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Ein chemischer Weg zu neuen Proteinen - 
Templat-assoziierte synthetische Proteine (TASP) 

Von Manfred Mutter * und StCphane Vuilleumier 

In memoriam Emil Thomas Kaiser 

Fortschritte in den Methoden der Chemie und der Molekularbiologie veranlassen uns, einige 
Strukturprinzipien von Proteinen im Hinblick auf die Moglichkeit, kiinstliche Proteine zu 
entwerfen, erneut zu betrachten. Die chemische Synthese von Polypeptiden und die ortsspezi- 
fische Mutagenese von Proteinen haben sich zu Standardmethoden entwickelt und den Weg 
zur Konstruktion neuer Proteine geeb.net. Obwohl in den vergangenen Jahren wesentliche 
Einblicke in den raumlichen Bau von natiirlichen Proteinen gewonnen werden konnten, sind 
wir heute noch weit davon entfernt, nicht-natiirliche Proteine rnit maBgeschneiderten struktu- 
rellen und funktionellen Eigenschaften zu konstruieren - zweifellos ein Ziel von weitreichender 
wissenschaftlicher und okonomischer Tragweite. Die entscheidende Hiirde liegt weniger in der 
Synthese dieser Molekiile per se als vielmehr in einem besseren Verstandnis des komplizierten 
Faltungsprozesses von Polypeptidketten in eine definierte raumliche Struktur. Kann der Che- 
miker seine Synthesewerkzeuge dazu einsetzen, diese als ,,Faltungsproblem" bekanntgeworde- 
ne Klippe des Neuentwurfs von Proteinen (,,de-novo-Design") zu umschiffen? Im vorliegen- 
den Bericht wird das kiirzlich in unserem Laboratorium entwickelte TASP-Konzept 
vorgestellt, das einen synthetischen Zugang zu kiinstlichen Proteinen mit vorausbestimmter 
dreidimensionaler Struktur eroffnet. Damit ist ein erster Schritt auf dem Weg zu neuen Prote- 
inen rnit interessanten funktionellen Eigenschaften getan. 

"Synthetic analogs of globular proteins are unknown. The 
capability of adopting a dense globular configuration 

stabilized by self-interactions and of transforming reversibly 
to the random coil are characteristics peculiar to the chain 

molecules of globular proteins alone." 
P .  J .  Flory['l 

1. Einleitung 

In den letzten Jahren haben wesentliche Fortschritte in der 
Synthese, Modifizierung und Analyse von Peptiden und Pro- 
teinen'', 31 uns der Uberzeugung naher gebracht, da13 die 
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fundamentalen Probleme der Proteinchemie in absehbarer 
Zeit gelost werden konnen. Die Flut der wissenschaftlichen 
Daten hat es Chemikern und Molekularbiologen jetzt er- 
moglicht, jede beliebige Polypeptidkette efizient aufzu- 
bauen und molekulare Details iiber Struktur, Faltung und 
Funktion von Peptiden und Proteinen zu erfassen. Diese 
rasche Zunahme unserer Erkenntnisse iiber den Bau von 
Proteinen lie13 die Idee reifen, neue, in der Natur nicht vor- 
handene (somit ,,kiinstliche") Proteine zu konstruieren mit 
dem Ziel, einen Zugang zu Makromolekiilen mit maljse- 
schneiderten strukturellen und funktionellen Eigenschaften 
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zu finden. Wie hat sich der Stand der Technik des Protein- 
Design seit unserem letzten Bericht [41 verandert und vor al- 
lem: Wie weit sind wir heute noch von diesem faszinierenden 
Ziel entfernt? Der vorliegende Beitrag will darauf eine Ant- 
wort geben: Zunachst befassen wir uns mit den fur die Kon- 
struktion neuer Proteine relevanten Aspekten der Protein- 
struktur; wir zeigen dann, daB die gentechnologische 
Modifizierung von natiirlichen Proteinen (Protein-Engineer- 
ing) und der Neuentwurf faltbarer Polypeptidketten (Pro- 
tein-de-novo-Design) konvergierende Methoden sind, die 
wesentliche Einblicke in die Moglichkeiten und Grenzen des 
Protein-Design liefern. Auf dieser Basis beschreiben wir 
dann eine kiirzlich von uns entwickelte neue Strategie zur 
Konstruktion kiinstlicher Proteine, die sich auf das Potential 
der chemischen Synthese stutzt und zeigt, welche Rolle der 
Chemiker auf dieser heute weitgehend von Molekularbiolo- 
gen beherrschten Biihne des Protein-Design in Zukunft spie- 
len kann. 

1.1. Proteine und Chemiker 

Die Entwicklung der Gente~hnologie '~~ hat die Identifizie- 
rung, Genklonierung und Sequenzierung sowie die Expres- 
sion und Isolierung von praktisch jedem Protein ermoglicht 
und dazu gefiihrt, daB Proteine heute als wesentlicher Teil 
der Pharmazeutika von morgen angesehen werden 16] .  Nicht 
zuletzt darin begriindet sich das zunehmende Interesse des 
Chernikers an den molekularen Details von Proteinen. Die 
Proteinchemie wurde zur Herausforderung fur Chemiker, 
nachdem Emil Fischer die chemische Synthese von Polypep- 
tidenL7] ,,zu moglichst langen Ketten" fortsetzte, ,,um solche 
Produkte mit den natiirlichen Proteinen vergleichen zu kon- 
nen'"']. Wir wissen heute, daB die natiirliche Evolution in 
der Auswahl der Sequenzen sehr restriktiv war. Bei einer 
Kettenlange von 100 Aminosauren lieBen sich zum Beispiel 
aus den 20 proteinogenen Aminosauren 20"' Proteine auf- 
bauen, eine Zahl, die grOBer ist als die geschatzte Zahl der 
Atome im Universium. Zum Vergleich haben Menschen le- 
diglich ca. lo5 Gene, die sich zur Codierung von Proteinen 
eignen. Die Aminosauresequenzen (Primarsequenz) sind 
aber nur ein Teil der Geschichte: Naturliche Proteine sind 
einzigartig in der Welt der Polymere, denn sie konnen eine 
dichte, wohldefinierte, globulare Konformation anneh- 
men['] - ein charakteristisches und wesentliches Merkmal 
von Proteinen, das Fischer wohl kaum vorhersehen konnte. 
Einerseits bilden unterschiedliche Sequenzen den gleichen 
Strukturtyp[", andererseits jedoch konnen kurze, gleiche Se- 
quenzen in unterschiedlichen Proteinen verschiedene Kon- 
formationen haben [''I. 

Die meisten von Menschenhand entworfenen Polypeptid- 
sequenzen falten keineswegs, sondern liegen vielmehr in LO- 
sung als ungeordnete, flexible Knauelstrukturen vor ; dies 
zeigt deutlich, daB die Faltung in eine globulare Struktur an 
strenge Kriterien gekniipft ist, eine Tatsache, die der ,,Pro- 
tein-Designer" als Faltungsproblem kennenlernt [", ''I. 

1.2. Das Protein kennt den F a l t ~ n g s w e g " ~ ~  

Aber - um bei Ed~al l I '~ '  zu bleiben ~ haben wir inzwischen 
tatsachlich gelernt, es dem Protein gleichzutun? Die klas- 

sische Arbeit von Anfinsen iiber Ribonuclease zeigte, 
daB zumindest bei einigen Proteinen die Aminosauresequenz 
die gesamte Information zur Faltung in die einzigartige glo- 
bulare Struktur enthalt und da8 das Protein denaturiert und 
renaturiert werden kann, ohne die enzymatische Aktivitat zu 
verlieren. Dies bedeutet, daB der reversible Ubergang zwi- 
schen entfaltetem und gefaltetem Zustand von der Freien 
Energie des Faltungsprozesses bestimmt wird. Man weiB 
noch nicht, ob die thermodynamische Stabilitat die einzige 
Determinante des Faltungsweges ist; ob die native Konfor- 
mation dem globalen oder einem lokalen Minimum der 
Energiehyperflache entspricht, ist ebenfalls noch ungeklart. 
Ein ,,Durchtesten" aller moglichen Konformationen eines 
Proteins wiirde einen unermerjlichen Zeitraum erfordern 'I, 
was die Annahme einer kinetischen Steuerung des Faltungs- 
prozesses nahelegt. Dies gilt aber nur fur den unrealistischen 
Fall, daB keinerlei weitreichende Wechselwirkungen den 
Konformationsraum der Kette einschranken. Beriicksichtigt 
man namlich die Effekte des ausgeschlossenen Volumens so- 
wie die Tatsache, daB die verbleibenden moglichen Konfor- 
mationen unterschiedliche Energien haben, kommt man 
eher zum SchluR, da8 weder kinetische Argumente noch me- 
tastabile Zustande als Erklarung fur die Erreichung der ein- 
zigartigen nativen Konformation herangezogen werden 
mussen '1. 

1.3. Kugel und Kette 

Die Komplexitat des Faltungsproblems von Proteinen 
halt uns gefangen im Bereich der Hypothesen und Spekula- 
tionen. Es erscheint deshalb sinnvoll, das Problem zunachst 
von den Grundlagen der Proteinstruktur aus zu beleuchten. 
Naturliche Proteine bestehen aus linearen Ketten von Ami- 
nosauren, die durch Amid-(Peptid-)Bindungen miteinander 
verknupft sind; die Reihenfolge (Sequenz) der Bausteine 
wird als Primarstruktur bezeichnet. Die Polypeptidkette ist 
aufgrund der Rotationsfreiheitsgrade um die N-C,-Bindung 
(Diederwinkel @) und C,-CO-Bindung (Diederwinkel Y )  fle- 
xibel['- 'I. Der Konformationsraum (definiert durch die 
energetisch erlaubten Winkel @ und Y )  der Kette wird 
im wesentlichen durch energetisch ungiinstige Wechsel- 
wirkungen innerhalb jedes Aminosaurebausteines einge- 
~chrankt[ '~].  Dennoch ergibt sich fur eine Kette von der 
Lange eines typischen Proteins im entfalteten, statistischen 
Knauelzustand (,,random-coil") eine sehr groBe Zahl mogli- 
cher Konformere["]. Da die native Form eines Proteins ei- 
nem dichtgepackten Zustand mit hohem Ordnungsgrad ent- 
spricht [''I, kommt der Konformationsentropie in der 
Energiebilanz zwischen gefalteter und entfalteter Kette ent- 
scheidendes Gewicht zu[16]; eine experimentelle Erfassung 
dieses Energieterms ist allerdings HuBerst schwierig. Die si- 
gnifikanten sterischen Beschrankungen im dichtgepackten 
Zustand begiinstigen die Entstehung regularer Strukturmo- 
the['' 3, 9, 16]. Sekundurstrukturen wie die a-Helix[20], das p- 
Faltblatt["] und die ,,P-Turns" [''I sind typische Beispiele; 
einige im Zusammenhang mit dem Protein-Design wichtige 
Aspekte werden in Abschnitt 3.2 eingehend diskutiert wer- 
den. Die Tertiarstruktur von Proteinen kommt durch cha- 
rakteristische Zusammenlagerung dieser Sekundarstruktur- 
elemente zu kompakten dreidimensionalen Konformatio- 
nen zustande. 
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Es 1st denkbar, daB der FaltungsprozeB den Regeln der 
Sturkturhierarchien im Protein folgt. Dabei kame der spon- 
tanen Bildung von H-Briicken-stabilisierten Sekundarstruk- 
turen eine entscheidende Rolle zu, indem sie als eine Art 
,,Keime" [231 im friihen Stadium der Faltung entstehen und 
den weiteren FaltungsprozeB gezielt und effektiv dirigieren. 
Experimentelle Studien des Faltungsweges und die struk- 
turelle Charakterisierung von Zwischenstufen der Fal- 
tung["112, 231 weisen auf die Entstehung von Zwischenzu- 
standen hin, die bereits typische Strukturmerkmale des nati- 
ven Zustandes aufweisen; dabei ist zu beachten, daB die hohe 
Kooperativitat des Faltungsprozesses diese Experimente 
auRerordentlich erschwert. Ein neueres und populares Mo- 
dell geht davon aus, daB die entfaltete Kette unter renaturie- 
renden Bedingungen rasch zu einem kompakten Zustand 
(,,molten globule") mit Sekundarstruktur kollabiert, der sich 
anschlieDend in den nativen Endzustand umlagert [241. Be- 
zeichnenderweise scheint bis heute noch ungeklart zu sein, 
o b  es fur eine gegebene Polypeptidkette einen oder mehrere 
Faltungswege gibt [251. An dieser Stelle sei darauf hingewie- 
sen, daR die Situation in vivo durchaus nicht derjenigen im 
Reagensglas entsprechen mu13: So wurden zum Beispiel En- 
zyme gefunden, die die Disulfid-Umlagerung und die Pepti- 
dyl-Prolyl-cis-trans-Isomerisierung katalysieren f261, die Bil- 
dung nicht korrekt gefalteter Strukturen verhindern sowie 
die Riickfaltung unterstiitzen konnen ["I. 

1.4. Das komplexe Zusammenspiel verschiedener 
Energieterme bestimmt die Proteinstabilitat 

Welches sind nun die treibenden Krafte, die ein Protein 
,,im Innersten" zusammenhalten? Zur Erreichung einer defi- 
nierten, einzigartigen dreidimensionalen Konformation mu13 
vor allem die hohe Konformationsentropie[161 der ent- 
falteten Kette (siehe Abschnitt 1.3) durch mehrere Energie- 
terme im gefalteten Zustand kompensiert werden (Abb. 1, 
Tabelle 1). 

Zunachst haben hydrophobe Seitenketten die Tendenz, 
durch Zusammenlagerung im Innern des Proteins ihren 
Kontakt zum Losungsmittel (Wasser) zu minimieren; hydro- 
phile, geladene Gruppen dagegen kommen durch den bevor- 
zugten Kontakt mit dem Losungsmittel an die Proteinober- 
flache. Die ,,hydrophobe Wechselwirkung" wurde von 
Kuuzmunn vorausgesagt und diskutiert 12*], bevor die ersten 
Proteinstrukturen durch Rontgenstrukturanalysen ermittelt 
waren. Dieses Phanomen wurde inzwischen anhand der Ver- 
teilung von Aminoslurederivaten zwischen polaren und un- 
polaren Phasen [291 sowie der Beitrage verschiedener Atom- 
typen zur Freien Energie der S o l ~ a t a t i o n [ ~ ~ ]  intensiv 
untersucht. 

Die beiden wichtigsten Sekundarstrukturtypen, die a-He- 
lix und die P-Faltblattstruktur, bleiben durch Bildung eines 
umfassenden Netzes von H-Briickenbindungen erhal- 
ten C 2 ,  3, 'I. Die meisten zur Wasserstoffbriickenbindung fahi- 
gen Gruppen scheinen im Proteinverband tatsachlich H-ver- 
briickt zu ~ e i n [ ~ ~ ] .  Dennoch wird der H-Briickenbindung zur 
Proteinstabilisierung in jiingerer Zeit geringeres Gewicht 
beigemessen, da es unklar ist, o b  H-Briicken innerhalb des 
Proteins grundsatzlich stabiler sind als solche zwischen Lo- 
sungsmittel und Protein. Wenn auch der Energiebeitrdg einer 
einzelnen H-Briicke zur Gesamtstabilitat des Proteins zwei- 

fellos sehr klein ist, spielt die kooperative Bildung von 
H-Briicken sehr wahrscheinlich eine entscheidende Rolle im 
FaltungsprozeD. 

Abb. 1. Energiegleichung fur die Faltnng einer Polypeptidkette in eine Fal- 
tungseinheit: AC = Gibbssche Freie Energie des Faltungsprozesses, AH = 
Enthalpie, AS,,, = Solvatationsentropie, = Kettenentropie. Der kleine 
absolute Wert von AG 1st die Folge der geringen Differenz der Energieterme im 
gefalteten (F) und entfalteten (U) Zustand der Polypeptidkette (vgl. Tabelle 1). 
Eine Vorhersage der thermodynamischen Stabilitat von Proteinen ist somit sehr 
schwierig. 

Tabelle 1. Abschatzung der Energiebeitrage (fur ein Protein aus hundert Ami- 
nosaureresten), die fur die Proteinstabilitlt bestimmend sind (nach [2]). 

Energiebeitrige AGF- [kcalmol-'1 

Konformationsentropie + 330 bis + 100 
+ 200 

Hydrophobe Wechselwirkungen - 264 
van-der-Waals- Wechselwirkungen - 227 
Andere H-Briickenbindungen - 49 bis - 719 
Gefundene Werte fur AGb ~ - 5 bis - 10 

Ungiinstige Wechselwirkungen in F 

Welche relative Bedeutung sich fur die elektrostatischen 
Wechselwirkungen im Proteinverband ergibt, hangt sehr 
stark von der Abschatzung des Wertes der Dielektrizitats- 
konstante e ab. So ist z. B. vollig unklar, ob und unter wel- 
chen Umstanden die Proteinoberflache den c-Wert des um- 
gebenden Losungsmittels Wasser ( E  z 81) erhalten sol1 oder 
welcher Wert fur E die Verhaltnisse im Innern des Proteins am 
besten wiedergibt (siehe 13*] fur eine neuere Diskussion dieses 
Problems). Ionenpaarwechselwirkungen scheinen eher die 
Tertiarstruktur als die Sekundarstruktur zu stdbihsieren und 
werden bevorzugt an der Oberflache beobachtet [331. Dipol- 
wechselwirkungen sind vor allem im Zusammenhsng mit 
a-Helices intensiv studiert worden [34, 3 5 1 :  Der Helixdipol ist 
parallel zur Helixachse orientiert und hat am N-Terminus 
eine positive, am C-Terminus eine negative Partialladung; 
dieser Befund wurde als Ursache fur die bevorzugte anli- 
parallele Anordnung der Helices in Helixbiindel-Strukturen 
angesehen. Weitere Energiebeitrage wie die Valenzkrafte ko- 
valenter Bindungen, die anziehenden London-Dispersions- 
krafte und van-der-Waals-AbstoB3ungskrafte[2. 3l spielen in 
der Gesamtenergiebilanz des Faltungsprozesses eine geringe- 
re Rolle, da sie gleichermaBen den entfalteten wie den gefal- 
teten Zustand des Molekiils beeinflussen; sie miissen aber bei 
Berechnungen beriicksichtigt werden. 

Eine besondere strukturstabilisierende Funktion hat die 
Disulfidbindung zwischen zwei Cysteinbausteinen, denn sie 
verankert zwei weiter entfernte Teile einer Kette rniteinan- 
der. Solche ,,Quervernetzer" schranken insbesondere den 
Konformationsraum der entfalteten, flexiblen Polypeptid- 
kette drastisch ein, verringern die Kettenentropie (SKelte) und 
begunstigen somit den gefalteten Zustand[36. 371 des Mole- 
kiils. 
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Da wir uns bisher auf die ,,statischen" Elemente der Pro- 
teinstruktur konzentriert haben, konnte der Eindruck ent- 
standen sein, Proteine seien starre, bewegungslose Makro- 
molekiile. Dies entspricht freilich nicht den Tatsachen, da 
Flexibilitat auf allen Ebenen der Struktur und Funktion von 
Proteinen eine wichtige Rolle ~pielt'~']. In der Tat konnen 
Proteine als eine Komposition von ,,substates" beschrieben 
~ e r d e n [ ~ ~ ] .  Aufierdem befafit sich natiirlich ein weites Ge- 
biet der Proteinwissenschaften mit der Dynamik von Prote- 
inenL401. 

Als wohl wichtigsten Befund kann man aus den Studien 
iiber Proteinstabilitat entnehmen, daB die Gesamtenergie- 
differenz AGF- (Abb. 1 )  zwischen gefaltetem und ungefalte- 
tem Zustand ein verhaltnismaDig kleiner Beitrag ist (in der 
GroBenordnung von 5-10 kcalmol-')[2~3,'8,28'411 im 
Vergleich zu den einzelnen strukturstabilisierenden und 
-destabilisierenden Energiebeitragen des Gesamtsystems 
(Tabelle 1); dies macht eine Abschatzung oder gar Berech- 
nung der Proteinstabilitat praktisch unmoglich. 

In jiingster Zeit sind mehrere kombinatorische, Struktur- 
muster erkennende Ansatze vorgeschlagen ~ o r d e n [ ~ ~ ' ,  die 
ihre Wurzeln in der modernen Computertechnologie haben. 

a) b) 

1 15 
E-A-L-E-K-A-L-K-E-A-L-A-K-L-G 

Abb. 2 .  Anwendung a) der Helixrad-[50] und b) der Netz-Darstellung[51] fur 
den Entwurf von a-Helices. In a) werden die Amphiphile und in b) die bevor- 
zugten elektrostatischen Wechselwirkungen [35] der helicalen Sequenz Glu-Ala- 
Leu-Glu-Lys-Ala-Leu-Lys-Glu-Ala-Leu-Ala-Lys-Leu-Gly deutlich[53]. 

2. Von der Strukturvorhersage zum Strukturentwurf 

Bei der Berechnung von Peptid- und Protein~trukturen[~~] 
tritt eine Reihe von schier unubenvindbaren Schwierigkeiten 
auf. Zum einen erfordert die Energieminimierung von Ma- 
kromolekiilen wegen der vielen Variablen dieser Systeme 
sehr lange Rechenzeiten. Zum anderen fiihrt die unterschied- 
liche Gewichtung der einzelnen Energieterme zur Verwen- 
dung verschiedener Energiefunktionen, was einen Vergleich 
von modellierten Strukturen haufig erschwert. Am gewich- 
tigsten ist aber wohl der Vorbehalt, daD die Beriicksichtigung 
von Entropie- und Losungsmitteleffekten trotz signifikanter 
Fortschritte bis heute nicht befriedigend gelost ist [431. 

Da  man also offensichtlich nicht imstande ist, aus einer 
gegebenen Sequenz die Struktur zuverlassig zu berech- 
nen [441, miissen mehr oder weniger ausgefeilte empirische 
Vorhersagemethoden herangezogen werden. Dabei spielt die 
Verwendung des Computers, der nicht zuletzt wegen des la- 
winenartigen Anwachsens der Sequenzierungsdaten in der 
Gentechnol~gie[~~]  ein Standardwerkzeug im biochemi- 
schen Laboratorium geworden ist, eine zunehmende Rolle. 
Heute sind zur ,,Interpretation" einer gegebenen Aminosau- 
resequenz eine Vielzahl von Vorhersagealgorithmen kom- 
merziell e rha l t l i~h[~~I .  Semiempirische Methoden zur Struk- 
turvorhersage haben bereits eine lange Entwicklung hinter 
sich. Der vielleicht noch immer popularste Vorhersagecode 
von Chou und Fasman r4'] gewichtet jede einzelne Aminosau- 
re nach ihrer statistischen Haufigkeit, Teil einer a-Helix, ei- 
nes P-Faltblatts oder eines P-Turns zu sein. Mit diesen Para- 
metern werden dann empirische Regeln zur Vorhersage von 
Sekundarstrukturen aufgestellt. Des weiteren seien hier die 
aus der Informationstheorie abgeleitete Methode von Gar- 
nier et al. [481, der statistisch-mechanische Ansatz von Tanaka 
und S ~ h e r a g a [ ~ ~ I  sowie Methoden, die auf stereochemischen 
Betrachtungen basieren, envahnt. Die letzteren reichen von 
einfachen visuellen Hilfsdarstellungen wie dem Helixrad 
(,,helical 
(Abb. 2) bis hin zu den hochentwickelten Vorhersageregeln 
von ~, i rn ' '~~ .  

und der Netzdarstellung von Helices[' 

Diese Vorhersagealgorithmen bringen einige Verbesserun- 
gen, allerdings auf Kosten einer grofien Zahl neuer Varia- 
blen, die aus hochaufgelosten Rontgenstrukturanalysen von 
Proteinen abgeleitet werden miissen. DaB trotz aller Verbes- 

dl 

Abb. 3. Beispiele fur Packungsanordnungen (Topologien) in Proteinen (nach 
1 S. Richardson[9]), basierend auf den Strukturen, die durch Rontgenstruktur- 
analyse bestimmt wurden. a) Insulin (kleines, disulfidreiches Protein), b) Cyto- 
chrom C (kleines, metallreiches Protein), c) Ribonuclease A (antiparallele 8- 
Struktur), d) Tabakmosaik-Virus-Protein (antiparalleles ,,up and down"- 
a-Helixbundel), e) Carboxypeptidase (parallele a/B-Struktur), r) Immunoglo- 
bulin-V,-Domane (antiparallele ,J3 greek key a-barrel"-Struktur). Die Struktu- 
ren sind nicht in einheitlichem MaBstab dargestellt. 

serungen die Vorhersagegenauigkeit in einem Drei-Zu- 
stands-Model1 (a, p, random coil) auch heute noch unter 
60% liegt'551, hat in allen Fallen die gleiche Ursache: Die 
Vorhersageschemata basieren auf lokalen Wechselwirkun- 
gen entlang der Aminosauresequenz und lassen - da Ront- 
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genstrukturanalysen einer homologen Sequenz fehlen - weit- 
reichende Wechselwirkungen notwendigerweise unberiick- 
sichtigt; diese konnen aber fur die endgiiltige Konforma- 
tion einer Peptidkette entscheidend sein[441 (ausfiihrliche- 
re Darstellungen des Problems der Strukturvorhersage 
siehe [ 5 4  - 561 

Zusammenfassend ergibt sich, daB man trotz intensiver 
Forschungen iiber Proteinfaltung" ' 9  ''I und Proteinstruk- 
tur[', 3,91 noch weit von einer Vorhersage entfernt ist, ob eine 
gegebene Polypeptidsequenz unter geeigneten Bedingungen 
faltet und welche raumliche Struktur das Molekiil dann ein- 
nehmen wird. Wir haben zwar insbesondere aus Rontgen- 
strukturdaten wesentliche Einblicke in die GesetzmaBigkei- 
ten der Proteintopologie erhalten (Abb. 3) ,  und es 1st zu 
erwarten, daB durch systematisches Absuchen der Daten- 
banken immer wieder neue, bisher versteckte Strukturmoti- 
ve von Proteinen ans Tageslicht befordert werden; unser 
Wissen uber den Faltungsweg liegt aber noch weitgehend im 
DunkelntS7]. Diese Feststellung deutet bereits auf die zu er- 
wartenden Hiirden auf dem Weg zur Konstruktion neuer 
Proteine hin. Die Tatsache, daB eine beliebig entworfene Po- 
lypeptidkette mit hoher Wahrscheinlichkeit keinerlei Ten- 
denz zur Faltung in eine Tertiarstruktur hat, unterstreicht 
diesen Punkt. Dieser unbefriedigende Stand der Dinge fiihrte 
zur Tdee, fur eine gegebene, bekannte Struktur (quasi ein 
,,vorgefaltetes Peptidriickgrat" 15']) alle kompatiblen Pri- 
marsequenzen aufzufinden (Abb. 4). Diese in dieser Form 

1. 

Struktur Sequenz 

1 0  
3 o  Falfungs- 

code ? 

- I D  3 o  de-novo- 
Design 

Abb. 4. Es ist heute noch nicht moglich vorauszusagen, ,,ob uud wie" eine 
gegebene (eindimensionale) Primarsequenz (1 D) in eine einzigartige dreidimen- 
sionale Struktur (3 D) faltet. Das Protein-de-novo-Design geht den umgekehr- 
ten Weg: Es versucht, fur eine beliebig vorgegebene dreidimensionale Konfor- 
mation eine Polypeptidsequenz LU entwerfen, die unter geeigneten Bedingungen 
tatsachlich in diese Konformation faltet. Die Grundlage fur diesen Ansatz liegt 
in dem a m  Rontgenstrukturdaten ermittelten Befund, dall unterschiedliche 
Polypeptidsequenzen in die gleiche dreidimensionale Struktur falten konnen 
(,,degenerierter Faltungscode"). 

erstmals von Drexler formulierte Idee'58] ist inzwischen ma- 
thematisch behandelt worden 15'] und ist nur ein Beispiel fur 
die heute zu beobachtende ,,Symbiose" zwischen biologi- 
scher Forschung und Computerwissenschaft. Protein-De- 
sign ist heute noch weitgehend eine Domane des Molecular 
Modeling[601 und der datengestutzten (,,knowledge-based") 
Strukturvorhersage[611 und tendiert dazu, sich mit der farbi- 
gen Welt von Computerbildschirmen zu begnugen. Zweifel- 
10s wird aber erst die experimentelle Abstiitzung der am 
Computerbildschirm kreierten Molekiile zeigen, ob unsere 
Vorstellungen von Faltung und AuPoau von Proteinen der 
Realitat nahe kommen. 

3. Protein-Design: 
Eine wissenschaftliche Herausforderung 
mit bedeutendem Anwendungspotential 

Man konnte sich fragen, ob es angesichts der Fiille natiirli- 
cher Proteine iiberhaupt sinnvoll ist, neue Proteine zu ent- 
werfen. Doch, war es nicht schon immer ein ,,Urtrieb" des 
Synthetikers, neue Molekule mit interessanten Eigenschaf- 
ten zu konstruieren? Und vor allem: Wiirde die Konstruk- 
tion neuer, nicht in der Natur vorhandener Proteine nicht 
schliissig beweisen, daB wir das komplexe Zusammenspiel 
zwischen Primarstruktur, Sekundarstruktur und Tertiar- 
struktur natiirlicher Proteine wirklich verstanden haben? In 
diesem Sinne kame der Konstruktion kunstlicher Proteine 
eine ahnliche Schlusselfunktion zu wie der Totalsynthese ei- 
nes erstmals in der Struktur aufgeklarten Naturstoffs. 

Neben diesen den ,,wissenschaftlichen Ehrgeiz" befriedi- 
genden Zielen besteht zweifellos ein Bedarf, iiber Makromo- 
lekiile zu verfugen, die einerseits ahnliche Funktionen wie 
Proteine und Enzyme iibernehmen konnen, andererseits 
aber speziellen Anforderungen in Forschung und Industrie 
entsprechen. Gelingt es uns, chemische Architekten zu wer- 
den? In Ermangelung klarer Konstruktionsplane, die einen 
Aufbau von Grund auf (de-novo-Design) ermoglichen wur- 
den, erscheint es zunachst aussichtsreicher, Schritt fur 
Schritt bereits vorhandene Bauwerke (natiirliche Proteine) 
umzubauen. Dies ist der Weg des Protein-Engineering, der in 
Abschnitt 3.1 hinsichtlich seines Potentials zur Konstruktion 
neuer Proteine diskutiert wird. 

3.1. Protein-Engineering : Manipulation 
einer natiirlichen dreidimensionalen Struktur 

Unter den Werkzeugen der Gentechnologie[621 hat die 
Technik der ortsspezifischen Mutagenese (,,site-directed mu- 
t agene~ i s " )~~~] ,  die die beliebige Veranderung der Aminosau- 
resequenz durch gezielten Einbau eines synthetischen Oligo- 
nucleotids in das Protein-Gen ermoglicht (Abb. 5 a), von 
Anfang an[643 einen enormen EinfluB auf die Proteinchemie 
gehabt. Durch ihre ,,nicht-destruktive", auBerst selektive 
Verfahrensweise hat diese Technik die Moglichkeiten der 
klassischen Methoden zur chemischen Proteinmodifizie- 
rung[651 entscheidend enveitert. Obschon eher ungewohn- 
lich fur den traditionell arbeitenden Chemiker, ist sie ein 

a) 

Protein-Engineering 

Struktur - Funktion Struktur c. Sequenz 

Ahb. 5. a) Protein-Engineering und b) Protein-de-novo-Design sind zwei kon- 
vergierende Strategien zur Konstruktion von neuen Proteinen. Bei a) wird die 
naturliche Sequenz durch Punktmutation (ortsspezifische Mutagenese) modifi- 
ziert, so daO detaillierte Studien uber den Zusammenhang zwischen Sequenz, 
Struktur und Funktion von Proteinen moglich werden (AS = Aminosaure). Bei 
b) wird die dreidimensionale Konformation vorgegeben ; hier besteht die ent- 
scheidende Hurde im Entwurf einer Primarsequenz, die in diese Konformation 
faltet. 
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vergleichsweise sicheres Verfahren, um zu neuen Proteinen 
zu gelangen, da als Basis eine Polypeptidsequenz dient, die in 
eine Tertiarstruktur faltet. Allerdings konnen Modifizierun- 
gen oft nur in engen Grenzen durchgefuhrt werden, sollen 
die strukturellen und funktionalen Parameter des untersuch- 
ten Objekts erhalten bleiben. Dies ist nicht zuletzt eine Folge 
des subtilen Energiegleichgewichts zwischen entfalteter und 
gefalteter Form (siehe Abschnitt 1.4). 

Es ware vermessen, wollte man in diesem Beitrag alle Lei- 
stungen und Moglichkeiten des Protein-Engineering vorstel- 
len, zumal es bereits ausgezeichnete Monographien zu die- 
sem Thema gibtC6"l. Dennoch wollen wir auf die Moglich- 
keiten dieser Technik, wichtige Aspekte der Proteinfaltung 
und -stabilkat besser verstehen zu lernen - eine Vorausset- 
zung fur das Protein-Design ~ kurz eingehen. 

Arbeiten, die sich mit der Stabilitat von Enzymen beschaf- 
tigen, sind hinsichtlich der Verwendung dieser Systeme als 
Katalysatoren von direktem industriellem Interesse: So 
kann es zum Beispiel gelingen, T4-Lysozym durch Einfuh- 
rung einer Disulfidbindung[67] warmebestandiger zu ma- 
chen; auf ahnliche Art wurde die Stabilitat von Subtilisin 
gegenuber Oxidation, Warme und Basen erhoht [681 sowie 
seine Substratspezifitat durch Anderung sterischer, hydro- 
phober und elektrostatischer Faktoren an der Bindungsstel- 
le modifiziert 1681. Ortsspezifische Mutagenese an ,,klassi- 
schen" Enzymen wie Trypsin[691 und Carboxypeptidase[701 
hat unser Verstandnis der katalytischen Wirkungsweise die- 
ser Systeme entscheidend vertieft. Im Falle der Tyr-tRNA- 
Synthetase ermoglichte die ortsspezifische Mutagenese einen 
bis zu dieser Zeit nicht realisierbaren Einblick in die moleku- 
laren Details des Katalysevorgangs["]. 

Die ortsspezifische Mutagenese hat erstmals auch den 
Weg zu detaillierten Untersuchungen der Proteinstruktur 
eroffnet. Angesichts der Fulle von Daten, die injungster Zeit 
publiziert worden sind, konnen wir hier nur einige reprasen- 
tative Beispiele geben. Die Bedeutung von Sekundarstruk- 
turelementen fur Faltung und Stabilitat wurde am Beispiel 
der Dihydrofolat-Reduktase aufgezeigt "'I. Der Ersatz von 
einem Lysin- durch einen Leucinrest in einer amphipathi- 
schen Helixsequenz des Rinderwachstumshormons fuhrte 
unter verstarkter Ausfallung zur Verlangsamung des Fal- 
tungsprozesses; dies deutet auf die Stabilisierung assoziierter 
Zwischenstufen durch Aggregation amphiphiler Helices 
hin[731. Ahnlich hemmt eine Prolin-zu-Alanin-Mutation in 
Thioredoxin den geschwindigkeitsbestimmenden Faltungs- 
schritt und belegt somit die essentielle Rolle des Prolins bei 
der F a l t ~ n g ' ~ ~ ' .  Eine weitere Studie zur Bedeutung der Pro- 
linisomerisierung mit Staphylococcus-Nuclease legt nahe, 
daI3 dieser ProzeB sowohl fur den gefalteten als auch fur den 
ungefalteten Zustand des Molekiils wichtig ist [751. Am glei- 
chen Modellprotein konnten die bei einer Mutation auftre- 
tenden Anderungen in den enthalpischen und entropischen 
Beitrigen zur Freien Energie der Denaturierung auf Ande- 
rungen in der Solvatation und/oder der Konformation im 
denaturierten Zustand zuruckgefuhrt werden [761. Ein wichti- 
ger Befund wurde aus systematischen Anderungen der 
N-terminalen Region des Phagen-h-Repressors erhalten: 
Wahrend der Austausch von Aminosauren in einigen Posi- 
tionen drastische Effekte auf das Faltungsgleichgewicht aus- 
Ioste, konnten andere Bausteine praktisch ohne Konsequen- 
Zen auf die Gesamtstruktur des Proteins1771 in weiten 
Grenzen variiert werden. Dies zeigt deutlich, da13 die struktu- 

relle Information im allgemeinen sehr ungleichmanig uber 
die Sequenz verteilt ist. 

Ausfuhrliche Untersuchungen an T4-Lysozym haben zu 
wichtigen Erkenntnissen uber die Proteinstabilitat ge- 
fiihrt [''I: Das Protein erwies sich als uberraschend tolerant 
gegeniiber Mutationen an seiner Oberflache, wohingegen 
Mutationen, die zu erhohter Warmeempfindlichkeit fiihrten, 
eher im Bereich weniger flexibler Regionen und schlechter 
Losungsmittelzuganglichkeit im gefalteten Zustand lagen. 
Zahlreiche Austauschoperationen des Prolins im C-termina- 
len Bereich der T4-Lysozym-a-Helix fuhrten zur Verlange- 
rung dieses Helixblocks, ohne jedoch die Proteinstabilitat zu 
~erandern[ '~].  Daraus folgt, daB intramolekulare H-Briik- 
kenbindungen nicht stabiler sind als solche zwischen Protein 
und Losungsmittel oder daI3 die resultierende a-Helix weni- 
ger gute Wechselwirkungen rnit dem Rest des Proteins auf- 
weist als die ursprungliche Helix im Wildtypenzym. 

Die Bedeutung hydrophober Wechselwirkungen in Prote- 
inen wurde ebenfalls am Beispiel des T4-Lysozyms stu- 
diert [''I; diese Ergebnisse ernioglichen einen experimentel- 
len Vergleich rnit den aus Hydrophobieskalen von Amino- 
sau rede r i~a ten [~~]  abgeleiteten Daten. 

In einer weiteren Studie an Ribonuclease als Modellpro- 
tein wurde die Rolle hydrophober Wechselwirkungen auf die 
Packungseigenschaften amphiphiler a-Helices und P-Falt- 
blattstrukturen untersucht 18']. Erste experimentelle Hinwei- 
se auf die Bedeutung des Helixdipols fur die Proteinstabilitat 
wurden erhalten['']; schlieRlich kann die ortsspezifische 
Mutagenese zu einem quantitativen Verstindnis der Wasser- 
stoffbruckenbindung beitragen 1831. Spezielle Gesichtspunk- 
te dieses sich rasch entwickelnden Gebietes sind kurzlich 
zusammengefaI3t worden [841. 

Dieser kleine Ausschnitt der momentanen Aktivitaten auf 
dem Gebiet des Protein-Engineering macht deutlich, daI3 die 
Strategien zum Neuentwurf (de-novo-Design) von Proteinen 
in hohem MaBe von den Ergebnissen dieser potenten Tech- 
nik in bezug auf unser Verstlndnis von Tertiarstrukturen 
profitieren werden. Trotz aller Wertschatzung fur dieses fas- 
zinierende Werkzeug zur gezielten und spezifischen Protein- 
modifizierung darf aber ein Aspekt nicht unterschlagen wer- 
den: Die extreme Komplexitlt der Effekte, die beim Aus- 
tausch einzelner Bausteine auf das Gesamtsystem des Pro- 
teinverbandes auftreten konnen, ermoglicht nur in Ausnah- 
mefallen eine quantitative Analyse und Interpretation. Die 
Komplexitat natiirlicher Systeme als schier unuberwindbare 
Hiirde im quantitativen Erfassen der Krafte, die fur die Pro- 
teinstruktur wichtig sind, konnte geradezu ein Signal fur die 
Zuhilfenahine der Pepfidsynihese als Werkzeug sein, urn das 
Zustandekommen von Tertiarstrukturen an Systemen mit 
geringerer Komplexitat zu studieren. In diesem Sinne sind 
Protein-Engineering und Protein-de-novo-Design rnit che- 
mischen Methoden zwei konvergierende Strategien zur Kon- 
struktion neuer Proteine (vgl. Abb. 5). 

3.2. Protein-de-novo-Design: 
Die Konstruktion einer dreidimensionalen 
Konformation aus elementaren Bausteinen 

Im Lichte der Komplexitat der Proteinfaltung scheint der 
Neuentwurf einer Primarstruktur, die in eine vorgegebene 
Konformation falten sol1 (Abb. 5 b), ein hoffnungsloses Un- 
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terfangen zu sein. Konnen wir die Klippe des Proteinfal- 
tungsproblems in irgendeiner Weise umschiffen, inden? wir 
z. B. Proteine rnit ,,festgelegtem" Faltungsweg konstruieren? 
Zu dieser gewissermaflen optimistischen Vorstellung geben 
die oben diskutierten GesetzmaRigkeiten der Faltungstopo- 
logie AnlaI3, insbesondere 

1) die begrenzte Anzahl unterschiedlicher Faltungstopolo- 
gien", "1 in naturlichen Proteinen (Abb. 3), 

2) die ,,Entartung" des Faltungscodes (d. h. eine gegebene 
Konformation kann von einer Vielzahl unterschiedlicher 
Sequenzen eingenornmen werden, Abb. 4) sowie 

3) der Fortschritt in der Erkenntnis des Zusammenhangs 
zwischen Sequenz und Sekundarstrukturbildung, insbe- 
sondere aus Modellstudien an synthetischen Peptiden, 
und der Proteinfaltung und Proteinstabilitiit (durch die 
Technik der ortsspezifischen Mutagenese, siehe Abschnitt 
3.1). 

Als Leitfaden fur das de-novo-Design dienen die grundle- 
genden GesetzmaSigkeiten der Proteinstruktur, die in den 
vorangehenden Abschnitten dargestellt sind. Danach setzt 
sich eine Tertiarstruktur aus Sekundarstrukturelementen 
z~sarnrnen[~, 8 5 9  861, die durch Faltstellen (,,Turns'')[221, 
Schlaufen (,,Loops") 18'] oder weniger geordnete Kettenseg- 
mente verbunden sind (Abb. 6) 

<P,> I K,, nc 

oulomb-Wechselwirkung 
,eitenketten-Wechselwirkung 

N C 

Abb. 6. Die Konstruktion von Tertiarstrukturen (3 ') basiert auf den gingigen 
Vorstellungen fiber Faltung und Topologie von Proteinen, wie am Beispiel einer 
Pap-Fdltungseinheit gezeigt ist. Danach wird eine dreidimensionale Konforma- 
tion gebildet, indem sich Sekundarstrukturblocke (2 ") zusammenlagern, die 
uber kurre Peptidketten (Schlaufen (,,Loops")) und Faltstellen (,,Turns") mit- 
einander verkniipft sind. Der Entwurf yon Sequenzen (Primirstrukturen, 1 "), 
die moglicherweise amphiphile Sekundarstrukturen bilden, erfolgt auf der 
Grundlage ernpirischer Vorhersagecodes (2. B. des Chou-Fasman-Codes[47], 
der die Wahrscheinlichkeitsparameter (P) einrelner Aminosluren, Teil einer 
Helix ((P.)) oder einer P-Faltblattstruktur ((P,)) zu sein, festlegt), des Zimm- 
Bragg-Koeffzienten Kn[88] fur die Helixbildung sowie der experimentell ermit- 
telten Daten uber die kritischen Kettenlingen n, oder cc-Helix- und fi-Struktur- 
bildung unter Einberiehung von stabilisierenden Coulomb- und Seitenketten- 
Wechselwirkungen (351. 

Bei dieser Strategie werden im ersten Schritt Peptidblocke 
mit hoher Tendenz zur Bildung definierter Konformationen 
(a-Helices, P-Faltblattstrukturen, Turns) auf einer Basis von 
experimentell oder serniempirisch ermittelten Konforma- 
tionsparametern der Bausteine entworfen und im zweiten 
Schritt dann zu kleinen ,,globuliiren Tertiarstrukturen" (Fal- 
tungseinheiten) zusammengelagert. Grundsatzlich ist dieser 
Weg sowohl mit chemischen als auch rnit gentechnologi- 
schen Methoden zu beschreiten; jedoch sind die Bestrebun- 

gen, neue Proteine direkt mit der DNA-Rekombinations- 
technik zu entwerfen, noch kaum beschrieben worden. Wie 
oben angedeutet, kann die GroSe (Komplexitat) der Syste- 
me, die sich rnit gentechnologischen Methoden studieren las- 
sen, eindeutigen Aussagen oft zum Verhangnis werden. Fur 
das de-novo-Design mit chemischen Methoden ~ das The- 
ma, auf das wir uns im folgenden konzentrieren werden -, 
scheinen hingegen wegen der praktischen Limitierungen in 
der Synthese und Reinigung der Produkte (siehe unten) nur 
kleinere Proteine in Frage zu kommen. 

Die Faltung in eine kompakte, globulare Struktur scheint 
bei kurzen Polypeptidketten vom energetischen Standpunkt 
aus besonders ungunstig zu sein, wobei folgende Faktoren 
ins Gewicht fallenC4% 891: 

1) Die hohe Flexibilitat hea re r  Polypeptide (kleine Effekte 
des ausgeschlossenen Volumens), 

2) das kleine Volumen/Oberflachen-Verhaltnis, das die Zahl 
moglicher hydrophober Wechselwirkungen (S,,,, als ent- 
scheidende Triebkraft zur Faltung, Abb. 1) begrenzt, 

3 )  der Mangel an weitreichenden Wechselwirkungen, die zur 
Stabilisierung von Sekundarstrukturen beitragen. 

Um diese die Faltung hemmenden Faktoren kurzer Poly- 
peptidketten zu kompensieren, werden in der Regel strikt 
amphiphile Sekundarstrukturblocke mit optimaler Stabilitat 
e n t ~ o r f e n ~ ~ '  901, die als treibende Kraft zur Faltung ahnlich 
den natiirlichen Proteinen einen hydrophoben ,,Kern" im 
Innern des Molekuls und eine hydrophile Oberflache bilden 
(Abb. 7). 

H20 , 
a) - 

TFE 

a P 

(a1 La 
AG =RTln K D ~ ~ ~  

Abb. 7. Die Amphiphilie von Sekundarstrukturen als treibende Kraft fur die 
Faltung in eine Tertiarstruktur: a) Amphiphile Sequenzen des Typs (A-B),, 
wobei A einer hydrophoben (z. B. Leu, Val) und B einer hydrophilen (2. B. Glu, 
Lys) Aminosaure entsprechen, haben in wlBrigem Medium eine hohe Tendenz 
zur Assoriation; dabei kann sich durch Ubereinanderlagerung von Ketten eine 
P-strukturforrnige Doppelschicht rnit hydrophobem Inneren und hydrophiler 
Oberflache bilden[91]. In Trifluorethanol (TFE) ist diese Struktur weniger gun- 
stig, und das Konformationsgleichgewicht verschiebt sich mit steigendem Ge- 
halt an TFE auf die Seite der a-Helixbildung. b) Amphiphile Helices haben eine 
hohe Neigung zur Selbstassoziation zu mehr oder weniger definierten multime- 
ren Komplexen. Zum Beispiel schemen Primarsequenzen des Typs (A-A-B-B), 
in Wasser bevorzugt 4a-Helixbundel-Strukturen (4a) zu bilden; die Freie Ener- 
gie der Tetramerisierung (AG) wurde am Beispiel von Helices mittlerer Block- 
ldnge aufca.  20 kcalmol-' geschatzt[92]. 

3.2.1. Entwurf von Sekundarstvukturbloeken 
mit maJgeschneiderten Eigensehaften 

Systematische Untersuchungen an synthetischen Modell- 
peptiden haben in den vergangenen Jahren Aufschliisse iiber 
das Zustandekommen von Sekundarstrukturen geliefert und 
bilden eine experimentelle Basis fur die empirischen und se- 
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miempirischen theoretischen Ansatze der Strukturvorhersa- 
ge. Dies ist gerade im Hinblick auf die Konstruktion neuer 
Proteine wichtig, da letztendlich die experimentelle Verifika- 
tion das Ziel jeglicher Strukturvorhersagen und Entwiirfe ist. 

Erste Studien an synthetischen Homooligopeptiden be- 
fa13ten sich vor mehr als 20 Jahren hauptsachlich rnit den 
Grundphanomenen der Sekundarstrukturbildung, insbeson- 
dere der kritischen Kettenlange fur die a-Helix- und P-Falt- 
blattstrukturbildung in Abhangigkeit vom Aminosaurebau- 
stein und von den experimentellen Bed ing~ngen '~~ .  941. 

Diese Untersuchungen wurden durch Verwendung von 
,,Wirt-Gast"-Cooligopeptiden e r ~ e i t e r t ~ ~ ~ l .  Dieses Kon- 
zept, das seinen Namen der makrocyclischen Organischen 
Chemie verdankt [961, wurde erfolgreich zur experimentellen 
Ermittlung der Zimm-Bragg-Parameter c und sLE8l fur die 
Beschreibung des Helix-Knauel-Ubergangs [''I angewendet. 
Nach diesem Prinzip wird der EinfluR einer gezielt in ein 
Wirtpeptid eingebauten Aminosaure (Gast) auf die Konfor- 
mationseigenschaften des Wirtpeptids bestimmt und somit 
indirekt das Helixbildungspotential der Gastaminosaure er- 
mittelt. Detaillierte Untersuchungen zur Sekundarstruktur- 
bildung gelangen durch die Synthese wohldefinierter Wirt- 
Gast-Peptide, wobei erstmals die Bedeutung von Nach- 
barschaftseffekten (mittelweitreichende Wechselwirkungen) 
auf die Stabilitat von P-Faltblattstrukturen und Helices un- 
tersucht w ~ r d e [ ' ~ %  98  loi l .  Die daraus versuchsweise ermit- 
telten Regeln fur die Sekundarstrukturbildung deuten an, 
daR die aus Rontgenstrukturdaten kristalliner Proteine er- 
mittelten Konformationsparameter und die daraus abgelei- 
teten Vorhersageregeln nicht ohne weiteres auf kurzkettige 
Peptide in Losung anwendbar sind[1021. Ein ,,Nebenaspekt" 
dieser Studien von erheblicher praktischer Bedeutung war 
die Untersuchung konformationsabhangiger physikochemi- 
scher Eigenschaften bei der Pept id~ynthese[~~.  y9,  

Homo- und Cooligopeptide reflektieren die komplexen 
Verhaltnisse sequentieller Peptide im Proteinverband zwar 
nur ungenugend, eignen sich aber hervorragend zum Design 
von Sekundarstrukturblocken mit mangeschneiderten Ei- 
genschaften (Blocklange, Hydrophobie, etc.). Besonders 
wichtig fur das Protein-Design sind hierbei amphiphile 
Strukturen. 

Durch Synthese von Cooligopeptiden mit alternierend hy- 
drophilen und hydrophoben Aminosaureresten konnte die 
Tendenz solcher amphiphiler Systeme zur Bildung von fi- 
Faltbluttstrukturen ermittelt werden (Tabelle 2) [lool. Los- 

Tabelle 2.  Experimentell ermittelte Werte der kritischen Zahl n, an Dipep- 
tideinheiten, die zur Bildung von P-Faltblattstrukturen in amphiphilen Oligo- 
peptiden unterschiedlicher Sequenz notwendig ist (PEG = Polyethylenglycol 
als C-terminale Schutzgruppe, KL = Kettenlange). 

Peptid Losungsmittel n, KL 

(Ile-Gln),-Ile-Gly-PEG HzO 2 6 
(Ile-Thr),-Gly-OH CF,CH,OH 3 I 
(Thr-Val),-Gly-OH H,O 4 9 
(Ser-Leu),-Gly-PEG H2O 4 9 
(Ser-Ah),-Ser-PEG H 2 0  > 4  > 9  
(Val-Lys),-Gly-PEG H20 ,  pH 10 > 5  > 11 

lichkeitsproblenie, die im allgemeinen eine Konformations- 
analyse in Losung erschweren, wurden durch Verwendung 
von Polyethylenglycolen als C-terminale, solubilisierende 
Schutzgruppe des Peptid~["~I umgangen. Somit konnten 

vor allem 13-Faltblattstruktur-bildende Oligopeptide, die be- 
sonders schwerloslich sind [' O5I, auch in waBriger Losung 
untersucht werden. Wie aus Tabelle 2 ersichtlich, liegt die 
kritische Kettenlange zur P-Strukturbildung bei 6- 11 Ami- 
nosaureresten und ist damit im Bereich der bei Proteinen 
beobachteten Werte" O6I.  Die iiberraschend hohe Neigung 
amphiphiler Peptide (vergleichbar mit hydrophoben Ho- 
mooligopeptiden I1 "1) zur Bildung dieses Sekundarstruktur- 
typs kann am besten durch Entstehung einer ,,Zweischicht- 
struktur" (Abb. 7) erklart werden["], bei der die hydrophi- 
len Reste sich der waRrigen Phase zuwenden. Sequenzspezi- 
fische Effekte (Tabelle 2) sowie eine genugende Gesamt- 
hydrophobie des Peptids (zur Freisetzung der Solvatations- 
entropie Ss0,J scheinen die Stabilitat dieses Strukturtyps ent- 
scheidend zu beeinflussen [ l  O 8 I .  

Die kritische Kettenlange zur Bildung von a-Helices" 
liegt je nach Helixpotential der einzelnen Aminosauren bei 
ca. 10- 1 5 Aminosaureresten in Helix-fordernden Losungs- 
mitteln wie 2,2,2-Trifluorethanol. Eine Verkleinerung der 
kritischen Kettenlange kann durch den Einbau der stark 
Helix-induzierenden Aminosaure a-Aminoisobuttersaure 
(Aib)" 131 erreicht werden. Die Vielzahl der Studien von Aib 
enthaltenden Peptiden" l o  ermoglicht es, einige Richt- 
linien fur den Entwurf maRgeschneiderter Helixblocke abzu- 
leiten: Mit zunehmendem Anteil an Aib-Bausteinen wird die 
Stabilitat der Helix erhoht, d. h. die kritische Kettenlange zur 
Helixbildung nimmt ab. Der Einbau von Aib mu13 entspre- 
chend der Helixrad-Darstellung (vgl. Abb. 2) zu einer am- 
phiphilen Helixstruktur fuhren. Wie aus Abbildung 8 her- 

I 
zw 210 220 23c 140 200 210 220 230 2LO 200 210 220 230 240 

A l n r n l -  

Abb. 8. Kettenlingenabhhgigkeit der a-Helixbildung am Beispiel der Se- 
quenz Pro-Glu-(Ala-Aib-Glu-Aib), ~ [109]. Circulardichroismus-(CD)-Spek- 
tren deuten eine stufenweise Zunahme des Helixgehalts mit der Kettenlange in 
den Losungsmitteln Trifluorethanol (TFE), Methanol (MeOH) und Wasser 
(pH 2)  bei einer Konzentration von 1 mg Peptid mL-' an. Aus den Ge- 
samtelliptizitaten [el, 1aDt sich der a-Helixgehalt abschdtzen. Einbau der unge- 
wohnlichen Aminosanre cr-Aminoisobuttersaure (Aib) fordert die Helixbil- 
dung[109-112]. Die Zahlen unter den Kurven entsprechen der Anzahl von 
Aminosaureresten pro Peptid. Die Sequenz rnit 12 Aminosaureresten kommt 
beispielsweise wie folgt zustdnde: Pro-Glu-(Ala-Aib-Glu-Aib),-Ala-Aib. 

vorgeht, weist ein amphiphiles, Aib-haltiges Peptid bei einer 
Kettenlange von 18 Aminosauren in einer Reihe von Lo- 
sungsmitteln (vor allem auch in Wasser) eine weit fortge- 
schrittene Helixbildung a ~ f [ ' ~ ' - l  ''I; der Ersatz von Aib 
durch Ala in solchen Peptiden fiihrt zu einer signifikanten 
Verringerung des Helixgehalts ''I. Inzwischen sind elegante 
Strategien zur Synthese von 2-Methyl-aminosauren be- 
schrieben worden" l 4 I ,  so daR zu erwarten ist, daR diese Bau- 
steine sich zu wertvollen Werkzeugen fur die Konstruktion 
von mahgeschneiderten Helixblocken entwickeln wer- 
den [' "I. 
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3.2.2. Was konnen wiv von Peptiden 
ubev Pvoteine levnen und vice versa? 

Angesichts der groljen Fortschritte in der Konformations- 
analyse natiirlicher Peptide, insbesondere durch moderne 
NMR-[' 16], CD-["'] und IR-Techniken["*], sind die Un- 
tersuchung und die Optimierung der Sekundarstrukturbil- 
dung heute kein grundsatzliches Problem beim Protein-De- 
sign mehr. Das Studium der Konformationseigenschaften 
von Peptiden ist vor allem hinsichtlich der biologischen 
Funktion von Peptiden in den letzten Jahren in den Blick- 
punkt des Interesses gelangt. Dies wiederum hat zu einer 
Neubeurteilung der Wichtigkeit von Sekundarstrukturen fur 
den Aufbau natiirlicher Proteine gefiihrt. Uberraschender- 
weise haben detaillierte Untersuchungen der Sekundar- 
strukturbildung natiirlich vorkommender Peptidsequen- 
ze1-1~~~3 ergeben, daD die Zimm-Bragg-Theorie iiber die 
Helixbildung" erweitert werden muR, da der experimen- 
tell ermittelte Helixanteil in diesen Peptiden deutlich hoher 
liegt als theoretisch envartet. Dies ist in Einklang rnit Model- 
len der Proteinfaltung, nach denen die Bildung der Sekun- 
darstruktur in einer friihen Phase der Faltung b e g i t ~ n t ~ ~ ~ .  241. 

In jiingster Zeit hat man Modellpeptide zum Studium des 
Faltungsweges herangezogen [' 'I. 

Synthetische Modellpeptide konnen auch mit dem Ziel 
eingesetzt werden, charakteristische Eigenschaften makro- 
molekularer Systeme (z. B. von Proteinoberflachen) an weni- 
ger komplexen Systemen zu imitieren; dabei wird die Flexi- 
bilitat der Peptide durch Einschrankung des Konforma- 
tionsraumes gezielt herabgesetzt. Neben den Pionierarbeiten 
von E. 7: Kaiser an amphiphilen helicalen Peptidhormonen 
und Toxinen r901 seien einige kiirzlich beschriebene, typische 
Experimente erwahnt, die sich rnit Peptiden zur Calmodulin- 
bindung['221, zinkbindenden Peptiden mit ,,Zinkfinger"- 
K ~ n f o r r n a t i o n ~ ' ~ ~ ] ,  Modellen fur die Proteinionenkanalbil- 

Rezept~r-Mimetica"~~],  DNA-bindenden Pep- 
tiden[1261 sowie Peptiden mit Konformationseigenschaften 
von Epitopen in P r ~ t e i n e n [ ' ~ ~ ]  befassen. 

Modellpeptide werden auch in Zukunft eine wesentliche 
Rolle beim Studium der Tertiarstrukturbildung von Poly- 
peptidketten spielen und letztendlich dazu beitragen, das 
Problem der Strukturvorhersage aus der Aminosaurese- 
quenz zu losen. Ebenso niitzliche Dienste konnen sie bei der 
Ermittlung des Zusammenhangs zwischen Sequenz, Konfor- 
mation und physikochemischen Eigenschaften von Peptiden 
und Proteinen leisten. Die wesentliche Hiirde auf dem Weg 
zu neuen Proteinen liegt also weniger im Design der Bauele- 
mente (Sekundarstrukturblocke) selbst als vielmehr im 
Ubergang von der Sekundar- zur Tertiarstrukturbildung. 
Die Abschatzung, wie schwierig die experimentelle Verifizie- 
rung dieses Schrittes ist, wird in naher Zukunft einen wesent- 
lichen Teil der Forschungsbemuhungen auf dem Gebiet der 
Protein- und Peptidstruktur ausmachen. 

3.2.3. Von dev Sekundar- zuv Tertiarstvuktuv: 
Dev lange Weg neuentwovfenev Pvoteine 
vom Computevbildschivrn zum Reagensglas 

Bezeichnenderweise ist die experimentelle Ruckkopplung 
auf dieser hoheren Ebene der strukturellen Ordnung - der 
Tertiarstruktur ~ auDerst sparlich, gibt es doch nur wenige 

Arbeiten, die konzeptionell diese Richtung verfolgen. Als 
Beispiele sind zu nennen : Ein j3j3cr-Struktur-bildendes 34- 
Peptid rnit DNA-bindenden Eigenschaften [ I 2 * ] ,  ein vier- 
strangiges DDT-bindendes antiparalleles P-Faltblattpep- 
tid1'29, IJo1,  ein synthetisches Modell von Tropomyosin rnit 
einer zweistrangigen Helixstruktur (,,coiled-coils")[' 311,  eine 
Studie an repetitiven Peptidsequenzen rnit ,,Cross-P-Konfor- 
mation"[1321, zwei Faltungseinheiten mit Pap-Topologie 
(aus 38 bzw. 35 Amin~saureresten)"~~] und schlienlich die 
Synthese eines 66-Peptids mit antiparalleler 0-Struktur (,,Be- 
tabellin")['34. ' 351.  Der vielleicht erfolgreichste Ansatz des 
Protein-Design umfaRt den schrittweisen Aufbau eines Vier- 
Helixbiindel-Proteins : Zunachst konnte gezeigt werden, daR 
amphiphile Helices in wiljrigem Medium bevorzugt zu tetra- 
meren Spezies assoziieren[' 361 ; ein chemisch synthetisiertes 
entsprechendes Dimer (ein 35-Peptid aus zwei Helices, die 
rnit einer Loop-Sequenz verkniipft sind) ging durch Selbst- 
assoziation in eine stabilere Vier-Helixbundel-Struktur 
iiber[921. SchlieBlich wurden die Erfahrungen an diesem Sy- 
stem in bezug auf die physikochemischen Eigenschaften und 
das Konformationsverhalten dazu benutzt, ein einstrangiges 
lineares Polypeptid zu entwerfen und durch DNA-Rekombi- 
nationstechnik zu syntheti~ieren[ '~~. l3*1; erste Befunde 
deuten darauf hin, daI3 sich die postulierte Vier-Helix- 
bundel-Struktur tatsachlich bildet. Fur alle zitierten Bei- 
spiele gilt allerdings der Einwand, darj erst eine Rontgen- 
strukturanalyse oder detaillierte NMR-Untersuchungen 
in Losung den endgiiltigen Strukturbeweis erbringen 
konnen. 

Ein Grund dafur, darj hier bis heute noch wenig experi- 
mentelles Material greifbar ist, sind nach unserer Erfahrung 
die ungunstigen Loslichkeitseigenschaften der neu entworfe- 
nen Peptide. Dies au13ert sich gleich zweifach: Die Schwer- 
loslichkeit der vollgeschiitzten, wachsenden Peptidkette be- 
reitet grorjk Probieme bei der chemischen Synthese, und das 
entschutzte, ungefaltete Polypeptid neigt in hohem MaRe zur 
Aggregation und damit ebenfalls zur Schwerloslichkeit des 
Produktes. Die Neigung zu intermolekularer Aggregation 
als konkurrierendem ProzeR zur (gewunschten) intramoleku- 
luren Faltung scheint ein zentrales, intrinsisches Problem der 
Konstruktion kiinstlicher Proteine zu sein. Dies wird bei Be- 
trachtung der energetischen Faktoren der Proteinfaltung 
(Abb. 1, Tabelle 1) und der sich daraus ergebenden Konse- 
quenzen fur das de-novo-Design deutlich : 

1 )  Um eine Tendenz zur Faltung in eine globulare Struktur 
zu zeigen, mu13 das Polypeptid ausreichend hydrophob 
sein (die hydrophobe Entropie S,,,, kompensiert maRgeb- 
lich den Verlust an Kettenentropie S,,,,, im gefalteten Zu- 
stand, vgl. Tabelle 1).  Zu groI3e Hydrophobie fiihrt aber 
zur Unloslichkeit in waBrigem Medium. 

2) Zur Herabsetzung der Kettenentropie des entfalteten Po- 
lypeptids sowie als Keimbildung fur die Faltung miissen 
die Sekundarstrukturblocke auch ohne stabilisierende 
weitreichende Wechselwirkungen partiell ausgebildet sein. 
Um dies zu erreichen, werden im Regelfall strikt amphi- 
phile cr-Helices und j3-Faltblattstrukturen aus Aminoslu- 
ren rnit hohem Potential zur Sekundarstrukturbildung 
entworfen. Die ausgepragte Amphiphilie der Sekundar- 
strukturblocke im noch ungefalteten Molekul macht aber 
die Polypeptidkette in diesem ,,Zwischenzustand" des 
Faltungsweges anfallig fur Aggregationsprozesse. 
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Aus den bisherigen Versuchen (und vor allem den Fehl- 
versuchen) kann man ableiten, daB die Balance dieser fur die 
Faltung entscheidenden Faktoren auBerst subtil ist. Mogli- 
cherweise wird sich die .,Zweistufenstrategie", d. h. Design 
von stabilen Sekundarstrukturblocken mit anschliel3ender 
Verkniipfung durch ,,Loops" und ,,Turns" (Abb. 6)  zu Fal- 
tungseinheiten, in bezug auf den postulierten Faltungsweg 
als zu stark vereinfacht enveisen. Ein besseres Verstandnis 
der Rolle von ,,Loops" und ,,Turns" im FaltungsprozeR 
konnte entscheidende Verbesserungen im Protein-Design 
erbringe~~[~' ,  13', lJS1. Auf alle Falle reicht das ,,perfekte" 
Design (,,overdesign" I' 3 5 1 )  von dreidimensionalen Konfor- 
mationen mit optimalen intramolekularen Wechselwirkun- 
gen offensichtlich nicht aus, unser mangelndes Wissen uber 
den Faltungsmechanisrnus zu kompensieren. Hier liegt also 
noch ein weites Feld fur die Grundlagenforschung offen. 

Diese Probleme schliel3en jedoch nicht aus, daB uns auch 
heute schon ,,Einzeltreffer" gelingen, wie einige der ange- 
fuhrten Beispiele andeuten. Aber die entscheidende Frage 
fur die Zukunft des rationalen Protein-Design wird sein: 
Konnen wir nach einer allgemeinen Strategie in einem ersten 
Schritt Proteine mit wohldefinierter dreidimensionaler Kon- 
formation und ausreichender Stabilitat entwerfen, so daB in 
einem zweiten Schritt die Einfiihrung funktioneller Eigen- 
schaften in die vorgegebene raumliche Geruststruktur mog- 
lich wird? 

Es ist unsere Uberzeugung, daB gerade die chemische Syn- 
these durch ihr weites Potential an Methoden zur Struktur- 
modifizierung zur Losung einiger dieser grundlegenden Pro- 
bleme des Protein-Design beitragen kann. Bevor wir auf das 
Protein-Design mit chemischen Werkzeugen eingehen, wol- 
len wir einen kritischen Blick auf das ,,Handwerk" des Pep- 
tidchemikers selbst werfen. 

4. Die chemische Peptid- und Proteinsynthese : 
Handwerk oder Kunst? 

Die chemische Peptidsynthese uberspannt wissenschaft- 
liche Bemuhungen eines ganzen Jahrhunderts. Es ist deshalb 
aussichtslos, einen umfdssenden Uberblick des aktuellen 
Standes zu geben, vielmehr erscheint es sinnvoll, an dieser 
Stelle nur diejenigen Aspekte und Probleme zu diskutieren, 
die fur das Gebiet des Protein-Design rnit chemischen 
Methoden relevant sind (umfassende Monographien 

Aus der Distanz betrachtet scheint das Problem der Pep- 
tidsynthese gelost zu sein und eher in den Bereich der Routi- 
nemethoden zu gehoren. Da gibt es zum einen die vollauto- 
matisch arbeitenden Peptidsyntheseapparate, rnit denen 
Peptide mit Kettenlangen bis iiber 50 Aminosauren inner- 
halb kurzester Zeit und in variabler AnsatzgroBe aufgebaut 
werden konnen. Zum anderen erlaubt die DNA-Rekombi- 
nationstechnik im Prinzip die Synthese jeder Aminosaurese- 
quenz; selbst die Produktion in industriellem MaDstab ist 
schon heute in einigen Fallen moglich. Angesichts dieser Si- 
tuation ist man versucht, den SchluB zu ziehen, daB die Syn- 
these von Peptiden und Proteinen kein lohnenswertes wis- 
senschaftliches Ziel mehr ist. In der Tat waren es gerade die 
herausragenden Pionierleistungen, Mervifelds geniales Kon- 
zept der Synthese am festen Trager1'431 und die Anwendung 

siehe 1139-1411. , neuere Symposiumsberichte siehe 1 1 4 2 1 ) .  

der DNA-Rekombinationstechnik zur Peptidsynthese (siehe 
z,B. [5.6, 1 2 3 .  130, 137, 138.144, 1451 ), die zu einer Art Verdran- 
gung langanstehender und fundamentaler wissenschaftlicher 
Probleme der Peptid- und Proteinchemie gefuhrt haben. 
Trotz der Erfolge dieser Methoden gibt es namlich kein allge- 
mein anwendbares Verfahren zum Aufbau von Peptiden. 
Wie in Tabelle 3 dargelegt, hat jede Strategie ihre charakteri- 
stischen Vorziige und Grenzen; demzufolge steht bei der 
Wahl der Synthesemethode die Vetwendung des Peptids im 
Vordergrund. 

Es ist unbestritten, dal3 die Methode zur Synthese von 
Peptiden am festen Trager[1431 entscheidend zum Fortschritt 
unseres Wissens iiber diese wichtige Klasse von Biomolekii- 
len beigetragen hat [14']. Dennoch erscheint es angebracht, 
hinsichtlich der hohen Erwartungen an diese Strategie fur die 
zukiinftigen Ziele der Peptid- und Proteinsynthese eine kri- 
tische Bilanz der Moglichkeiten und Grenzen der Methode 
zu ziehen. Die Errungenschaften der Peptidsynthese wurden 
1971 von Wiinsch zusarnmengefa13t['601, zu einem Zeitpunkt, 
als die konventionelle Peptidsynthese (Fragmentkonden- 
sation in Losung) viele beeindruckende Erfolge erzielt hatte. 
Die Methoden der Schutzgruppentechnik, Aktivierung und 
Kupplung von Aminosauren sowie der Peptidreinigung und 
-analytik hatten ein hohes MaB an Perfektion erreicht; dage- 
gen zeichneten sich bei der Peptidsynthese am festen Trager 
im achten Jahr ihrer Entwicklung einige grundsatzliche me- 
thodische Limitierungen ab, die Wiinsch trefflich als ,,Ge- 
burtsfehler" dieser Methode bezeichnete, und zwar 

~ die absolute Notwendigkeit fur die Erreichung quantitati- 
ver Umsatze in jedem Schritt des Synthesecyclus, 

- die Verwendung groDer Uberschusse an Aminosaurederi- 
vaten bei der Kupplungsreaktion, 

~ die Gefahr von Nebenreaktionen bei der Aktivierung, 
Kupplung und Schutzgruppenabspaltung, 

- die schwierige analytische Kontrolle im heterogenen Sy- 
stem (z. B. haben die Testreaktionen fur quantitative 
Kupplungen dieselben Grenzen wie die zu testende Reak- 
tion selbst), 

~ die Schwerloslichkeit einiger Aminosiiurederivate sowie 
Quell- und Diffusionsprobleme des Harzes aufgrund von 
Aggregationserscheinungen der wachsenden Peptidkette, 

- die oft drastischen Abspaltungsbedingungen des Peptids 
vom polymeren Trager. 

Haben wir nun entscheidende Fortschritte bei der Uber- 
windung dieser grundsatzlichen Schwierigkeiten im Bereich 
der Synthese gemacht? In den letzten jahren sind einige 
wichtige methodologische Verbesserungen erzielt worden, 
unter anderem bei der Weiterentwicklung der Schutzgrup- 
penchemie. Zum Beispiel hat man neue Methoden sowohl 
zum Schutz der funktionellen Gruppen in den Seitenketten 
als auch zur Verankerung des Peptides am polymeren Trager 
e n t ~ i c k e l t ~ ' ~ ~ ] ;  auch sind die Nebenreaktionen wahrend der 
Peptidkupplung oder der Abspaltung der Schutzgrup- 
pen['611 heute besser bekannt. Eine wichtige Verbesserung 
war die Einfiihrung einer alternativen Strategie zur Boc/Bzl- 
Standardkombination fur den Schutz der Haupt- und Sei- 
tenkette des Peptids ~ der milderen Fmoc/tBu-Chemie1'621 -, 
die sich vor allem in Verbindung rnit neuen polymeren Tra- 
gern sehr bewahrt hat[163]. Der wohl entscheidende Impuls 
fur die enorme Ausweitung der automatisierten Peptidsyn- 
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Tabelle 3. Vergleich der heutigen Methoden zu r  Peptid- und Proteinsynthese (AS = Aminosaure) 

Methode Bevorzugter Vorteile 
Anwendungsbereich 

Nachteile Lit 
[a1 

Synthese in Losung [b] < 100 AS-Reste Reinigung von Know how notig, [139*, 1461 
Zwischenprodukten moglich, Zeitaufwand. 
hohe Reinheit Loslichkeitsprobleme 

Synthese am festen Triger [b] < 50 AS-Reste (obwohl einfach, schnell, Screening Reinigungsprobleme, [147*, 148*, 92, 129, 133, 
> 100 oft beschrieben) moglich, automatisch analytische Kontrollen notig 149, 1501 

Kondensation von (am festen < 100 AS-Reste Reinigung von Fragmenten geringe Loslichkeiten und [1511 
Triger erzeugten) moglich Ausbeuten, Racemisierung 
Fragmenten [b] 

Synthese am loslichen Trager < 30 AS-Reste Solubilisierung, homogene schwierige Automatisierung [104*, 1331 
(Polyethylenglycol als Reaktionsbedingungen und Isolierung des Peptids 
Schutzgruppe) [b] 

Semisynthese [b] Proteinfragmente, Proteine minimaler Seitenkettenschutz Optimierung notig, keine [152*, 1531 
Routine-Methode 

Enzymatische Synthese [b] AS-Bausteine + Proteine Selektivitat, keine Optimierung notig, keine [154*, 1551 
Racemisierung, wiHriges Routine-Methode 
Medium, Loslichkeit 

DNA-Rekombina- meistens Proteine ,,natiirliche Reinheit", Genexpression, [5*, 6*, 144*, 123. 130, 
tionstechnik [c] ,,unbegrenzter Vorrat" Genproduktisolierung 137, 138, 145, 1561 

(.,inclusion bodies") 

[a] Ausgewahlte Literaturhinweise; ein Sternchen kennzeichnet Ubersichtsartikel. [b] Chemische Methoden, die die Verwendung von nichtproteinogenen Aminosluren 
j133.1 SO]. Peptid-Mimetica [157'], Turn-Mimetica [lSS]. cz- und B-Struktur-Mimetica 11591 oder die selektive Einfuhrung von spektroskopisch nachweisbaren Sonden 
ermoglichen. [cl Genetische Verfahren, die auf naturliche Gensequenzen beschrankt sind. 

these kam aus dem Bereich der Peptidreinigungsverfahren, 
insbesondere der HPLC-Technik. 

Im Hinblick auf die oben zitierten grundsltzlichen Proble- 
me der Festphasensynthese laDt sich aber feststellen, da13 
gerade die unerwartet groI3en Erfolge der synthetischen Pep- 
tidchemie in der modernen B i ~ l o g i e [ ' ~ ~ ]  die weiteren For- 
schungen uber die Grundlagen der Peptidsynthese eher ge- 
hemmt haben. 

Als Beispiel fur ein weitgehend noch ungelostes Problem 
der Peptidchemie sei der EinfluD der Konformation auf die 
physikochemischen Eigenschaften des Peptids wie Solvata- 
tionsverhalten oder Kupplungskinetik envahnt [98,  991. Syste- 
matische Untersuchungen der Sekundarstrukturbildung in 
Losung und an Polymer-gebundenen Peptiden in unserem 
Laboratorium ergaben, da13 beim Konformationsiibergang 
des wachsenden Peptids von einer ungeordneten Struktur zu 
einer b-Faltblattkonformation die Reaktionsgeschwindig- 
keit im Kupplungsschritt drastisch abnimmt. Da wir heute 
noch wenig uber die Sekundarstrukturbildung bei vollge- 
schiitzten Peptiden unter den Bedingungen der Peptidsyn- 
these wissen, kann der EinfluO dieser Konformationseffekte 
auf den Verlauf der Peptidsynthese nur begrenzt vorausge- 
sagt ~ e r d e n [ ~ * *  9 9 s  lo3]; jedes einzelne Peptid hat charakteri- 
stische Eigenschaften, ist also eine komplexe, einzigartige 
Spezies, und gerade diese Tatsache schlie13t ein allgemeingul- 
tiges, standardisiertes Syntheseverfahren von Peptiden aus. 

Wo liegen heute die Perspektiven der chemischen Synthese 
von Peptiden und Proteinen? Kann sich diese Methode in 
Zukunft als potente, wertvolle Erganzung oder gar Alterna- 
tive zur DNA-Rekombinationstechnik entwickeln? Ein Vor- 
zug der chemischen Synthese gegeniiber dem biochemischen 
Weg ist offensichtlich: So ist der Einbau nichtproteinogener 
Aminosauren und unnaturlicher Bausteine ein unverzichtba- 
res Werkzeug der modernen Wirkstoffherstellung (Drug-De- 
sign), der Konformationsanalyse von Peptiden und Prote- 
inen sowie bei Struktur-Aktivitlts-Untersuchungen und 
Rezeptorbindungsstudien. 

Moglicherweise liegt das Gebiet mit dem zukunftstrach- 
tigsten Potential fur die chemische Synthese in der Konstruk- 
tion neuer Proteine, einer Forschungsrichtung, die sicherlich 
noch ganz in den Anfangen steckt. Die effiziente und zuver- 
Ibsige Synthese selbst kleiner Proteindomanen (Faltungs- 
einheiten aus 50- 100 Aminosaureresten) erfordert zum Auf- 
bau der Primarstruktur im allgemeinen eine Kombination 
mehrerer Synthesestrategien. Dabei scheint der Fragment- 
kondensation zwischengereinigter Peptide am polymeren 
Trager zunehmendes Gewicht zuzukommen (Literatur- 
zitate siehe Tabelle 3). Langfristig wird die in Abbildung 9 
dargestellte Kombination chemischer, enzymatischer und 
biologischer Methoden fur die Ausnutzung des gesamten 
Potentials zur Konstruktion neuer Proteine entscheidend 
sein. 

In dieser Hinsicht ist jedoch nicht die Synthese das Haupt- 
problem. In der Tat konnten die Syntheseprobleme sogar 
grundsatzlich als gelost betrachtet werden, da es mit gentech- 

Enzyrnotische 
Methoden 

H+ COOH 

Abb. 9. Die Kombination biologischer, enzymatischer und chemischer Metho- 
den zum Aufbau von Proteinen hat moglicherweise ein groBes Potential fur die 
Zukunft des Protein-Design. Wie das hypothetische Schema zeigt, wird dabei 
ein durch DNA-Rekombinationstechnik hergestelltes Peptidfragment (links) 
enzymatisch an ein chemisch (unter minimalem Seitenkettenschutz) syntheti- 
siertes Fragment (rechts) gekuppelt. Durch dieses Verfahren ist es moglich, 
nichtproteinogene Aminosauren, Mimetica oder spektroskopische Sonden (ge- 
fiillte Symbole) in die Sequenz einzubauen. 
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nologischen Methoden prinzipiell moglich ist, jede Amino- 
siiuresequenz aufzubauen. Auch die chemischen Methoden 
zur Peptid- und Proteinsynthese, die wegen ihres unbegrenz- 
ten Potentials zur Strukturmodifizierung an Aktualitat 
nichts verloren haben, sind eher durch den Aufwand an Zeit 
und Know-how als durch methodologische Faktoren be- 
schrbnkt. 

5. Die Verwendung chemischer Werkzeuge 
beim Protein-Design - 
Templat-assoziierte synthetische Proteine (TASP) 

Die eigentliche Hiirde auf dem Weg zu neuen Proteinen 
liegt also nicht etwa in der Etablierung der chemischen 
Struktur von Proteinen, sondern vielmehr im Auffinden von 
Polypeptidsequenzen, die in eine gewiinschte raumliche 
Konformation falten. Die Aussichten, dieses , ,Faltungspro- 
blem" in absehbarer Zeit losen zu konnen, miissen als sehr 
gering eingestuft werden. Gerade die Moglichkeiten des Pro- 
tein-Engineering haben aufgedeckt, wie komplex der Zusam- 
menhang zwischen Sequenz und Faltungstopologie bei na- 
tiirlichen Proteinen ist. Es scheint fast aussichtslos, die 
GesetzmaRigkeiten des evolutioniiren Selektions- und Opti- 
mierungsprozesses so zu erfassen, daR daraus allgemeine Re- 
geln zum Bau neuer Proteine abgeleitet werden konnten. 

In diesem Zusammenhang erscheint hier die Frage berech- 
tigt, ob denn lineare Polypeptidketten iiberhaupt die ,,geeig- 
netesten" Grundstrukturen zur Konstruktion globularer 
Proteine sind. Nach einer unbeweisbaren Spekulation blieb 
Mutter Natur, nachdem zuerst die ribosomale ,,Synthesefa- 
brik" von linearen Polypeptiden entwickelt war, keine ande- 
re Wahl, als in einem iiber Jahrmillionen dauernden Opti- 
mierungsprozeB die Faltung in eine biologisch sinnvolle, 
globulare Konformation ,,zu erlernen". Die These, daR die- 

Ahb. 10. Strategien fur das Protein-de-novo-Design. Globulare Strukturen 
konnen auf zwei Wegen konstruiert werden, wie hier am Beispiel eines 4a-Helix- 
biindel-Proteins gezeigt wird: Um die durch Selhstassoziation amphiphiler He- 
lixhlocke entstandene tetramere Struktur (Mitte, vgl. Ahb. 7 b) zu erhalten, 
konnen die Helices durch Schlaufen (,,Loops") zu einer linearen Polypeptidket- 
te verknupft werden (links, siehe d a m  [138]) ~ ein Weg, der dem naturlichen 
Aufbau von Proteinen entspricht. Die gleiche Packungsanordnung der Helices 
wird aher auch erreicht, wenn die einzelnen Helixblocke auf einem Tragermole- 
kul (Templat) kovalent fixiert werden (rechts). Diese Templat-assoziierten syn- 
thetischen Proteine (TASP) hahen eine nicht-naturhche (verzweigrc) Konnekti- 
vitat der Peptidketten und sind somit nur durch chemische Synthese zuganglich. 

ser FaltungsprozeB in eine einzigartige, alternative Konfor- 
mationen ausschlieBende[' 3 7 1  dreidimensionale Struktur ei- 
ne ungewohnliche Eigenschaft hea re r  Polypeptide ist, zeigt 
sich darin, daB nur eine verschwindend kleine Zahl der denk- 
baren Polypeptidketten diese Fahigkeit tatsachlich hat. 

Genau an diesem Punkt setzen unsere Uberlegungen ein : 
Kann der Chemiker den steinigen Weg des Nachvollziehens 
der natiirlichen Evolution von Proteinen eventuell meiden 
und statt dessen rnit seinen Werkzeugen zu proteinartigen 

Makromolekiilen rnit maRgeschneiderten strukturellen und 
funktionellen Eigenschaften gel anger^^^']? Wire es z. B. 
moglich, Peptidgeriiststrukturen zu konstruieren, die eine 
vie1 hohere Tendenz zur Faltung in eine globulare Konfor- 
mation haben als lineare Polypeptide? Der Aufbau von Pep- 
tidketten mit nicht-natiirlicher Verkniipfung der Peptidse- 
quenz (z. B. verzweigte Strukturen, Abb. 10) konnte ein Weg 
sein. Erstaunlicherweise haben Peptidchemiker, die sich rnit 
dem Protein-Design befassen, von diesem vielleicht mach- 
tigsten Werkzeug bisher kaum Gebrauch gemacht. 

Mehrere Arbeitsgruppen beschaftigen sich seit einigen 
Jahren mit dem Bau kiinstlicher Proteinstrukturen. So haben 
wir z. B. bei der Konstruktion eines Enzymmodells vorge- 
schlagen, Peptidblocke gezielt auf ein multifunktionelles 
Tragermolekiil aufzupfropfen 14, 16']. Ein ahnliches Konzept 
wurde von Heidemann et al. zum Studium der Tripelhe- 
lixbildung als Kollagenmodell entwickelt. Die Verwendung 
einer multifunktionellen Ankergruppe bei der Festkorper- 
synthese eines ,,P-Barrel"-bildenden Proteins (,,Betabellin") 
diente als Briicke zur Stabilisierung der hypothetischen Ter- 
t i a r s t r ~ k t u r [ ' ~ ~ ,  1 3 s . 1 6 7 1 .  In jiingster Zeit wurde auch eine 
Disulfidbrucke zur Stabilisierung paralleler Helices in Tro- 
pomyosin-,,coiled-coil"-Modellen1'681 verwendet. 

Wir haben nun kiirzlich aus diesen Ansatzen eine allge- 
meine neue Strategie zur Konstruktion von kiinstlichen Pro- 
teinen entwickelt, welche die GesetzmaBigkeiten der Protein- 
struktur mit den Moglichkeiten der synthetischen Organi- 
schen Chemie konzeptionell ~ e r b i n d e t ~ ' ~ ~ ] .  Danach werden 
amphiphile, Sekundarstruktur-bildende Peptidblocke auf ei- 
nem topologisch maBgeschneiderten Templatmolekiil kova- 
lent fixiert; dem Templatmolekiil kommt die Funktion zu, 
die Peptidketten zu einer ahnlichen Packungsanordnung wie 
in Proteinen zu dirigieren. Die resultierenden Makromolekii- 
le bezeichnen wir entsprechend ihrem strukturellen Aufbau 
als Templat-assoziierte synthetische Proteine (TASP, 
Abb. 11). 

Abb. 11. Templat-assoziierte synthetische Proteine (TASP) als neues Konzept 
fur kunstliche Proteine. Amphiphile, Sekundirstruktur-hildende Peptidblocke 
(p-Falthlattstrukturen, a-Helices) werden kovalent auf einem maogeschneider- 
ten TrZgermolekiil (Templat) fixiert; das Templat dirigiert die Peptidblocke zu 
einer charakteristischen dreidimensionalen Struktur (,,Templateffekt", siehe 
Text). Im abgebildeten Beispiel werden zwei a-Faltblattstringe und ein @-Helix- 
block auf einem trifunktionellen Templatmolekul zu einer ,,!3ag"-ahnlichen 
Faltungseinheit zusammengelagert. 

Wie aus Abbildung 10 am Beispiel eines Vier-Helixbiindel- 
Proteins ersichtlich wird, fiihrt die nichtlineare Verkniipfung 
der Helices zu einem verzweigten Molekiil. Dieser Unter- 
schied in der Konnektivitat des Kettengerusts hat hinsicht- 
lich der Bildung einer globularen Struktur erhebliche Konse- 
quenzen : Wahrend bei der linearen Anordnung von Helices 
das Molekiil einen spezifischen FaltungsprozeB zur Bildung 
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der postulierten Tertiarstruktur durchlaufen muR, kann das 
verzweigte Molekiil diese kompakte Struktur wesentlich di- 
rekter erreichen. Es ist offensichtlich, daR dem multifunktio- 
nellen Tragermolekiil hierbei eine entscheidende Rolle zu- 
fallt, indem es 

1)  die intramolekularen Wechselwirkungen der kovalent fi- 
xierten Peptidblocke begunstigt und 

2) aufgrund der raumlichen Anordnung der funktionellen 
Gruppen (,,Verankerungsstellen") die Packungstopologie 
des TASP-Molekiils festlegt (Abb. 12). 

1,- (4P1  Ternpiat- 

15-1 papap l  

Abb. 12. Schematische Darstellung unterschiedhcher Packungsdnordnungen 
(Topologien) von TASP-Molekiilen (T,:T = Templatmolekiil; n = Zahl der 
Verankerungsstellen (funktionellen Gruppen) auf T; a,p = amphiphile Peptid- 
blocke mit a-Helix- bzw. b-Faltblattstruktur). Zahl, Art und raumliche Orien- 
tierung der Verankerungsstellen des Trlgermolekiils legen die postulierte dreidi- 
mensionale Konformation fest, d. h. sie wirken als Ternplat fur die Faltung des 
Molekiils in die vorausbestimmte Struktur. 

Bei dieser konzeptionellen Schliisselfunktion in der TASP- 
Strategie kommt dem Tragermolekiil entgegen fruheren An- 
satzen im Protein-Design nicht nur eine strukturstabilisieren- 
de Rolle (als ,,Quervernetzer") zu, sondern es dient als 
Ternplat fur die zu entwerfende dreidimensionale Konforma- 
tion des Molekiils. 

5.1. TASP-Molekiile - 
Die ,,Flucht" des Chemikers aus dem Faltungsproblem? 

Die konzeptionelle Einfachheit der neuen Strategie er- 
moglicht es, einige grundsatzliche energetische Aspekte zur 
Faltung von TASP-Molekulen zu diskutieren (Abb. 13). Wie 
oben aufgezeigt, induziert das Templatmolekul intramoleku- 
lare Wechselwirkungen zwischen kovalent gebundenen Pep- 
tidketten, so daB das Molekiil im entfalteten Zustand eine 
hohe Knaueldichte (vielleicht mit einem ,,kollabierten Zu- 
stand" eines linearen Kettenmolekiils vergleichbar) aufweist. 
Die Amphiphilie der Sekundarstrukturblocke, die sich bei 
geeigneten (,,renaturierenden") Bedingungen bilden, fiihrt 
zur Selbstassoziation dieser Templat-gebundenen Peptide zu 
einer kompakten Struktur (,,intramolekularer Kollaps") un- 
ter Optimierung der hydrophoben Wechselwirkungen, wobei 

die Bildung der Sekundarstrukturen (Nucleationsschritt) 
zum geschwindigkeitsbestimmenden Schritt fur die Faltung 
wird (Abb. 13). 

SKette 

AG - 

Abb. 13. Hypothetischer Faltungsweg von TASP-Molekiilen am Beispiel einer 
4a-Helixbiindel-Struktur. Das ungeordnete, ,,kompakte", verzweigte Molekiil 
erreicht danach seine globulare Struktur iiber einen geschwindigkeitsbestim- 
menden Nucleationsschritt, in welchem die Sekundzrstruktur gebildet wird und 
die Kettenentropie S,,,,, gegeniiher der des ungeordneten Zustands ahnimmt. 
Im Falle der Helixbildung kann dieser Schritt durch die Zimm-Bragg-Glei- 
chung beschrieben werden: K,  = US" (u und s bezeichnen die Faktoren der 
Helixnucleation bzw. des Helixwachstums, n = Kettenlange des Peptids [ S S ] ) .  
Bei der intramolekularen Assoziation der amphiphilen Sekundarstrukturblok- 
ke ist die Zunahme der Solvatationsentropie S,,,, (assoziierte Wassermolekiile 
werden durch Bildung eines hydrophoben Kerns freigesetzt) die entscheidende 
Triebkraft fur die Faltung in eine globulire Struktur. Die Freie Energie der 
Tetramerisierung von Helices kann dabei durch KD,,, = [a]'/[4a] beschrieben 
werden. In der hypothetischen Zwischenstufe (durch ein Sternchen markiert) 
werden intramolekulare Wechselwirkungen durch die Fixierung der Helices an 
das Templat erzwungen, so daI3 die bei linearen Amphiphilen beobachtete Ten- 
denz L U  intermolekularer Aggregation bei TASP-Molekiilen erheblich verrin- 
gert ist. 

Aufgrund dieses hypothetischen ,,Faltungsmechanismus" 
von TASP-Molekiilen ist nicht zu erwarten, daB im Fal- 
tungsprozeh substantielle Energiebarrieren uberwunden 
werden miissen, wie dies bei linearen Polypeptidketten po- 
stuliert wird (Abb. 14). 

Vom experimentellen Standpunkt her betrachtet ist das 
Phanomen der Selbstassoziation sehr wichtig : Durch die 
Templat-induzierten Nachbarschaftswechselwirkungen sind 
intermolekulare Assoziationen der amphiphilen Peptide we- 
niger wahrscheinlich als intramolekulare Kontakte, d. h. die 
Aggregationstendenz sollte bei TASP-Molekiilen erheblich 
kleiner sein als bei linearen Polypeptiden. 

Durch die verzweigte Struktur von TASP-Molekiilen und 
die dadurch bedingte hohe Volumendichte wirken sich signi- 
fikante Effekte des ausgeschlossenen Volumens aus; dies er- 
niedrigt die Kettenentropie SKetce im entfalteten Zustand U 
und erhoht konsequenterweise den Wert von AG,_ (vgl. 
Abb. Ein qualitativer Vergleich (Abb. 14) von linea- 
ren (L) und verzweigten Polypeptiden (T) illustriert diesen 
Punkt. Die Destabilisierung des entfalteten Zustands im ver- 
zweigten Polypeptid T betragt AS;,,,,; somit ist T im gefalte- 
ten Zustand F thermodynamisch um AG;-, stabiler als ein 
gefaltetes, lineares Polypeptid L; unter der Voraussetzung, 
daB bei L und T im gefalteten Zustand (L, bzw. TF) die 
Packungsdichten und damit die Enthalpien H sowie die Sol- 
vatationsentropien SsOlv von vergleichbarer GroBe sind, fuh- 
ren diese Uberlegungen zur Vorhersage, daB TASP-Molekii- 
le thermodynamisch stabiler als lineare Polypeptide von 
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Lineares Polypeptid T A W  

r H H H 1 

Losung 

AG I f  

Vler-Helixbundel- 
Protein 

AG;-T = AG' - AG % AS;,,,, 

Abb. 14. Schematische Darstellung thermodynarnischer Aspekte fur die Fal- 
tung von linearen (L) und verzweigten (T) Polypeptiden. Wlhrend die ungeord- 
neten (U) Knauelkonformationen beider Makromolekule in schlecht solvati- 
sierenden Losungsmitteln (nahe am Thetapunkt) ausschlieDhch von kurzrei- 
chenden Wechselwirkungen bestimmt werden, treten bei guter Solvatation der 
Ketten infolge weitreichender Wechselwirkungen erhebliche Effekte des ausge- 
schlossenen Volumens auf[l], die sich z.B. durch eine VergroBerung des End- 
zu-End-Vektors ( r )  (die Klammer bedeutet den statistisch-mechanischen 
Durchschnitt von r uber alle dem Molekul zugdnglichen Konformationen) be- 
merkbar machen. Aufgrund der hoheren Kniueldichte im verzweigten Molekul 
wird dort die Zahl der dem Molekul zuganglichen Konformationen durch diese 
Effekte starker eingeschrinkt als im linearen Kettenmolekul (Verlust an 
Kettenentropie SKe,,J; dies destabilisiert den entfalteten Zustand irn verzweig- 
ten Molekul (TJ. Unter der Voraussetzung, daB die intramolekularen Wechsel- 
wirkungsenergien des gefalteten Zustands (F) in beiden Molekulen von ver- 
gleichbarer GroBenordnung sind (d. h. A H * ,  AS* z 0), ergibt sich aus dieser 
Darstellung, daD verzweigte Molekule um AG; stabiler sind als lineare Mole- 
kule. TASP-Molekule sollten demzufolge thermodynamisch stdbiler sein als 
gefaltete lineare Polypeptide mit Phnlicher Packungstopologie (hier eine ..Vier- 
Helixbunde1"-Struktiir). Dieser energetische Aspekt 1st hinsichtlich einer 
,,nachtriglichen" Funktionalisierung dieser Strukturen essentiell. 

ahnlicher GroRe sind. Dieser energetische Aspekt von 
TASP-Molekiilen ist mit Blick auf die Zielsetzung des Pro- 
tein-Design, namlich die Einfuhrung funktioneller Eigen- 
schaften in vorgegebene dreidimensionale Strukturen (Ab- 
schnitt 6), von grundlegender Bedeutung. 

5.2. Entwurf und Synthese von TASP-Molekiilen 

Der fur das Protein-Design wohl wertvollste Aspekt des 
TASP-Konzepts besteht in der Zuganglichkeit von drei- 
dimensionalen Konformationen mit einer groDen Varia- 
tionsbreite der Packungsanordnungen (Topologien) (vgl. 
Abb. 12). Das Computer-gestutzte Design von TASP-Mole- 
kiilen umfaRt vier Schritte: 

den Entwurf von amphiphilen Peptidblocken entspre- 
chend den Regeln zur Sekundarstrukturbildung 
(Abb. 15a), 
die Selbstassoziation der Peptidblocke zu Systemen mit 
vorgegebener Packungsanordnung, so daD giinstige in- 
tramolekulare Wechselwirkungen zustandekommen 
(,,conformational relaxation"); (Abb. 15 b), 
den Entwurf eines maljgeschneiderten Templatmolekiils 
und die Verknupfung der Sekundarstrukturblocke mit 
den funktionellen Gruppen des Templats (Abb. 15 c und 

die Minimierung der Konformationsenergie mit dem 
Ziel, eine hypothetische Struktur des TASP-Molekiils zu 
erhalten (Abb. 15e und 1 5 Q  

15 4, 

Prinzipiell kann jedes Molekiil mit geeigneter raumlicher 
Anordnung der funktionellen Gruppen (Verankerungsstel- 
len fur die Peptidblocke) als Templatmolekiil dienen 
(Abb. 16); unter anderem ziehen wir cyclische Peptide, Pep- 
tide mit konformativen Einschrankungen, Saccharide sowie 
polycyclische aromatische und aliphatische Systeme in Be- 
tracht. In unseren explorativen Studien des Konzepts haben 
wir synthetische Oligopeptide als Templatmolekiile verwen- 
det, weil hier die gut ausgereifte orthogonale Schutzgruppen- 
t e ~ h n i k [ ' ~ ~ ]  der Peptidchemie zur Verfiigung steht, die eine 
hohe Flexibilitat in der Synthesestrategie von TASP-Mole- 
kulen garantiert (Abb. 17, 18). 

Das in Abbildung 15 c dargestellte Modelltemplat ist ein 
cyclisches Decapeptid, das aus zwei iiber p-Turns verbriick- 
ten antiparallelen P-Faltblattstruktursegmenten der Sequenz 
(Lys-Ala-Lys) aufgebaut ist und von der Gramicidin-S- 
Struktur abgeleitet w ~ r d e [ ' ~ ' ] .  Durch Computer-gestiitztes 
Molecular Modeling 11ljt sich zeigen, dalj die vier €-Amino- 
gruppen der Lysinreste in einer energetisch bevorzugten 
Konformation einen idealen Abstand zur Konstruktion einer 
Vier-Helixbiindel-Struktur haben (Abb. 15). Der Aufbau 
von TASP-Molekulen gelingt durch die iiblichen Strategien 
der chemischen Peptidsynthese, also nach der konventio- 
nellen L o s ~ n g s m e t h o d e [ ' ~ ~ ~  oder am polymeren Tra- 

spiel. Der Variationsbreite des Konzepts sind vom Stand- 
punkt der Synthese aus betrachtet keine Grenzen gesetzt. 
Die oben angefuhrte orthogonale Schutzgruppentechnik 
(Abb. 17) ermoglicht im Zusammenhang mit der Segment- 
kondensation (Abb. 19) den Aufbau einer Vielfalt von 
TASP-Topologien; so ist es unter anderem moglich, Peptid- 
blocke mit unterschiedlicher Sequenz und gegenseitiger 
Orientierung zusammenzulagern, um beispielsweise den Ein- 
flulj des D i p ~ l s [ ~ ~ ]  bei paralleler oder antiparalleler Anord- 
nung der Ketten auf die Stabilitat einer dreidimensionalen 
Konformation experimentell zu iiberpriifen. 

Die stufenweise Synthese am Trager ist durch ihre hohe 
Effzienz zwar geeignet, einige globale Eigenschaften der 
Molekiile rasch zu bewerten, doch gewahreii die Losungsme- 
thoden (Segmentkondensation) hohere Flexibilitat bei der 
Synthese und fiihren nicht zuletzt zu verlaljlicheren Daten. 
Hinsichtlich der oben diskutierten Limitierungen der Peptid- 
synthese durch Konformationseffekte ist der Befund wichtig, 
dalj das TASP-Molekiil die postulierte Struktur erst nach 
Abspaltung aller Schutzgruppen, also nach Fertigstellung 
des Molekiils, einnimmt. Bei der Synthese dieser Molekule 
gibt es somit keine anderen Beschrankungen als bei der Syn- 
these linearer Polypeptide[", 993 '031. 

ger[104. 1481 . Abb' ildung 18 zeigt ein charakteristisches Bei- 
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Abb. 15. TASP-Design durch Computer-gestiitztes Molecular Modeling (unter Verwendung des ,,Roche interactive molecular graphic system" (RIMG)[170]) am 
Beispiel eines Templat-assoziierten Vier-Helixbiindel-Proteins (T4-(4a) in Abb. 12). a) Entwurf des Sekundarstrukturblocks: Computer-generierte Modellhelix (Ansicht 
entlang des Helixzylinders) der Sequenz Glu-Ala-Leu-GIu-Lys-Ala-Leu-Lys-Glu-Ala-Leu-Ala-Lys-Leu (vgl. dam auch Abb. 2). Die punktierten van-der-Waals-Ober- 
flichen der hydrophoben (gelb) und der hydrophilen (blau) Seitenketten der Aminosluren lassen den amphiphilen Charakter dieser Sequenz erkennen. b) ,,Selbstasso- 
ziation" der Helices zu einer Vier-Helixbiindel-Anordnung, bei der die hydrophoben Seitenketten (Leu) ,,nach innen" und die hydrophilen Gruppen (Glu-Lys) auf der 
Oberflache zu liegen kommen. c) Entwurf eines maljgeschneiderten Templatmolekiils: Cyclisches Decdpeptid (Aufsicht der Sequenz cyclo(-Pro-Lys-Ala-Lys-D-Phe-), 
(Analogon von Gramicidin S[171]). Das Peptid besteht aus zwei antiparallelen fi-Strukturstrlngen (Lys-Ala-Lys), die iiber zwei @-Turns (D-Phe-Pro) vom Typ I I  
verbriickt sind. Der gegenseitige Abstand der vier &-Aminogruppen der Lysin-Bausteine betrigt in dieser energetisch bevorzugten Konformation des Peptids ca. 
10- 11 A (gelbpunktiertes Viereck); das tetrafunktionelle Molekiil ist somit ein ideales Templat fur die Aufpfropfung der Vier-Helixbundel-Struktur (vgl. Abb. 15e. 0. 
d) Seitenansicht eines cyclischen Templatmolekiils der Sequenz Cys-Lys-Ala-Lys-Pro-Gly-Lys-Ala-Lys-Cys. Der Ringschlul.? des Peptids erfolgt hierbei uber eine 
S-S-Briicke (-CH,-S-S-CH,, gelb) der Cysteinbausteine (Peptidgeriist rot und orange. Lysinseitenketten rosa). e) Seitenansicht eines Templat-assoriierten Vier-Helix- 
biindel-Proteins[l72]. Die C-terminalen Carhoxygruppen der vier Helices der Biindelstruktur (vgl. Abb. 15 h) werden mit den E-Aminogruppen der vier Lysinreste des 
Templats (offenkettige Variante der in Abb. 15d gereigten Verbindung) durch Amidbindung verkniipft. Unler Fixierung der Konformation des Templatgeriists (blau) 
werden die Lysinseitenketten (rosa) sowie die aufgepfropften Helices (gelb und rot) unter Freigabe aller Rotationswinkel des Molekuls konformdtiv relaxiert, so da8  
eine spannungsfreie, energetisch giinstige Konformation resultiert. 0 Das gleiche Molekiil wie in Abb. 15e vom N-Terminus der vier Helixzylinder aus betrachtet. Die 
Bildung eines hydrophoben Kerns im lnnern des Vier-Helixbiindels wird durch die blaupunktierten van-der-Waals-Oberflachen der Leucin-Seitenketten deutlich. Die 
Hehxachsen sind in dieser bevorzugten Konformation des Molekiils wie bei naturlichen Proteinen mit Vier-Helixbiindel-Struktur gegeneinander geneigt (Helixgeriist 
gelb, hydrophile Seitenketten rot). 

-............ < r > ~ ~ ~  ~ ..... Verankerungsstellen 

Abb. 16. Schematische Darstellung eines Templatmolekuls im TASP-Design. 
Der Einbau eines P-Turn-Mimetics (2. B. eines starren, bifunktionellen Mole- 
kiils, das den raumlichen Verhaltnissen eines Dipeptids in  der P-Turn-Konfor- 
mation entspricht) stabilisiert die gewunschte ,,@-Haarnddel"-Konformation 
des Templats (vgl. Abb. 15d). Durch Rotation um die C-C-Einfachbindungen 
der Lysinseitenketten kann der durchschnittliche Abstand ( r )  der Veranke- 
rungsstellen (c-Aminogruppen der Lysinreste) den Erfordernissen der zu kon- 
struierenden Packungstopologien (vgl. Abb. 12) aiigepant werden. 

P- Haarnadel 
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5.3. Eigenschaften von TASP-Molekulen 

H2 - , S M  

Abb. 17. Die selektive Entfernung von Schutzgruppen an den Verankerungs- 
stellen des Templatmolekiils (.,orthogonale Schutzgruppentechnik")[173] ist 
eine Voraussetzung zur Ausschopfung des gesamten Potentials der TASP-Stra- 
tegie. Als Beispiele sind hier folgende Aminoschutzgruppen (2. B. zum Schutz 
von s-Aminogruppen der Lysinreste des Templatmolekiils, Abb. 16) aufge- 
fiihrt: Fmoc (9-Fluorenylmethoxycarbonyl), spaltbar durch Basen (B); Boc 
(tert-Butoxycarbonyl), Bpoc (Biphenyl-isopropoxycarbonyl) und Trt (Tntyl), 
die unterschiedlich labil gegeniiber Sauren (Ha) sind; Cbo (Benzyloxycarbo- 
nyl), spaltbar durch Hydrogenolyse (H,); Aloc (Allyloxycarbonyl), spaltbar 
durch Metallkomplexe (M), z. B. von Pdo (in Abb. 18 und 19 sind Anwendungs- 
beispiele angegeben). 

Fmoc 

Aloc 

I 
p - 8 1  

T 8 - l L a l ( L P l  ; (T8-~LalllLa21) 

Ahb. 18. Synthesestrategie zum Aufbau eines ,,Zwei-Domanen"-TASP-Mole- 
kiils[174] vom Typ T8-(4a)(4B) oder T8-(4a,)(4a,) (Abb. 12). Das Templatmo- 
lekiil wurde stufenweise an quervernetztem Polystyrol @ als Trager iiber die 
saurelabile Phenylacetamidomethyl(PAM)-Ankergruppe unter Verwendung 
von N"-Trt-Aminosauren und IT-Fmoc- oder N'-Boc-geschutztem Lysin (K) 
aufgehaut. In einer aiternativen Schutzgruppenstrategie wurde die Kombina- 
tion N"-Boc/N'-Fmoc/N'-Aloc in Verbindung mit dem saurelabilen Benzhy- 
drylamin(BHA)-Anker verwendet. Die selektive Entfernung der orthogonal 
geschiitzten Lysin-8-Aminogruppen des Templats vervollstandigt schlieDlich 
den Aufbau der beiden ,,Domanen" 4n und 48 (siehe Abh. 24a) oder 4a, und 
4a,. Einzelschritte: 1) Trt-(Boc-)Abspaltung; 2) N-Acylierung; 3) Boc- 
(Fmoc-)-Abspaltung; 4) 15 (13) Kupplungscyclen a (al); 5 )  Fmoc-(Aloc-)Ab- 
spaltung; 6) 9 (15) Kupplungscyclen (a,); 7) N-Acylierung; 8) Entfernung der 
Schutzgruppen und Abspaltung vom Harz. 

t t t *  

YHR 
b) 

NH !P K COOH 

TOOR 

Abb. 19. Synthesestrategien im TASP-Design: Die selektive Abspaltung von 
Schutzgruppen (vgl. Abb. 18) ermoglicht den Aufbau von TASP-Molekiilen 
mit unterschiedlicher Sequenz der Sekundarstrukturblocke. a) Durch unabhan- 
gige Abspaltung der beiden Schutzgruppen X und Y im Templatmolekiil kon- 
nen vier parallel orientierte Helices erzeugt werden, wobei jeweils zwei die 
gleiche Sequenz aufweisen. Die Helices lassen sich stufenweise oder durch Seg- 
mentkondensation aufbauen. b) Synthesevariante, bei der durch Verwendung 
vollgeschiitzter Fragmente TASP-Molekiile mit untiparalleler Orientierung der 
Sekundarstrukturblocke erhalten werden konnen (K = Lysin, E = Glutamin- 
siure, Z = Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe, Bu = Schutzgruppen auf terf- 
Butyl-Basis). 

Inzwischen haben wir TASP-Molekiile rnit J ~ E P - [ ' ~ ~ ] ,  
,,Vier-Heli~-Biindel"-~'~~~ 751 und ,,Zwei-Domanen"-(4or/ 
4P)-St rukt~r [ '~~I  (Abb. 12) nach den oben entwickelten 
Prinzipien entworfen und experimentell untersucht 
(Abb. 20). 

Obwohl eine umfassende Untersuchung der strukturellen 
und dynamischen Eigenschaften weiteren Studien - insbe- 
sondere detaillierten NMR-Untersuchungen ~ vorbehalten 
ist, lassen sich einige charakteristische Eigenschaften dieser 
neuartigen Makromolekule bereits heute ableiten : 

1) TASP-Molekule zeigen durchweg gute Loslichkeitseigen- 
schaften und liegen in waDriger Losung in der Regel als 
monomere Spezies vor. Dieser Befund ist hinsichtlich der 
postulierten Struktur von erheblicher Aussagekraft : 
Durch die ausgepragte Amphiphilie der Sekundarstruk- 
tur-bildenden Peptidblocke ist die Tendenz zur Aggrega- 
tion in waOrigen Systemen auI3erst hoch; dies zeigt sich 
deutlich an linear verkniipften amphiphilen Polypeptid- 
ketten mit gleicher Aminosaurezusammensetzung und 
gleichem Molekulargewicht (d. h. die a-Helix- und P-Falt- 
blattstruktur-bildenden Oligopeptide sind durch ,,Loops" 
linear verknupft), bei denen ungerichtete intermolekulare 
Assoziationen der Ketten die gewunschte intramolekula- 
re Faltung haufig verhindern. Dagegen werden durch die 
kovalente Fixierung an ein Templatmolekiil und die da- 
mit erzwungene raumliche Nachbarschaft der amphiphi- 
len Oligopeptidketten intramolekulare Wechselwirkun- 
gen begunstigt, und die intrinsische Tendenz zur 
Aggregation fuhrt in TASP-Molekiilen wie gewiinscht 
zur Bildung einer kompakten, monomeren Spezies, bei 
der die polaren Seitenketten sich dem Losungsmittel zu- 
wenden und somit gute Loslichkeit bewirken. 

2) Die spektroskopischen Daten (besonders CD- und IR- 
Daten) zeigen, daD die Tendenz zur Bildung von or-Helix- 
und P-Faltblattstrukturen der Templat-gebundenen Oli- 
gopeptide erheblich groDer ist als bei den individuellen 
Peptidblocken. Besonders deutlich kann diese Templat- 
induzierte Sekundarstrukturbildung bei Modellpeptiden 
beobachtet werden, deren Kettenlange unterhalb der ex- 
perimentell bestimmten kritischen Lange zur a-Helix- 
bzw. P-Faltblattstrukturbildung liegt (Abb. 20). 

Diese Resultate konnen im Rahmen des hier vorgestellten 
Modells interpretiert werden. Die Stabilisierungsenergie ist 
eine Folge von weitreichenden Wechselwirkungen zwischen 
den benachbarten Peptidblocken. Sie fuhrt dazu, daO die 
kritische Kettenlange zur Sekundarstrukturbildung - anders 
als bei ,,isolierten" (monomeren) Oligopeptidketten - den in 
globularen Proteinen beobachteten Blocklangen von Helices 
und P-Faltblattstrukturen entspricht [ ' 0 6 ] .  Quelle dieser Sta- 
bilisierung ist die Bildung eines hydrophoben Kerns unter 
Freisetzung der Solvatationsentropie (hydrophobe Wechsel- 
wirkungr2*I), ein ProzeI3, der durch die Fixierung der Pep- 
tidblocke an ein Templatmolekiil begiinstigt wird (siehe 
oben). 

Vorlaufige Studien zur Denaturierung scheinen den vom 
energetischen Standpunkt zu erwartenden Befund zu bestati- 
gen, daO die thermodynamische Stabilitat von TASP-Mole- 
kiilen signifikant groI3er als die von linearen Polypeptidket- 
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Abb. 20. CD-Spektren von T8-(4a)(4P), einem reprisentativen Zwei-Domanen-TASP-Molekiil, in waOriger Pufferlosung bei a) pH 5, b) pH 7 und c) pH 12; 
Konzentration 0.1 mM (aus [I 741). Folgende Sequenzen liegen zugrunde: T, : Ac-[Lys(a)-Lys(P)],-Pro-Gly-[Lys(~)-Lys(u)]~-&CA-GlyOH (&A = &-Aminohexansiure 
als Spacer-Gruppe zum Trager). a: Ac-Glu-Ala-Leu-Glu-Lys-Ala-Leu-Lys-Glu-Ala-Leu-Ala-Leu-Ala-Lys-Leu-Gly-; 0: Ac-[Val-Lys],-Gly-. Die Elliptizitaten von 
Ta-(4a)(4P) entsprechen bei pH 12 der berechneten Summe aus den experimentell ermittelten Werten der einzelnen Domanen T4-(4a) und T4-(4P); bei pH 7 wird eine 
deutliche Templatstabilisierung der beiden Sekundarstrukturen beobachtet. Besonders typiscb ist der Befund, daO die einzelnen, nicht Templat-gebundenen Peptid- 
blocke keine signifikante Helixbildung zeigen: erst die Assoziation der Ketten auf dem Templatmolekiil fiihrt zur Sekundarstrukturbildung (Struktur-induzierender 
Effekt des Templats, siebe Text). 

ten mit natiirlicher Faltungstopologie ist (siehe dazu Ab- 
schnitt 5.1 sowie Abb. 14). 

Neben diesen Untersuchungen geht es im nachsten Ent- 
wicklungsschritt des neuen Konzepts darum, die raumliche 
Struktur von TASP-Molekiilen moglichst detailliert (hoch- 
auflosende NMR-Spektroskopie, Rontgenstrukturanalyse) 
zu erfassen. Dazu sind in unserem Laboratorium Anstren- 
gungen im Gange, TASP-Molekiile entsprechend dem kon- 
ventionellen Verfahren in Losung nach unterschiedlichen 
Aufbauprinzipien zu synthetisieren (Abb. 19) und nach 
Moglichkeit zu kristallisieren. 

6. Die Perspektiven des Protein-Design 
mit chemischen Methoden 

"As we learn an increasing amount about the redesign of 
secondary structural regions in molecules where tertiary 

structure is all important, we are moving closer to the 
time when it will be possible to put together what we have 

learned about building molecules in regions outside the 
active site with the work which we have done on the 

active sites so that we can consider the construction of 
whole enzymatic systems with new structural features and 

catalytic functions." 
E. 7: Kaiser"791 

TASP-Molekiile mit ihrer nicht-natiirlichen Architektur 
sind eine neue Klasse von Makromolekiilen, deren Struktur- 
merkmale sowohl von synthetischen Polymeren (verzweigte 
Ketten, Pfropfpolymere) als auch von globularen Proteinen 
(Peptidbausteine, hydrophober Kern, hydrophile Oberfla- 
che) stammen. Das Design dieser Molekiile, das sich auf die 
synthetische Organische Chemie stiitzt, macht sich damit 
das groI3e Potential struktureller Modifizierungen zunutze 
(Abb. 21), das nur durch die Intuition des Chemikers limi- 
tiert wird. 

spektroskopische 
Sonden 

Aminosauren 

nicht-naturliche 
Architektur 

Gruppen 

Ouerver- 

Templat- 

Abb. 21. ,,Nature's Rules and Chemist's Tools"[89]: Die Vereinigung unserer 
Erkenntnisse iiber Struktur und Faltung natiirlicher Proteine mit den Synthese- 
werkzeugen des Chemikers eroffnet moglicherweise einen Weg zur Losung des 
Faltungsproblems bei der Konstruktion neuer Proteine. TASP-Molekiile sind 
eine neue Generation von Makromolekiilen, die Eigenschaften von natiirlichen 
Proteinen (globulare Struktur) und von synthetischen Polymeren (nicht-natiir- 
liche Architektur) in sich vereinigen. 

Wir konnen im Lichte der ermutigenden, in Abschnitt 5 
skizzierten Resultate der spekulativen Hypothese nicht wi- 
derstehen, daI3 das Konzept der Templat-assoziierten synthe- 
tischen Proteine sich ganz allgemein zum Bau kiinstlicher 
Proteine mit einer Vielzahl raumlich wohldefinierter Struk- 
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Ahh. 22. Anwendungen des TASP-Konzepts. Vom Entwurf einer Tertiirstruk- 
tur zur Funktion: Wenn wir Zugang zu kunstlichen Proteinen mit voraushe- 
stimmter dreidimensionaler Konformation haben, wird die Einfiihrung funk- 
tioneller Eigenschaften der nichste Schritt im TASP-Design sein (siehe auch 
Abb. 23 und 24). Ein nach diesen Prinzipien entworfenes Molekiil, das kataly- 
tische Aktivitat aufweist. wurde in jiingster Zeit von Sasaki und Kaiser heschrie- 
hen [176]. 

turen anwenden liiljt und damit eine iiberraschende Losung 
des zentralen Problems im heutigen Protein-de-novo-Design 
gefunden ist : Die wenig verstdndene Faltung einer linearen 
Polypeptidkette in eine globulare Struktur wird ,,umgan- 
gen", indem Strukturen mit einer dem Molekiil innewohnen- 
den Triebkraft (,,Ternplat-Effekt") zur Faltung konstruiert 
werden. Wenn wir imstande sind, Molekiile mit vorausbe- 

Combis \ /Communicators\ 

Ahh. 23. Zukunftsperspektiven des Protein-Design aus der Sicht des neuent- 
wickelten TASP-Konzepts. Die gezielte Funktionalisierung von TASP-Moleku- 
len zur ,,Rekonstruktion" von Teilen von Rezeptoren sowie von immunolo- 
gisch oder gar katalytisch relevanten Zentren von Proteinen und Enzymen steht 
im Mittelpunkt des Interesses. .,Surfmics" rmitieren Oberflichenbereiche von 
Proteinen, wohei funktionell relevante Seitenketten auf ein geeignetes Templat- 
molekiil ,,ubertragen" werden. ,,Communicators" konnten TASP-Molekiile 
mit wechselwirkenden ,,Zwei-Domanen"-TASP-Strukturen sein (z. B. mit Re- 
sten sowohl aus einer Bindungsstelle als auch aus einem aktiven Zentrum eines 
Proteins); in immunologisch interessanten TASP-Molekiilen (,,Vaccines") sind 
z. B. die beiden Faltungsdominen aus B- und T-Zellen-Epitopen aufgebaut. 
,,Channels" symholisieren eine membranaktive Variante von TASP-Moleku- 
len, in denen selektive Ionenkanale durch Assoziation von Membran-durch- 
spannenden Helices (unter Bildung eines hydrophilen K a d s  und einer hydro- 
phoben Oberfliche) [184] mit mangeschneiderten Templatmolekiilen entworfen 
werden. Glycoprotein-ahnliche TASP-Molekule (.,Combis") schlieBlich wer- 
den durch die Kombination glycosidischer und proteinartiger Strukturen auf 
einem Templatmolekul in Analogie zum Syntheseprinzip von ,,Zwei-Domi- 
nen"-TASP-Strukturen konstruiert. Explorative Studien zum Entwurf und zur 
Svnthese dieser ,,funktionellen" TASP-Molekule sind in unserem Laborato- 

stimmter dreidimensionaler Konformation zu entwerfen, ist rium im Gange 

Ahb. 24. Einige Anwendungen des TASP-Konzeptes zum Entwurf funktioneller kiinsthcher Proteine am Beispiel von Computer-generierten TASP-Molekiilen: 
a) Modell eines Teemplat-assoziierten ,,Zwei-Domanen"-Proteins [174], T8-(4a)(4P) in Ahh. 12 (Templat blau, Lysinseitenketten des Templats gelb, 4a-Helixhundel- 
Struktur rot, 4b-Struktur griin; Seitenansicht). Die unabhingige Funktionalisierung der beiden Faltungsdomanen eroffnet eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkei- 
ten (siehe Ahh. 22 und 23). b) TASP-Model1 des ROP-Proteins[ll(O] als Beispiel fur ein biologisch relevantes TASP-Molekul. Das Vier-Helixbundel-Protein ROP 
(Dimer aus zwei identischen Helix-Turn-Helix-Sequenzen) wurde so modelliert, daB eine kovalente Fixierung der vier assoziierten Helices (wein, rot, rosa, ocker) auf 
einem tetrafunktionellen (gelhe Lysinseitenketten) Templat (blau) ermoghcht wird. Nach konformativer Relaxation des TASP-ROP-Modells konnte eine spannungs- 
freie dreidimensionale Struktur mit ihnlicher Pdckungsanordnung wie im naturlichen Protein erhalten werden [181]. c) TASP-Molekule mit hindenden Eigenschaften: 
Die variable Domane des Phosphocholin-bindenden Immunoglohulins McPChO3-Fah-Fragment [ I  821 wurde durch Querschnittshildung (rote Linie) vom Rest des 
Proteins ahgetrennt und d) nach dem TASP-Konzept auf ein mangeschneidertes Templat aufgepropft [183]. Ein synthetischer Zugang zu Proteinteildomanen nach 
diesem Prinzip 1st eine Erweiterung des ,,Ternplat-Konzepts". 
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der - vielleicht entscheidende - Schritt auf dem Weg zu 
neuen, proteinartigen Makromolekiilen mit den jeweils ge- 
wiinschten funktionellen Eigenschaften getan (Abb. 22). 

Bei diesem Schritt konnte sich das hier dargestellte TASP- 
Konzept als sehr potent erweisen: Die energetischen Aspekte 
(Abb. 14) sprechen dafiir, daR TASP-Molekiile sich deutlich 
besser funktionalisieren lassen als lineare Polypeptidketten. 
Erfreulicherweise hat die Suche nach unkonventionellen und 
grenziiberschreitenden Ansatzen zu den interessanten Frage- 
stellungen der modernen Molekularbiologie in jiingster Zeit 
zu ersten Erfolgen gefuhrt. Es erscheint uns deshalb durch- 
aus lohnenswert, Versuche aus jiingster Zeit, mit chemischen 
und biochemischen Methoden marjgeschneiderte Protein- 
modelle wie katalytische Antikorper[177, l7* l ,  ,,Hybridenzy- 
me"[1771 und Enzyme mit verindertem aktivem Zen- 
t r ~ m [ ' ~ ~ I  zu erzeugen, im Hinblick auf die Moglichkeiten 
des TASP-Designs neu zu iiberdenken. 

Die in Abbildung 23 schematisch dargestellten TASP-Mo- 
lekiile deuten auf solche Moglichkeiten hin. Das Design und 
die experimentelle Verifizierung solcher Systeme sind 
sicherlich ein Objekt interdisziplinarer Forschungsanstren- 
gungen der nahen Zukunft. Vielleicht gehoren die zunachst 
nur auf dem Computerbildschirm kreierten kiinstlichen Pro- 
teine (Abb. 24) schon bald nicht mehr in den Bereich der 
Zukunftsvisionen. 

Die in diesem Beitrag referierten eigenen Arbeiten wurden 
durch den Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der 
wissenschaftlichen Forschung, die Hofmann-La Rorhe Re- 
search Foirndation sowie die CIBA-Foundation unterstiitzt. 
S. K dankt dern Fonds der Schweizerischen Chemischen Ge- 
sellschaft fur ein Doktorandenstipendium. Der besondere 
Dank von M .  M .  gilt allen zitierten Mitarbeitern sowie Priv.- 
Doz. Dr. Klaus Miiller und Dr. K. Gubernator (Hoffmann- 
LaRoche) fur die fruchtbare Zusammenarbeit auf dem Gebiet 
des Molecular Modeling. Herrn R. Bielmann sind wir fur die 
Hilfe bei der Fertigstellung der Abbildungen zu Dank ver- 
pflichtet. 
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