e ~ c h e i t e r t ~ " * ~ ~ - ~ ~ :  Bei der 
Minimierung der Konformationsenergie von nur mittelgro- 
Ben Peptiden tritt bereits eine Vielzahl lokaler Minima 
aufIb0.h31, so daB die Chance, das globale oder das energe- 
tisch tiefste Minimum zu finden, ohne Vorinformation 

tiedid. s.46.noi . D ennoch sind Versuche, durch empirische 

Random - Coil 

(2. B. Startkonformation zur Energieminimierung in der 
Nahe des globalen Minimums[h0-621) praktisch aussichtslos 
ist (Abb. 5). 

Abb. 5. Multidimensionale HyperflBche der Konformationsenergie: Bei der 
Minimiemng der Konformationsenergie E (Summe aus van-der-Waals-. 
Coulomb- und Rotationspotentialtermen [ZO]) wird eine Vielzahl lokaler Mi- 
nima (a) gefunden. Dieses ,,Multiminima-Problem" verhindert, dal3 die Kon- 
formation des biologisch aktiven Proteins ohne experimentelle Vorinforma- 
tion (die z.B. zu einer Starrkonformation in der NPhe des globalen Mini- 
mums (c) fiihren wiirde) aus der alleinigen Kenntnis der Aminosauresequenz 
berechnet werden kann. Ob sich das native Molekul in einem lokalen (a), im 
absoluten (b) oder im globalen (c, Einbeziehung der Kettenentropie) Mini- 
mum befindet, ist heute noch umstritten [S, 461. 

Die heutigen Vorstellungen uber den Faltungsmechanis- 
mus gehen davon aus, dal3 das Molekul nicht alle mogli- 
chen Faltungswege (und damit alle potentiellen Konfor- 
mationen) durchlauft (dazu wurde eine Peptidkette mit 150 
Aminosaureresten ungefahr Jahre benotigen), sondern 
daD ein kinetisch gesteuerter, mehrstufiger Faltungsweg 
durchschritten ~ i r d ~ ~ . ~ . ~ . ~ ~ - ~ ~ ~  (Abb. 6). 

Danach bilden sich in der ersten Stufe eines einkettigen 
Ein-Domanen-Proteins infolge kurzreichender Wechsel- 
wirkungen fluktuierende Nucleationszentren, die im we- 
sentlichen aus a-Helices, p-Strukturen und ,$-bends" 
(Faltstellen) b e ~ t e h e n [ ~ . ~ ~ - " I .  Es wird vermutet, da0  diese 
Nucleationszentren nicht stationar sind, sondern in 
raschem Gleichgewicht mit der ungeordneten (,,random- 
coil") Konformation sich entsprechend ihrer Initiierungs- 
enthalpie uber die Peptidkette verteilen. Im zweiten Schritt 
lagern sich Sekundarstrukturblocke unter dem Einflurj von 
mittelweit- und weitreichenden Wechselwirkungen zusam- 
men. SchlieBlich finden in einem langsamen ProzeB unter 

Sekundarstruktur 

-7 

u -  
1. Nukleation 2. Wachstum und 

Zusammenlagerung 

Native Konformation 

3. Anpassung fur 
optirnale Stabilitat 

Abb. 6. Hypothetischer Mechanismus der Faltung einer linearen Polypeptidkette in die native Konformation [4,6, 
461: Die entfaltete, ungeordnete Polypeptidkette (,,random-coil") bildet in einem ersten Nucleationsschritt infolge 
kurzreichender Wechselwirkungen Bereiche mit Sekundarstruktur (insbesondere a-Helices, ,,p-hairpins", ,,p- 
sheets"), die durch Wechselwirkungen mittlerer Reichweite stabilisien werden und durch Zusammenlagerung die 
Faltung in eine Tertiarstruktur dirigieren. Die native Konformation ergibt sich unter dem EinfluD weitreichender 
Wechselwirkungen, wobei infolge optimaler intramolekularer Anpassung der Seitenketten eine Kristall-iihnliche 
Dichte des Roicinverbandes zustande kommt. 
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Optimierung samtlicher intramolekularer Wechselwirkun- 
gen bestimmte Anpassungen (,,readjustments") von Seiten- 
ketten innerhalb der Molekulkette statt, wobei es auch zur 
Aufhebung ursprunglich gebildeter Sekundarstrukturberei- 
che kommen kann['83]. Der letzte Faltungsschritt besteht 
schliel3lich in der Assoziation von Domanen oder Unter- 
einheiten. Die intermediare Bildung von Sekundurstruktu- 
ren nimmt eine Schlusselstellung im FaltungsprozeD ein. 

3.3. Die ,,Anatomic" der Tertiarstruktur 

Die Rontgen-Strukturanalyse einer rasch wachsenden 
Zahl von Proteinen hat zu dem uberraschenden Ergebnis 
gefuhrt, daB es nur sehr wenige Faltungstopologien gibt. 
Nach einer umfassenden Studie uber GesetzmaBigkeiten 
von Proteinstrukturen lassen sich die bisher untersuchten 
Proteine in wenige Gruppen mit ahnlichem Muster der 
Tertiar~truktur[~.~,~~.~~-'~~ einteilen. Die Grundlage fur eine 
derartige Proteinklassifizierung bilden strukturelle Ord- 
nungsprinzipien innerhalb des hierarchischen Aufbaus von 
Proteinen (Abb. 7). 

Pri marsequenz - 
I 

Sekundar - 
struktur 

Supersekundar- 
struktur 4 
Faltungseinheiten 

I 
Domanen 

GI o bu lo res 
Protein 

a P 

Abb. 7. Hierarchie der Proteintopologie 169, 721: Sekundarstrukturen wie a- 
Helices und ,,fLsheefs" bilden durch Zusammenlagerung iiber ,,loops" cha- 
rakteristische Supersekundilrstrukturen (2. B. ,.pap"-Faltungseinheiten), die 
als kleinste Bauelemente von Domanen aufzufassen sind. Die globulare 
Struktur ergiht sich durch intramolekulare Wechselwirkungen unabhilngig 
faltbarer Domanen. 

Faltungseinheiten mit charakteristischer Organisation 
von Sekundarstrukturblocken (Supersekundarstruktu- 
ren)[7s.761 scheinen schlechthin das Bauelement von Prote- 
inen zu sein. Die zentrale Bedeutung von Sekundarstruk- 
turblbcken bei der Bildung von Tertiarstrukturen findet 
letztendlich im Faltungsmechanismus selbst ihre Begrun- 
dung: Beim Durchschreiten des Faltungsweges sind nur 
solche intermediaren Strukturen fur die Kinetik der Prote- 
infaltung relevant, die hinreichend stabil sind. Energeti- 
sche Betrachtungen iiber Initiierung und Wachstum von 

Kandidaten fur intermediar gebildete Strukturen (a-Heli- 
ces, ,$-hairpins", ,$-bends", hydrophobe Cluster) erge- 
ben, daB insbesondere a-Helices und ,$-hairpins" als 
Nucleationszentren fur die Faltung in Frage k ~ m m e n ~ ~ ' ~ .  
Aus diesen Uberlegungen 1aBt sich ableiten, daB 

I) die in der ersten Stufe der Faltung gebildeten Nuclea- 
tionszentren fur die Topologie und damit den Struk- 
turtyp des Proteins bestimmend sind; 

2) haufig auftretende - von Primarsequenz und Funktion 
des Proteins unabhangige - Faltungseinheiten energe- 
tisch bevorzugte Strukturtypen sind (Abb. 8). 

cia P P  P U P  

Abb. 8. Faltungseinheiten (Supersekundarstrukturen) B I S  kleinste Bauele- 
mente einer Tertiarstruktur [6,75,76]; aa: zwei Helixstringe sind iiber einen 
,,loop" verbunden; pp: antiparalleles Faltblatt, das iiber einen ..b-turn" oder 
,,loop" zu einem .$-hairpin" verkniipft ist: pap: ein Helixstrang liegt iiber ei- 
nem parallel angeordneten ,$-sheet". Die besondere Stdbilitat dieser Fal- 
tungseinheit kommt durch den amphiphilen Charakter der Sekundarstruk- 
turblbcke zustande, der zu einem hydrophoben Cluster im lnnern und zu ei- 
ner hydrophilen Oberilache des Molekiils fiihrt. 

Unter diesen Aspekten ist es nicht uberraschend, daB 
die Tertiarstruktur von Proteinen in vielen Fallen gegen 
den Austausch von Aminosluren weitgehend ,,immun" 
ist'77.781. Dagegen liefert die systematische Veranderung der 
Primarsequenz im aktiven Zentrum durch hnktmutation 
einen Einblick in die Struktur-Aktivitats-Beziehung von 
Enzymen und ermoglicht eine gezielte Modifizierung spe- 
zifischer Eigenschaften (,,protein engineering"[79i). Fur die 
Konstruktion von kunstlichen Proteinen ist die ,,Entartung 
des Faltungscodes" von entscheidender Bedeutung: Eine 
gegebene Tertiarstruktur ist nicht an eine spezifische Pri- 
marsequenz gebunden. Die Modifizierung oder der voll- 
standige Austausch der Primarsequenz unter Erhaltung der 
Tertiarstruktur ist somit ein Wegweiser zum Bau kunstli- 
cher Proteine. 

4. Die Sekundarstruktur als Schlissel ZUT 
Konstruktion neuer Proteine 

Eine Bilanz heutiger Kenntnisse iiber die Tertiarstruktur 
von Proteinen zeigt, daB eine Entzifferung des Faltungsco- 
des noch in weiter Ferne liegtlsl. Das Multiminima-Pro- 
blem und die Komplexitat des Faltungsmechanismus 
scheinen im Augenblick einer voraussetzungslosen Vorher- 
sage der Tertilrstruktur (3") aus der Primarsequenz ( I " )  
unuberwindbare Schranken zu setzen: 

1"  ft. 3" 
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Die Aufklarung des Faltungscodes ist fur die Konstruk- 
tion neuer Proteine jedoch keine notwendige Vorausset- 
zung. Hier ist die Frage entscheidend: Kann fur eine gege- 
bene Tertiarstruktur eine (von vielen potentiell moglichen) 
codierende Primarsequenz gefunden werden? 

3 ' 4  1 "  

4.1. Die Proteintopologie als Ausgangsbasis 

Eine Analyse der Proteintopologien und des postulier- 
ten Faltungsmechanismus weist auf die zentrale Bedeu- 
tung der Sekundarstruktur fur das Zustandekommen der 
Tertiarstruktur von Proteinen hin[b9.721. Ein Vergleich hau- 
fig vorkommender Topologien von Proteinen mit unter- 
schiedlicher Funktion ergibt eine uberraschend hohe 
Ubereinstimmung im raumlichen Bau von Faltungseinhei- 
ten180. 164-1661. . Ob wohl die in Abbildung 9 dargestellten Fal- 

A C 

Abb. 9. Vergleich der raumlichen Architektur von ,.Bae"-Faltungseinheiten 
[SO]: Trotz unterschiedlicher Aminosauresequenz haben die beiden Peptid- 
segmente (A- 5-Lactat-Dehydrogenase. Sequenz D47-D84: B = 1-Arabinose- 
BindingProtein. Sequenz L3-P41) eine charakteristische Faltungseinheit 
vom Typ ,,pap' mit nahczu identischer raurnlicher Struktur, wie die Uberla- 
gerung der beiden Segmente (C) zeigt. 

tungseinheiten vom Typ ,,pap" (Abb. 8) keinerlei Uberein- 
stimmung in Funktion und Primarsequenz aufweisen, sind 
die geometrischen Projektionen["I (Lange und Anordnung 
der Helix- und .,fl-sheet"-BIocke) nahezu deckungsgleich. 
Die Bildung der gleichen reurnlichen Struktur trotz unter- 
schiedlicher Codierung der Peptidkette deutet darauf hin, 
daO es sich hier um unabhangig faltbare Bereiche irn Pro- 
teinverband handelt. Diese Supersekundarstrukturen sind 
dernnach die kleinsten in sich faltbaren Polypeptidketten 
und moglicherweise ein MaB fur die ,,kritische GroBe" zur 
Erreichung einer Tertiarstruktur. Dennoch sind in der Re- 
gel zusatzliche weitreichende Wechselwirkungen zur Stabi- 
lisierung der Gesarntstruktur notwendig. Die Ursache liegt 
in der Labilitat der Sekundlrstrukturblbcke, welche die 
Tertiarstruktur konstituieren. 

Wie aus Konformationsstudien an Partialsequenzen her- 
vorgeht, zeigen die ,,isolierten" Segmente im allgemeinen 
nicht die im Gesamtproteinverband gefundene Konforma- 
tion. Haufig wird ein Ubergang Sekundarstruktur+,,ran- 
dom-coil"-Konformation beobachtet. Auf dem Weg zur 
Konstruktion einer Tertiarstruktur von minimaler Crone 
und maximaler Stabilitat ist der Entwurf von Peptidseg- 

menten mit stabiler Sekundarstruktur eine entscheidende 
Hurde: 

4.2. Primarsequenz und Sekundarstruktur 

Fur die Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Pri- 
marsequenz und Sekundarstruktur sind systematische 
Konformationsstudien an Modellpeptiden besonders auf- 
schluBreich. Untersuchungen an monodispersen Homo- 
und Cooligopeptiden haben wesentliche Einblicke in Bil- 
dung, Stabilitat und Sequenzabhangigkeit von Sekundar- 
strukturen gebracht181.82. 84985.89.90-95. 1061 

4.2.1. Kritische Kettenltingen uon a-Helices 
und fl-Strukturen 

Beim stufenweisen Aufbau von Helix-bildenden Horno- 
oligopeptiden findet ein kontinuierlicher Ubergang von 
der ungeordneten (,,random-coil") Konformation zur a- 
Helixstruktur statt, wie durch Messung des Circulardichro- 
ismus gezeigt werden kann1".84.86.871. Die kritische Ketten- 
lange zur Induktion einer Helixstruktur liegt in Helix-for- 
dernden Ltisungsmitteln wie Trifluorethanol bei n = 7 
Aminosaureresten ; die vollstandige Bildung einer Helix- 
struktur in Losung wird bei n =  15 beobachtet (Abb. 10). 

X I  

- 304 

I .- 
I . .  

200 220 210 
h lnml  - 

Abb. 10. Kritische KettenlBnge E .  fur die a-Helixbildung: Bei Kettenverlan- 
gerung geht das Homooligopeptid Boc-(Met).-PEG in Trifluorethanol von 
der ungeordneten Konformation (n =6) stufenweise in die a-Helixstruktur 
fiber, die bei ca. 15 Aminosaureresten vollstandig ausgebildet ist (charakteri- 
srische Cotton-Effekte im CD-Spektrum bei 1-207 nm und 222 nm) [87]. 

0-Strukturen bilden sich im allgemeinen bei kurzeren 
Kettenllngen (n = 6), wobei der Ubergang ,,random- 
coil"-p-Konformation zum Teil sehr scharf ist (Abb. 

die unterschiedlichen freien Energien fur Initiierung und 
Wachstum von a-Helices und j 3 - S t r ~ k t u r e n ~ ~ . ~ ~ ]  und erkll- 
ren auch den bei der schrittweisen Kettenverllngerung von 

11)188.96. 1251 . D' iese experimentellen Befunde reflektieren 
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Abb. 11. Kritische Kettenlange c, far die Bildung von B-Strukturen: CD- 
Spektrum von (Ser-Leu),-Gly-PEG (-) und Leu-(Ser-Leu),-Gly-PEC (---) 
in H 2 0 .  Das amphiphile Peptid zeigt bei einer Kettenltinge von acht Amino- 
saureresten einen scharfen Ubergang von der ungeordneten Konformation 
zur B-Struktur (negativer Cotton-Effekt bei 1=218  nm). Die C-terminale 
PEG-Kette dient zur Solubilisierung des ansonsten schwerlaslichen Peptids 
11251. 

Homooligopeptiden haufig beobachteten Konformations- 
ubergang: ,,random-coil"+~-Struktur+a-Helix1"~86~87~y61 
(Abb. 12). 

A 
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Abh. 12. 1R-Spektrum von festem [Lys(Z)].-PEG [96]. Das Oligopeptid zeigt 
einen Konformationsubergang vom Typ random-coil (r.c.)+B-Struktur-a- 
Helix, der sich durch die Amid-I-Absorptionsbande besonders deutlich be- 
obachten IBOt. Die fiir die r.c.-Konformation typische Bande bei v =  1656 
cm-'  (n=3, 4) nimmt bei Kettenverlhgerung zugunsten der Bande bei 
v =  1635 cm (n=7, p-Struktur) ab (A): der ubergang zur a-Helix zeigt sich 
durch das erneute Auftreten einer Absorptionsbande bei v =  1655 cm-' 
( n =  13-15) (B). Tr. = DurchlBssigkeit. 

Die kritischen Kettenlangen zur Bildung von a-Helices 
und P-Strukturen liegen bei Homooligopeptiden deutlich 

unter denen sequentieller Peptide. Interessanterweise stim- 
men diese kritischen Kettenlangen zur Erreichung stabiler 
Sekundarstrukturen trotz des Fehlens weitreichender 
Wechselwirkungen - die im Proteinverband zur Stabilisie- 
rung beitragen - mit den in Proteinen haufig beobachteten 
Langen der Sekundarstrukturblocke iiberein[b.6y1. Damit 
sind Homooligopeptide potentielle Kandidaten fur stabile 
Nucleationszentren bei der Konstruktion von Proteinen. 

4.2.2. Zur Stobilitit von Sekundarstrukturen 

Die Stabilitat von Sekundarstrukturen hangt vom Zu- 
sammenspiel von kurzreichenden (Seitenkette mit eigenem 
Kettengeriist) und mittelweit-reichenden (nachbarschafts- 
abhangigen) Wechselwirkungen innerhalb der Peptidkette 
ab. Es gilt als gesichert, da13 fur die Initiierung von a-Heli- 
ces, p-Strukturen und ,$-hairpins" kurzreichende Wech- 
selwirkungen bestimmend ~ i n d [ ~ " . " . ~ ~ l  . Dagegen haben 
Untersuchungen an Wirt-Gast-Peptiden (Abb. 13) gezeigt, 

1 

r. c .  P 

Abb. 13. Wirt-Cast-Modelle zur Untersuchung konformationeUer Praferen- 
zen von Aminosluren und Peptiden 136. 1021. Der Einbau von Gastamino- 
siuren ( C )  beeinfluflt die Tendenz zur Sekundsrsrrukturbildung des Wirt- 
peptids (z. B. Oligo-Ala, -Val. -Met) in charakteristischer Wzist:: Die Einfiih- 
rung Sekundirstruktur-brechender Aminosauren ( 6  = Wasserstoffbrucken- 
Rrecher [ 1051) fiihrt zur random-coil(r.c.)-Konformation. Dagegen bewirkt 
der Einbau a-Helix- oder P-Struktur-bildender AminosZuren (H = Wasser- 
stoffbriicken-Bildner [ 1051) eine Stabilisierung der Sekundantruktur des 
Wirt-Cast-Peptids. An diesen Modell peptiden lassen sich Konformationspa- 
rameter einzelner AminosBuren (und deren Seitenketten-geschufzter Deriva- 
te) unter verschiedenen experimentellen Bedingungen sowie die Rolle kurz- 
und mittelweit-reichender Wechselwirkungen heim Zustandekommen von 
Sekundarstrukturen ermitteln. 

daR die Stabilitat von p-Strukturen durch Nachbarschafts- 
wechselwirkungen entscheidend beeinflufit wirdIsl.YY-l"'! 
Der Einbau von ,,Gastaminosauren" in ein 0-Struktur-bil- 
dendes Homooligopeptid (Wirt) fiihrt unabhangig von den 
spezifischen konforrnationellen Eigenschaften der 
Gastaminosaure zu einer Destabilisierung der Sekundar- 
s t r u k t ~ r [ ~ ~ . ~ ' .  Die Stabilitat von Sekundarstrukturen 
wird demnach von der inneren Symmetrie der Peptidsei- 
tenketten bestimmt und ist bei Homooligopepriden am 
grMten. Der Einbau von nur einer Gastaminosaure mit 
volumingser Seitengruppe (z. B. L-Val) in das Zentrum ei- 
nes Wirtpeptids (z. B. Oligo-L-Ala) kann zur vollstandigen 
Zerstorung der Sekundarstruktur fiihrenI", ' IJ2 .  . D' iese 
nur experimentell zuganglichen lnformationen sind von 
grundlegender Bedeutung fur die Konzeption von Sekun- 
darstruktur-bildenden Sequenzen mit funktionellen Eigen- 
schaften. 
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4.2.3. Zur Vorhersage von Sekundarstrukturen 

Die Vorhersage von Sekundarstrukturen bei gegebener 
Primarsequenz unter Anwendung statistisch ermittelter 
Konformationsparameter und empirischer Regeln (,,pre- 
diction codes") gehort heute bereits zu den Standardme- 
thoden bei der Untersuchung konformationsabhangiger 
Eigenschaften von Peptiden und Proteinen1'"'"''61. Die ur- 
sprunglich von Chou und Fa~rnan['~*'~'~ in verstandlicher 
- und darnit fur die Alltagspraxis des Proteinchemikers 
brauchbarer - Form entwickelten empirischen Vorhersage- 
schemata wurden als Folge des rasch zunehmenden Da- 
tenmaterials (aus Rontgen-Strukturanalysen von Prote- 
inen) standig modifiziert; allerdings scheinen die dadurch 
erzielten Verbesserungen der Vorhersagegenauigkeit die 
Zunahme der Komplexitat der verschiedenen Vorhersage- 
algorithmen kaum zu rechtfertigeni8'. 'I4] . Al s sympto- 
matisches Beispiel hierfur kann die statistisch-mechani- 
sche Methode von Scheraga und Tanaka dienen"071, bei 
der erstmals nachbarschaftsabhangige Wechselwirkungen 
in die Computer-unterstutzten Berechnungen einbezogen 
werden. Zwar gelingt es, die a-Helixregion und - mit gro- 
Berer Unsicherheit - die ,$-sheets" sowie die ,,p-bends" in 
Proteinen zu lokalisieren, jedoch bereitet die Festlegung 
der Endpunkte periodischer Sekundarstrukturen noch er- 
hebliche Schwierigkeiten. Eine entscheidende Verbesse- 
rung empirischer Vorhersagealgorithmen ist wegen der in 
der Methode begriindeten Limitierung (keine quantitative 
Erfassung weitreichender Wechselwirkungen) nicht zu er- 
warten[". lw1. Die Vorhersage von Sekundarstrukturen 
kurzkettiger Peptide bei gegebener Prirnarsequenz rnit die- 
sen statistischen Algorithmen ist wegen der Losungsmittel- 
und Endgruppeneinfliisse auf die bevorzugte LBsungskon- 
formation noch erheblich problematischer. Hier liefern die 
durch das Studium von Modellpeptiden gewonnenen ex- 
perimentellen Informationen wesentlich zuverlassigere 
Einblicke in den Zusammenhang zwischen Primarsequenz 
und Sekundar~tnrktur'~~.~']. Empirische Vorhersagernetho- 
den sind demnach fur das  zu Iosende Problem nur von be- 
grenzter Aussagekraft. 

4.3. Peptide mit Sekundarstruktur als ,,Bauelemente" 

Fur die Konstruktion von kunstlichen Proteinen ist die 
Verfugbarkeit von maBgeschneiderten (Kettenlange, phy- 
sikalische Eigenschaften) Oligopeptidblocken mit stabiler 
Sekundarstruktur als Bauelemente eine strategische Vor- 
aussetzung. Systematische Untersuchungen an Modellpep- 
tiden haben ergeben, daB Homooligopeptide mittlerer Ket- 
tenlange zur Bildung von Sekundarstrukturen neigen. Der 
jeweils bevorzugte Konformationstyp wird von den Seiten- 
ketten determiniert. Wahrend die hydrophoben aliphati- 
schen Aminosauren in der Reihe Ala < Leu <Val < Ile be- 
reits bei Kettenlangen von n -6-8 zu stabilen p-Strukturen 
fuhren, liegen die Werte fur die Helixbildung vor allem in 
waBrigen Systemen erheblich hoher. Zur Regulation der 
Helixblocklange bietet sich hier ein Kunstgriff an: Der 
Einbau einer stark Helix-induzierenden Aminosaure wie 
a-Aminoisobuttersaure (Aib) verringert die kritische Ket- 
tenlange fur die Helixbildung je  nach eingebautem Anteil 
auf das gewunschte Ma13L"7-'2'1. Bereits Pentapeptide, die 
Aib enthalten, konnen Helixstruktur aufweisen"221. 

Amphiphile Sekundarstruktur-bildende Peptidblocke 
spielen als treibende Kraft zur Faltung einer linearen Poly- 
peptidkette in eine Tertiarstruktur eine entscheidende Rol- 
le. Durch alternierende Anordnung hydrophober und hy- 
drophiler Aminosaurereste in der Primarsequenz lassen 
sich Schichtstrukturen erhaltenl'23-'2'1, die sich durch Bil- 
dung hydrophober ,,Cluster" (unter Freiwerden der Solva- 
tationsentropie ASsoL) auszeichnen (Abb. 14). Interessan- 

Abb. 14. Bildung hydrophober Cluster durch Entstehung von Schichtstruktu- 
ren in amphiphilen Peptiden 1123, 1251. Der repetitive Aufbau ftihrt bei Bil- 
dung von ,,p-sheets" (vgl. Abb. 11) zu einer Konformation, bei der sich die 
hydrophoben (!ID) und hydrophilen ( Q )  Seitenketten auf unterschiedlichen 
Seiten des Peptidgeriists onentieren. 

terweise liegen die kritischen Kettenlangen fiir die Bildung 
amphiphiler f3-Strukturen in der gleichen GroBenordnung 
wie bei Hom~oligopept iden[ '~ '~:  Die Sequenz (Ser-Leu), 
zeigt z. 9. bereits bei n = 4  cine vollstandig ausgebildete p- 
Struktur in Wasser (vgl. Abb. 11). In ahnlicher Weise las- 
sen sich durch repetitiven Einbau hydrophiler Aminosau- 
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Abb. 15. Kntische Kettenltlnge e. fiir die Bildung amphiphiler Helices: CD- 
Spektrum von (Ala-Aib-Glu-Glu),-PEG in H 2 0  [127]. Der ubergang von ei- 
ner ungeordneten (random-coil) Konformation zu einer helicalen Struktur 
findet bei ca. zehn Aminoshreresten statt. Die amphiphile Helix, bei der die 
hydrophilen (Glu) und hydrophoben (Ala, Aib) Aminoslurereste aul unter- 
schiedlichen Seiten des Helixzylinders liegen, ist bei einer Kettenlange von 
n P 14 voll ausgebildet. 

ren (Glu, Gln, Lys) in hydrophobe Grundstrukturen am- 
phiphile Helices erzeugen['26, l2'). Fur die Sequenz (Ala- 
Aib-Glu-Glu), wird Lhnlich wie bei Homooligopeptiden 
ein kontinuierlicher lfbergang zur Helixstruktur gefun- 

(Abb. 15). 
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Das Zustandekommen hydrophober Wechselwirkungen 
entlang der Helixachse scheint allgemein eine entschei- 
dende Triebfeder zur Helixbildung zu sein. Auf dem Kon- 
zept der Ermittlung amphiphiler Strukturen entlang der 
Peptidkette basiert demnach eine Vorhersagemethode 
(,,helical wheel") fur a-Helices1'08, I Is]. 

Als Nucleationszentren spielen ,,B-turns" (,$-bends") 
eine herausragende Rolle; ihre Entstehung laRt sich auf 
kurzreichende Wechselwirkungen zuriickfiihren, die sich 
in unterschiedlichen Codierungstendenzen zur ,,p-turn"- 
Bildung einzelner Aminosauren ausdriickt. Zur Vorhersage 
von ,,P-turns" konnen empirische~'28.'291 und experimen- 
tell['30-'321 ermittelte Parameter herangezogen werden. Die 
ausgewahlten Beispiele zeigen, daR Konzeption und Syn- 
these von Sekundarstruktur-bildenden Peptidblocken mit 
maRgeschneiderten strukturellen, konformativen und phy- 
sikochemischen Eigenschaften bereits heute prinzipiell 
realisierbar sind. 

4.4. Von der Sekundarstruktur zur Tertiarstruktur 

Die Analyse der Topologie, des Faltungsmechanismus 
und des Zusammenhangs zwischen %mar- und Sekundar- 
struktur bildet die Grundlage fur eine allgemeine Strategie 
zur Konstruktion von Polypeptidketten, die zur Faltung in 
eine Tertiarstruktur beBhigt sind (Abb. 16): Ausgangs- 
punkt fur die Konzeption einer Tertiirstruktur sind ma& 
geschneiderte Oligopeptide mit Sekundarstruktur, die als 
stabile Nucleationszentren die Topologie des Kettengeru- 
stes bestimmen. Als ,,Bauplan" fur die dreidimensionale 
Architektur dienen die GesetzmaRigkeiten in der Faltungs- 

Domane 

t 

v & tQQ 
. .  . .  

topologie naturlicher Proteine, wobei haufig beobachtete 
Faltungseinheiten als kleinste Domanen eines kunstlichen 
Proteins zu betrachten sind (Abb. 7, 8). Die Primarsequenz 
wird unter dem Aspekt der 

- maximalen Stabilitit der Sekundarstrukturblijcke (Ho- 
mooligopeptide) sowie der 

- optimalen Energie der intramolekularen Wechselwir- 
kung im gefalteten Polypeptid (amphiphile Sequenzen) 

konzipiert. In die fur die Gesamtstabilitat weniger relevan- 
ten ,,loops" werden vorteilhaft hydrophile Aminosauren 
eingesetzt. 

Funktionelle Aminosauren oder aktive Zentren massen 
so in das Geriist des Wirtpeptids eingebaut werden, dab 
die Stabilitat der Tertiarstruktur nicht beeintrachtigt wird. 
Nach bisherigen experimentellen B e f ~ n d e n ' ~ ~ '  ist folgende 
Prioritat zu wahlen: ,,loops" >&Helix > ,$-sheets". Zur 
Stabilisierung der Tertiarstruktur kann die Primarsequenz 
modifiziert werden (z. B. durch S-S-Briicken, Coulomb- 
Kontakte, Komplexbildung). Diese Manipulationen lassen 
sich durch Computer-unterstutzte Strukturmodellierung 
(,,Molecular Modeling") in Verbindung mit Berechnungen 
der Konformationsenergie effizient steuern (siehe z. B. 
Abb. 19). 

Das vorliegende Konzept zur Konstruktion von faltba- 
ren Polypeptidketten lehnt sich eng an die heutigen Vor- 
stellungen des Faltungsmechanismus von Proteinen an: 
Die Tertiarstruktur kommt durch Zusammenlagerung 
,,starrer" Sekundarstrukturblocke im Sinne einer intramo- 
lekularen Aggregation zustande. Die Strategie unterschei- 
det sich damit grundlegend von der Konzeption, eine gege- 

+ t t t 
t Primar- 

sequenz 

Abb. 16. Allgemeine Strategie zur Konstruktion von Polypeptiden mit Tertiilrstruktur: Sekundarstrukturblijcke (,,stabile 
N ucleationszentren") werden zu charakteristischen Faltungseinheiten und Domanen zusammengelagert. Die Primarse- 
quenz wird so gewahlt. daO die Peptidsegmente maximale Stabilitilt der Sekundarstruktur (Helix, ,$-sheet", ,,i3-turn") auf- 
weisen (z. B. Homo- oder Cooligopeptide) und beim FaltungsprozeB zu einer optimalen intramolekularen Wechselwir- 
kung der Seitenketten fiihren. Beim gezielten Einbau funktioneller Gruppen oder aktiver Zentren in die Primarsequenz 
rnuB die Gesamtstabilitat der dreidirnensionalen Struktur erhalten bleiben: die dam erforderlichen Sequenzmanipulatio- 
nen kannen durch ,,Molecular Modeling'' gesteuert werden [SO]. 
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bene Primarsequenz von Proteinen durch Austausch von 
Aminosauren unter Erhaltung der Sekundar- und der Ter- 
tiarstruktur zu ~erandern'~' . '~~].  Die ,,Modellierung" von 
Peptiden und Proteinen mit dem Ziel der Veranderung 
physikochemischer oder funktioneller Eigenschaften kann 
jedoch durchaus als spezieller Test fur die hier entwickelte 
allgemeine Strategie zum Bau kiinstlicher Proteine angese- 
hen werden. 

4.5. Energiebilanz von Modellproteinen 

Der Faltungsmechanismus von Modellproteinen (z. B. 
flap-Einheit) kann als zweistufiger ProzeD aufgefaDt wer- 
den (Abb. 17): I )  Bildung der Sekundilrstruktur, 11) Fal- 
tung in die Tertiarstruktur. 

C 

- - - - -  

Ahb. 17. Fdltungsschema von kiinstlichen Proteinen: Der erste Nucleations- 
schritt (I)  fiihrt hier im Gegensatz zum FaltungsprozeD natilrlicher Proteine 
von einer ungeordneten Konformation (A) zu stabilen Sekundilrstmkturen 
als Nuclearionszentren (B) und legt damit den weiteren Faltungsweg sowie 
die Gesamttopologie des Molekiils rest. Treibende Krafl fur die Faltung (11) 
in eine stabile Tertiarstruktur (C) ist die Bildung hydrophober Cluster im In- 
nern des Polypeptids (Freisetzung der Solvatationsentropie) infolge der am- 
phiphilen Natur der Sekund~rstrukturblbcke. Hierbei versucht das Molekul, 
seine hydrophoben Kontaktflachen zum Losungsmittel (H,O) zu minimie- 
ren. 

Anders als bei natiirlichen Proteinen (fluktuierende Se- 
kundarstruktur) liegt das Gleichgewicht des ersten Fal- 
tungsschrittes praktisch vollstandig auf der Seite der ther- 
modynamisch stabilen Sekundarstruktur. Durch die 
,,Versteifung" der Peptidkette (Einschrankung des Konfor- 
rnationsraums) liefert dieser schnelle Nucleationsschritt 
den entscheidenden Energiebeitrag fur die Bildung einer 
Tertiarstruktur und dirigiert den weiteren Faltungsweg. 
Treibende Kraft fur die Faltung in eine Tertiilrstruktur 
(zweiter Schritt) sind hydrophobe Wechselwirkungen in- 
folge des amphiphilen Charakters der Sekundilrstruktur- 
blocke. Bei naturlichen Proteinen muD der hohe Verlust 
der Kettenentropie im Faltungsschritt durch optimale in- 
tramolekulare Wechselwirkungen und einen hohen Ge- 
winn an Solvatationsentropie (freiwerdendes Lbsungsmit- 
tel) kompensiert werden. Bei Modellproteinen mit stabiler 
Sekundarstruktur dagegen genugt bereits ein wesentlich 
geringerer Energiebeitrag, um den vie1 kleineren Verlust an 
Kettenentropie nach dem ersten Nucleationsschritt zu 
uberwinden (AG = Differenz kleiner Zahlen). Die bei na- 

tiirlichen Proteinen zur Stabilisierung der Sekundarstruk- 
turblocke entscheidenden weitreichenden Wechselwirkun- 
gen erklaren, da13 bei ,,Isolierung" dieser Segmente in der 
Regel ein Ubergang zur ungeordneten Konformation statt- 
findet. Durch Vergleich der Energiebilanzen kann man je- 
doch ableiten, daD kunstliche Proteine infolge der gr6De- 
ren Stabilitat der Sekundarstrukturelemente eine stabilere 
Tertiarstruktur haben sollten. 

Dagegen muD offen bleiben, welche kritische Ketten- 
lange zur Erreichung einer Tertiarstruktur notwendig ist. 
Experimentelle Befunde an enzymatisch gespaltenen Pro- 
teinen deuten auf eine Mindestlange von ca. 40 Aminosau- 
reresten hin['33-'3s'. Diese GrbDenordnung liegt interessan- 
terweise im Bereich von @$-Faltungseinheiten. 

4.6. Synthese von Peptiden 

Die chemische Synthese von lilngeren Peptidketten ist 
trotz beachtlicher Fortschritte in der Strategie der Auf- 
bauprinzipien sowie in der Schutzgruppentechnik auch 
heute noch eines der zentralen hobleme der Peptidche- 

. ie Entwicklung der DNA-Rekombina- 
tionstechnik eroffnet fur den Bau neuer Peptide und Pro- 
teine langfristig gesehen vollkommen neue Moglichkei- 
ten13,140'. Das bei der chemischen Peptidsynthese bis heute 
unerreichte Ziel, Peptide und Proteine mit beliebiger Ket- 
tenlange und Primarsequenz zuverlassig aufzubauen, ist 
durch diese Entwicklung realisierbar geworden. Die Syn- 
these von Proteinen gehart somit fur die Zukunft eindeutig 
zur Domane des ,,genetic engineering". Jedoch eroffnet 
gerade die Kombination von biotechnologischer und che- 
mischer Synthesestrategie neue Perspektiven fur die Modi- 
fizierung und die Konstruktion von kiinstlichen Proteinen. 
Der besondere Vorteil dieser Strategie liegt darin, daf3 das 
gesamte Potential der chemischen Peptidsynthese zur 
funktionellen und strukturellen Modifizierung von Peptid- 
sequenzen - z. B. zum Einbau von unnatiirlichen oder von 
D-Aminosauren - ausgenutzt werden kann. Hier kommt 
der Semisynthese, bei der natiirliche und synthetisch her- 
gestellte Segmente enzymatisch verknupft werden, in Zu- 
kunft groRe Bedeutung 2u114'-143* 'ssl. 

Faltungseinheiten mit Kettenlsngen von ca. 30-40 Ami- 
nosaureresten scheinen derzeit die Grenze der chemischen 
Peptidsynthese zu bilden, wenn Effizienz und Zuverlilssig- 
keit beriicksichtigt werden; dieses Ziel ist nur zu erreichen, 
wenn das gesamte Potential heutiger Synthesestrategien 
ausgeschopft wird: Durch die in jiingerer Zeit erreichten 
methodischen Verbesserungen der Schutzgruppenstrate- 
gie['7Z. 1731, der Verankerungstechnikf'38. 139.173-175.18ll und 
der Trsgereigens~haften['~~. 173s  176. 1771 kommt der stufen- 
weisen Peptidsynthese an polymeren TrZigern wieder stei- 
gende Bedeutung zu. Insbesondere hat die Entwicklung ef- 
fizienter Trennverfahren - allen voran die prilparative 
Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) - zu ei- 
nem entscheidenden Durchbruch der Festphasensynthese 
gefuhrt: MittelgroDe Peptide bis zu etwa 20 Aminosaurere- 
sten lassen sich durch die HPLC-Technik zuverliissig reini- 
genf172~178~. Dagegen erscheint die Totalsynthese hbherer 
Peptide an polymeren Trilgern weiterhin problematisch; 
haufig lassen sich auf diesem Wege jedoch wertvolle Vor- 
informationen iiber physikochemische und strukturelle Ei- 
genschaften des Zielpeptids gewinnen. Zum Aufbau von 

miel136-139. 1801 D 
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langerkettigen Peptiden konnte die Kombination von stu- 
fenweiser Tragersynthese und anschlienender Segment- 
kondensation in Losung oder am polymeren Trager zur 
Methode der Wahl werden. Urn die Entstehung von Fehl- 
peptiden zu vermeidenl17'], die im Falle amphiphiler Pep- 
tidsequenzen mit alternierender Aminosluresequenz zur 
drastischen Destabilisierung der Uberstruktur fuhrt, ist die 
Kupplung von Dipeptiden beim stufenweisen Aufbau be- 
sonders vorteilhaft. 

Bei der Synthese von Faltungseinheiten bietet die Ver- 
wendung ldslicher polymerer Tragerf2'. l3'] besondere Vor- 
teile: Hier kann die bevorzugte Konformation der solubili- 
sierten Peptidkette in jeder Synthesestufe durch spektro- 
skopische Methoden ermittelt ~ e r d e n [ ~ ~ * ~ ~ ~ , ~ ~ ~ ~ .  Die zum 
Aufbau von Faltungseinheiten eingesetzten Peptidseg- 
mente mit Sekundarstruktur lassen sich auf diese Weise uor 
der Fragmentkondensation strukturell und konformatio- 
nell charakterisieren. 

Infolge des engen Zusammenhangs zwischen Konfor- 
mation und physikochemischen Eigenschaften von Pepti- 
den[144-148.162] f ordert der Aufbau von Sekundarstruktur- 
bildenden Oligopeptiden den Synthetiker besonders her- 
aus. Dabei ist die Schwerloslichkeit einzelner Segmente ein 
limitierendes Problem: Die Bildung intermolekular assozi- 
ierter ,,p-sheets" fuhrt zur Aggregation und damit zur Un- 
ldslichkeit hydrophober und latent amphiphiler Peptidket- 
ten (Abb. 18)[2h.1481. Dieses Minimum der Loslichkeit bei 
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Abb. 18. Zusammenhang zwischen Konformation und physikochemischen 
Eigenschaften von Peptiden: Der bei KettenverlBngerung eines Peptids (z. B. 
Oligo-Lys(Z), -Glu(Bzl), -Leu) hBufig beobachtete Ubergang von der unge- 
ordneten (r.c.) Konformation in die b-Struktur ist von einer drastischen Lds- 
lichkeitsabnahme des Peptids begleitet und erklan die SchwerlBslichkeit mit- 
telgrofler Peptidsegmente. Bei Erreichung der kritischen KettenlBnge fiir die 
rr-Helix nimmt die Uslichkeit infolge der Bildung intrornolekularer Wasser- 
stoffbficken wieder zu. Dieser enge Zusammenhang zwischen bevorzugter 
KonCormation und Eigenschaften des Peptids wie Ldslichkeitsverhalten, Ag- 
gregationstendenz oder Reaktivitat ist fur die Synthese hbherer Peptide von 
grundsatzlicher Bedeutung [ 144, 145. 1621. 

mittelgrofien Peptiden kann bei weiterer Kettenverllnge- 
rung infolge einer zunehmenden Tendenz des Peptids zu 
intramolekularen Wechselwirkungen (Ubergang zur Helix- 
struktur oder zur Faltung) uberwunden werden18'.'".'"51. 
Fur die Strategie des Aufbaus von Faltungseinheiten sind 

derartige Konformationsubergange von erheblicher Rele- 
vanz: So kann z. B. durch Aufbau des fl-Struktur-bildenden 
Peptidblocks an P~lyethylenglycolen[~~~'~*~ und anschlie- 
Bende Verknupfung des gut loslichen Helixsegments das 
Loslichkeitsproblem teilweise umgangen werden. Eine 
vielversprechende, in der praktischen Durchfuhrung noch 
unausgereifte Variante ist die enzymatische Verknupfung 
von ungeschutzten (und damit gut loslichen) Segmenten. 

Neben der ublichen analytischen Charakterisierung der 
Primarsequenz (Reinheitskriterien) ist die Identifizierung 
der Tertiarstruktur ein spezifisches Problem, zumal biolo- 
gische Aktivitatstests als Beweis fur Reinheit und Struktur 
entfallen. Da eine Rontgen-Strukturanalyse nur in Aus- 
nahmefallen moglich sein durfte, mussen miiglichst viele 
spektroskopische (insbesondere CD, IR, NMR, Fhores- 
zenz), chemische (z. B. katalytische Effekte, Komplexbil- 
dung), physikochemische (z. B. Aggregationsverhalten, 
Lichtstreuung, Kerr-Effekt) und gegebenenfalls biochemi- 
sche Methoden zur Charakterisierung der raumlichen 
Struktur herangezogen werden. Ein weiterer Gesichts- 
punkt verdient Beachtung: Die Faltung in die Tertiarstruk- 
tur verlauft nur unter jeweils spezifischen Bedingungen 
spontan'Io1. Neben Konzeption und Synthese der Primarse- 
quenz nimmt demnach das Studium der optimalen Fal- 
tungsbedingungen eine wichtige Stellung ein. 

4.7. Der aktuelle Stand bei der Konstruktion 
kunstlicher Proteine 

Nachdem der in diesem Fortschrittsbericht dargelegte 
Zusammenhang zwischen Primarsequenz und Sekundar- 
struktur von Peptiden uber viele Jahre im Mittelpunkt ex- 
perimenteller und theoretischer Untersuchungen stand, 
scheint die Zeit fur einen ebenso schwierigen wie faszinie- 
renden Schritt gekommen zu sein: den Ubergang von der 
Sekundar- zur Tertiarstruktur. Die augenblickliche Situa- 
tion ist durch rege Aktivitaten im Grenzbereich zwischen 
Sekundar- und Tertiarstruktur gekennzeichnet: Hier bilden 
Versuche zur ,,Modellierung" der Sekundarstruktur in bio- 
logisch aktiven Peptiden und Proteinen eine erste wichtige 
Stufe. Der Ersatz von Helix-bildenden Sequenzen in mit- 
telgrol3en Peptiden und Peptidhormonen durch amphi- 
phile Modellpeptide mit stabilerer Sekundarstruktur hat 
bereits zu interessanten Resultaten gefuhrt, z. B. zur Modi- 
fizierung der biologischen Aktivitat bei der Substrat-Re- 
zeptor-Bind~ng~'~"~'~'~. Am Beispiel des Ribonuclease-S- 
Peptids konnte gezeigt werden, daB beim Ersatz eines Se- 
kundarstrukturblocks durch ein Modellpeptid die biologi- 
sche Funktion weitgehend erhalten bleibt11s2J. Auf der 
Grundlage empirischer Konformationsvorhersagen gelang 
der Entwurf eines Modellpeptids, das zur DNA-Wechsel- 
wirkung fahig i ~ t [ " ~ . " ~ ] .  Wir befassen uns derzeit mit der 
,,Modellierung" von Domanen natiirlicher Proteine und 
Enzyme sowie mit der Synthese von Faltungseinheiten mit 
neuartigen katalytischen und funktionellen Eigenschaften. 
In der pap-Faltungseinheit der Thioredoxinsequenz 22-58 
wurden z. B. samtliche Sekundarstrukturblocke (a-Helix 
36-50, ,$-sheets" 22-29 und 53-58) durch einfache Mo- 
dellsequenzen unter Erhaltung des aktiven Zentrums 
( C ~ s ~ ~ - G l y - P r o - C y s ~ ~ )  ausgetauscht; weitere kleine Ande- 
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rungen sind ohne Belang (Abb. 19). Spektroskopische Da- 
ten deuten darauf hin, daB die Tertiarstruktur von Modell- 
sequenz und naturlicher Sequenz (als isolierte Strukturein- 
heit und im Gesamtproteinverband) uberein~timrnen~'~'~. 

P 2  

inen, zum anderen erscheinen die bis heute synthetisierten 
Enzymmodelle als gichtiger Abglanz" der Wirklichkeit. In 
diesem Sinne mag der Versuch zur Konstruktion neuer 
Proteine als gewaltiger interdisz@linarer LernprozeB aufge- 
faBt werden (Abb. 20), bei dem der Lehrplan durch das 
Studium der Enzyme selbst gegeben ist: ,,The molecule 
knows, how to fold, so we may learn, how it does it"liJ71. 

b 

C 

Abb. 19. .,Modellierung" der Partialsequenz 22-58 von Thioredoxin. Die na- 
tiirliche Aminosauresequenz (a) wird unter Erhaltung des aktiven Zentrums 
Cys'('-Gly-Pro-Cys'' durch eine amphiphile Modellhelix (Glu-Glu-Ala- 
Aibh(ai) und durch zwei amphiphile p-Strukturblacke mit der Sequenz (Thr- 
Val),-Thr(Pi und pi) ersetzt (c). Die raumliche Struktur dieser Partialsequenz 
entspricht einer pap-Faltungseinheit (b) und bleibt trotz der drastischen Mo- 
difizierungen der Primarsequenz auch im Modellpeptid erhalten 11271. 

Trotz dieser ermutigenden Ansatze zur Konstruktion 
von kunstlichen Proteinen sind noch viele Fragen offen. So 
liegt z. B. das Problem der Aggregation von Polypeptidket- 
ten als Konkurrenzvorgang zur intramolekularen Faltung 
noch weitgehend im Dunkeln. Es laBt sich zeigen, daB die 
als Bauelemente verwendeten amphiphilen Helix- und p- 
Struktur-Blocke in waRrigen Systemen zur Aggregation 
neigenIz6. I4'I. Diese Aggregationstendenz amphiphiler Se- 
kundarstrukturen bildet die Triebfeder fur die intramole- 
kulare Faltung. Vorlaufige Versuche am Beispiel von flap- 
Faltungseinheiten scheinen diese These zu bestatigen. 

5. SchluDbemerkungen 

Albert Einsteins Bekenntnis ,,Die Religiositlt des For- 
schers liegt im verzuckten Staunen iiber die Harmonie der 
Naturgesetzlichkeit, in der sich eine so uberlegene Ver- 
nunft offenbart, daB alles Sinnvolle menschlichen 
Denkens und Anordnens dagegen ein glnzlich nichtiger 
Abglanz i ~ t ' ' 1 ' ~ ~ ~  konnte man als Leitmotiv fur die im vor- 
liegenden Bericht skizzierte Situation wahlen: Zum einen 
stehen wir beim Versuch, neue Proteine zu konstruieren, 
,ptuunend' vor dern Ratsel der Tertiarstruktur von Prote- 

Faltungseinheiten 
Domanen 
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Semi synt hese 
DNA- Rekombination 

Abb. 20. Der Bau kiinstlicher Proteine als interdisziplinhre Aufgabe. Aus- 
gangspunkt fiir den Bau kiinstlicher Proteine bilden die experimentellen Be- 
funde iiber die Topologie (aus R6ntgen-Strukturanalysen) und den Faltungs- 
mechanismus (aus Denaturierungs-Renaturierungs-Studien) natiirlicher Pro- 
teine. Experimentelle Konformaliun~unrer.ruehungen an Modellpeptiden lie- 
fern die Grundlage fur den Entwurf von Peptidsequenzen mit ma8geschnei- 
derten tonformationellen und physikochemischen Eigenschaften, wobei 
auch tbeoretische Studien vorteilhaft herangezogen werden ktinnen. SchlieR- 
lich ist die Synrhesem6glichkeit beliebiger Aminosauresequenzen Voraurset- 
zung fur die Realisierung der Gesamtkonzeption. Hierbei kommt der Kombi- 
nation chemischer und biotechnologischer Synthesestrategien wachsende Be- 
deutung zu. Einen Zugang zu neuen Proteinen zu schaffen ist somit gleicher- 
maBen eine Herausforderung fur den Konformationsanalytiker, den Bioche- 
miker, den Biotechnologen und nicht zuletzt fur den Peptidsynthetiker. 

Die hier entwickelte allgemeine Strategie benutzt die 
Methode der DeduktionliS8l. Aus der - von der Natur ent- 
liehenen - ,,Idee der T e r t i a r ~ t r u k t u r " [ ~ ~ ~ ~  wird eine Primar- 
sequenz stufenweise abgeleitet. Nach sind Er- 
folg (,,Verifikation") und MiRerfolg (,,Falsifikation") beim 
Bau neuer Proteine ,,Bewahrungskriterien" fur unsere Vor- 
stellungen (,,Theorie") iiber das Zustandekommen der Ter- 
tiarstruktur. 

Wie so oft in  der Forschung wachst die Palette potentiel- 
ler Anwendungen schneller als die grundlegenden Zielvor- 
stellungen realisiert werden konnen: 

- maageschneiderte Katalysatoren 
- immunologische und biochemische Anwendungen und 

- Aufklarung des Faltungscodes 
nicht zuletzt 

sind Erwartungen, die mit der Synthese kunstlicher Pro- 
teine verknupft werden. In Anbetracht der Komplexitat 
des zu losenden Problems wird hier - zumindest was die 
zeitliche Entwicklung betrifft - sokratische Bescheidenheit 
angebracht sein. Der Bau kunstlicher Proteine ist so gese- 
hen eine Zukunftsperspektiue. 
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Die eigentliche Faszination fur den Peptidchemiker liegt 
dabei in der Einbeziehung einer neuen Dimension - der 
dreidimensionalen Architektur von Polypeptiden - in die 
Syntheseplanung. Damit wird moglicherweise eine im holi- 
stischen Sinne ,,neue Qualitat" synthetischer Makromole- 
kule erschlossen, die sich in der enzymatischen Katalyse 
offenbart und in Umrissen an Modellen fur synthetische 
Enzyme erkennbar ist. 

Nach diesem Blick in die Zukunft sol1 abschliefiend ein 
Blick in die Vergangenheit geworfen werden: Wie sind 
Proteine entstanden? Aufgrund experimenteller Ergeb- 
nisse ist es denkbar, daB infolge kooperativer Effekte die 
Entstehung von Homooligopeptiden mit Sekundarstruktur 
begunstigt war und daB durch Zusammenlagerung dieser 
Blocke im Sinne des Faltungsmechanismus von Proteinen 
einfache Formen der Tertiarstruktur (,,Proteinoide") ent- 
standen, die durch Einlagerung von ,,Gastaminosluren" 
unter Erhaltung der dreidimensionalen Struktur ,,funktio- 
nalisiert" und damit schrittweise zur katalytischen Aktivi- 
t l t  fdhig wurden (,,structure before function", Abb. 21). 

1 

u o n  
Kooperat ivi tat I 
Ketten - 
zusammenlagerung 

m 
M d  

Aminosauren 

Abh. 2 1. Hypothetische Evolution von natiirlichen Proteinen. Nach dieser 
Vorstellung fiihren kooperative Effekte bei der Kondensation von Amino- 
sauren zur bevorzugten Bildung von Homooligopeptiden mit stabiler Sekun- 
dlrstruktur, die sich durch Wechselwirkungskrafte zu gra0eren Domanen 
(,.Proteinoide") zusammenlagern. Durch sukzessiven Einbau funktioneller 
Aminosauren in das Kettengeriist wird schlieDlich schrittweise eine katalyti- 
sche Aktivitat erreicht (,,structure before function"). 

Sollte die hier entwickelte Strategie fur den Bau kunstli- 
cher Proteine und Enzyme mit der naturlichen Entste- 
hungsweise von Proteinen ubereinstimmen, so ware dies - 
im Sinne Monads""] - eher eine in der Natur der Sache 
begriindete Notwendigkeit als ein Zufall. 

Die in diesem Beitrag referierten eigenen Arbeiten wurden 
durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft, den Fonds der 
Chemischen Industrie, die Firma Hoffmann-La Roche. die 
Ciba-Stiftung sowie den Schweizerischen Nationalfonds zur 
Forderung der wissenschafilichen Forschung unterstutzt. 
Mein besonderer Dank gilt allen zitierten Mitarbeitern. We- 
sentliche Ergebnisse auf dem Gebiet der Konformationsana- 
lyse von Modellpeptiden gehen auf eine langjahrige. f i c h t -  
bare Zusammenarbeit mit Professor C. Toniolo, Universitat 
Padua, zuriick. Priv.-Doz. Dr. K .  Miiller. Hoffmann-La Ro- 
che, danke ich fur sein groJes Engagement auf dem Gebiet 
des Molecular Modeling. Herr Dip1.-Chem. K . -  H .  Altmann 
hat bei der Abfassung des Manuskripts wertvolle Hiwe gelei- 
stet. Professor Max Brenner bin ich f u r  die konstruktive Kri- 
tik dankbar. SchlieJlich mochte ich Professor Paul J .  Flory 
danken, der mich in das Gebiet der Konformationsberech- 
nungen an Biopolymeren eingefuhrt hat. 
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