Molekulare Maschinen: Wie Bewegung und andere Funktionen
lebender Organismen aus reversiblen chemischen Anderungen
entstehen

Von Dan W. Urry *

Einige Modellproteine zeigen das ungewohnliche Verhalten, in einen geordneteren stark gefal-
teten Zustand {iberzugehen, wenn eine bestimmte Temperatur éiberschritten wird. Durch Tem-
peraturerhhung 148t sich daher erreichen, daff diese Modellproteine Gewichte heben und
Arbeit verrichten, d. h. Bewegung hervorrufen. In Warmbliitern wird die K6rpertemperatur
jedoch konstant gehalten. Bewegung kann also nicht aus einer Temperaturerhhung resultie-
ren. In diesem Fall kann eine Anderung der Gibbs-Energie, z. B. durch Erhéhung der Konzen-
tration eines chemischen Stoffes, die Temperatur, bei der die Proteinfaltung und der Ubergang
zu Assoziaten erfolgen, von oberhalb auf unterhalb der physiologischen Temperatur erniedri-
gen. In der Tat konnte gezeigt werden, daB eine solche isotherme Konzentrationserhéhung
Bewegung und effiziente Leistung von Arbeit zur Folge haben kann. Diese Modellproteine
und der Mechanismus, dessen sie sich bedienen, ermdglichen Einblicke in die molekularen
Grundlagen einer ganzen Reihe von biologischen Funktionen; sie liefern zum einen Modelle
fiir die molekularen Maschinen, die den lebenden Organismus ausmachen, zum anderen eine

neue Klasse von Materialien fiir medizinische und nichtmedizinische Anwendungen.

1. Einleitung

Eine molekulare Maschine, meist ein Polymerenassoziat,
ist ein strukturelles Gebilde, das Energieformen oder -zu-
stdnde ineinander umwandelt. Lebende Organismen repré-
sentieren die synergistische Integration molekularer Maschi-
nen mit unterschiedlichsten Aufgaben, die sich aus einer
einzigen Klasse von Polymeren zusammensetzen, nimlich
der Klasse der Proteine.

Es gibt viele Moglichkeiten zur Umwandlung von Ener-
gie, insbesondere der Gibbs-Energie, deren der lebende Or-
ganismus fihig ist und die fiir seine Existenzfihigkeit ursich-
lich sind. Die Funktionen lebender Organismen werden
durch Gibbs-Energie-Anderungen, z.B. durch Anderungen
der mechanischen Kraft und/oder der Lénge, durch Tempe-
raturiinderungen und/oder Anderungen im Ordnungsgrad,
durch Druck- und/oder Volumeninderungen, durch Ande-
rungen des chemischen Potentials und/oder des Anteils einer
chemischen Spezies durch Anderungen der Oxidationsstufe
und/oder der Zahl der Elektronen molekularer Einheiten
oder durch Anderungen, die auf die Absorption von Licht
oder anderer elektromagnetischer Strahlung zuriickzufiih-
ren sind, moglich. Wenn Gibbs-Energie in einer der oben
genannten Formen dem korrekten ,,Proteinkonstrukt® (d. h.
einer spezifischen molekularen Maschine) zur Verfligung
steht, kann sie vom ihm in irgendeine der anderen Formen
iiberfithrt werden.

Obwohl die molekularen Maschinen lebender Organis-
men unterschiedliche Aufgaben erfiillen, konnte ein gemein-
samer molekularer Mechanismus fiir die vielen paarweisen
Umwandlungen von Gibbs-Energien, die zum Leben bend-
tigt werden, existieren!'l. Das Ziel dieser Ubersicht ist es,
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solch einen Mechanismus zu diskutieren und die zugrunde-
liegenden Prozesse verstiandlich zu machen.

An den Anfang unserer Betrachtungen kénnen wir — ganz
im Sinne von Albert Szent-Gyorgyi, der sagte™!, dal Bewe-
gung imumer als das Zeichen von Leben gesehen wurde, - die
Frage stellen, wie Bewegung entsteht. Wir beginnen jedoch
anch deshalb mit der Diskussion von Bewegung, weil sie die
direkte Folge von Faltung und Assoziation oder Entfaltung
und Dissoziation von Proteinkonstrukten sein kann und weil
der zugrundeliegende Mechanismus fiir diverse Umwand-
lungen von Gibbs-Energien direkt in einem einfachen Expe-
riment gezeigt werden kann, in dem die reversible Faltung
und Aggregation bestimmter Modellproteine Bewegung aus-
16st. Diese Modellproteine konnen als elastische, proteinar-
tige Polymere bezeichnet werden, weil sie sich von Wiederho-
lungssequenzen des in Sdugetieren auftretenden elastischen
Proteins Elastin ableiten.

Die Wiederholungssequenzen und Modifizierungen von
ihnen werden zu Polymeren mit hohen Molekulargewichten
polymerisiert; deshalb auch der Name elastische, proteinar-
tige Polymere oder einfach elastomere, d. h. gummiartige Po-
lypeptide. Von besonderer Bedeutung ist, daB sich diese Ver-
bindungen in Wasser bei Temperaturerhéhung spontan
falten und/oder zu geordneteren Strukturen assoziieren.
Man nennt diese Zunahme des Ordnungsgrades von Poly-
peptiden mit steigender Temperatur einen inversen Tempera-
turiibergang, und die Temperatur, bei der die Faltung ein-
setzt, wird als T, bezeichnet. Nur indem man die Regeln,
nach denen sich die Molekiile bei Temperaturerhéhung fal-
ten und aggregieren, erkennt, lassen sich Einblicke in die
diversen Umwandlungsmdglichkeiten von Gibbs-Energien
gewinnen.

In warmbliitigen Tieren allerdings werden Faltung und As-
soziation nicht dadurch erreicht, daf3 die Temperatur erhéht
wird. Vielmehr wird die Temperatur, bei der Faltung und Asso-
ziation erfolgen, von oberhalb auf unterhalb der physiologi-
schen Temperatur erniedrigt. Dies bezeichnet man als den
AT -Mechanismus. Die Zufuhr an Gibbs-Energie, die bend-
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tigt wird, um die Ubergangstemperatur zu erniedrigen, wird
zu Gibbs-Kontraktionsenergie und damit zu nutzbarer me-
chanischer Arbeit. Wenn die Zufuhr an Gibbs-Energie durch
Anderung der Konzentration eines chemischen Stoffes be-
wirkt wird und die Faltung eine Kontraktion zur Folge hat,
spricht man von einer chemomechanischen Umwandlung,
d.h. man hat eine chemisch hervorgerufene Bewegung. Die
Leistungsfihigkeit dieses Mechanismus, bei dem durch Ver-
schiebung der Temperatur eines inversen Temperaturiiber-
gangs cine chemomechanische Umwandlung erreicht wird,

2. Modellproteine, deren Ordnungsgrad bei
Temperaturerhéhung zunimmt

2.1. Polypeptide, die bei Temperaturerhéhung aus
Wasser auskristallisieren

Ein Polypeptid mit einer ausgeglichenen Verteilung von
apolaren (hydrophoben) und polaren Aminosduren kann
sich bei niedriger Temperatur in Wasser 16sen und bei Tem-
peraturerhéhung ausfallen. Das Peptid cyclo(Val-Ala-Pro-

scheint um eine GroBenordnung effizienter zu sein als Me-
chanismen, die tiber Ladungs-Ladungs-Wechselwirkungen
oder Proteindenaturierung wirken (sieche Abschnitt 7). In-
zwischen konnte zudem gezeigt werden, dall bei allen sechs
zu Beginn der Einleitung genannten Methoden zur Um-
wandlung von Gibbs-Energie der AT,-Mechanismus zur Fal-
tung und Assoziation genutzt wird, so daB tatsdchlich den
verschiedenen molekularen Maschinen lebender Organis-
men ein gemeinsamer Mechanismus zugrunde liegen konnte.

Mit einem rationalen Design von Modellproteinen und
einem brauchbaren Mechanismus - beides wird im folgen-
den im Detail erldutert — wird es moglich, biologische Pro-
zesse zu simulieren. Fir derartige Biomimetica sind viele
attraktive Anwendungen sowohl im medizinischen als auch
im nichtmedizinischen Bereich, von der Geweberekonstruk-
tion bis hin zur Robotertechnologie, denkbar.

A

200 pm

Abb. 1. A) Kristalle aus cyclo(VAPGVG),
bilden sich bei Temperaturerhhung und
16sen sich bei Temperaturerniedrigung (aus
[3]). B) Ein auf NMR-Daten sowie Mole-
kiilmechanik- und -dynamik-Berechnungen
basierendes Arbeitsmodell fiir die Struktur
von cyclo(VAPGVG), (aus [14]). Oben:
Moleki! von vorne (Peptidriickgrat im
Uhirzeigersinn N — C); unten: Molekiil von
hinten. Das linke und das mittlere Bild einer
Reihe ergeben mit ,,gekreuzten Augen
(,.cross-eye’) betrachtet (d.h. linkes Bild
mit rechtem, mittleres mit linkem Auge) ein
Stereobild, das mittlere und das rechte nor-
mal betrachtet ebenfalls. Interne Wasser-
stoffbriicken und extern ausgerichtete ali-
phatische Seitenketten charakterisieren die
Struktur.
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Gly-Val-Gly), ist solch ein Molekiil; es handelt sich um
ein cyclisches Analogon des sich in Elastin wiederholen-
den Hexapeptids VAPGVG. Tatséchlich kristallisiert cyclo-
(VAPGVG), bei Temperaturerhthung aus und 16st sich wie-
der wenn man die Temperatur senkt (Abb. 1), Dieser
Ubergang bei Temperaturerhohung von einer willkirlichen
Verteilung in Losung in einen hochgeordneten, kristallinen
Zustand erhdht den Ordnungsgrad des Peptids, da ein Kri-
stall der Inbegriff von Ordnung schlechthin ist.

2.2. Polypeptide, die sich bei Temperaturerhohung zu
Fasern zusammenlagern

Entfernt man den neutralen, d.h. weder apolaren noch
polaren Alaninrest aus dem Hexapeptid (VAPGVQG), so er-
hdlt man das Pentapeptid (VPGVG). Dies ist der prominen-
teste Baustein von Elastin, der mehr als elfmal in einer Se-
quenz wiederholt wird, d. h. als (VPGVG),, vorkommt “~*.,
Proteinartige Polymere mit hohem Molekulargewicht, die
diese Sequenzfolge enthalten, poly(VPGVG), sind ebenfalls

Abb. 2. Selbstassoziation von poly[f,{(VPGVG),f(VPGXG)] zu anisotropen
Fasern (X = Glu, Lys; 0.1 < f; < 0.2), die durch Aggregation in Gegenwart
eines wasserloslichen Carbodiimids, um die Glu- und Lys-Seitenketten zu ver-
kniipfen, entstanden [10). A) Die lichtmikroskopische Aufnahme (es wurde
nicht angeférbt, sondern nur Doppelbrechung zur Kontrastierung genutzt)
zeigt die Bildung von Fasern mit einigen pm im Durchmesser (aus [9]). B) und
C) Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen nach Aluminiumbe-
schichtung zeigen eine einzelne, 2-3 pm dicke Faser, die zum Teil in viele
parallel angeordnete Fibrillen aufgespleiBt ist, welche dann wieder zur Faser
gleicher Dicke verschmelzen (aus [10]). D) In der transmissionselektronenmi-
kroskopischen Aufnahme der Fibrillen (Negativkontrastierung) erkennt man,
dalB diese sich aus parallel ausgerichteten Filamenten mit ungefihr 5 nm Dicke
zusammensetzen (aus [11]). Einschub: Lichtbeugung an negativkontrastierten,
nascenten Aggregaten von poly(VPGVG) zeigt einen dominanten Meridional-
reflex nahe S nm und Diagonalreflexe, die auf eine helicale Grundstruktur
hinweisen (aus [87]).
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in Wasser (unter 25°C) I6slich. Erhéht man die Temperatur
auf iiber 25°C, so aggregieren sie und vollziehen einen Pha-
seniibergang hin zu einem viskoelastischen Zustand, der
durch Gewichtsanteile von 50% Peptid und 50 % Wasser
gekennzeichnet ist!”'. Wenn man die entstehenden Assoziate
mit einem Kohlenstoff-beschichteten Netz abfingt, zeigt die
Transmissionselektronenmikroskopie nach Negativkontra-
stierung das Assoziat als 5nm dicke Filamente mit einer
verkndulten oder gewundenen Substruktur!®. Unter Be-
dingungen, unter denen eine chemische Quervernetzung er-
folgen kann, kann man diese proteinartigen Polymere im
Lichtmikroskop als selbstaggregierte Fasern mit einigen pm
im Durchmesser erkennen (Abb. 2A)®). Im Rasterelektro-
nenmikroskop erscheinen die Fasern als parallel gebilindelte
Fibrillen (Abb. 2B und C). Im Transmissionselektronenmi-
kroskop sieht man dann nach Negativkontrastierung, daf3
sich diese Fibrillen wiederum aus Filamenten mit 5nm
Durchmesser zusammensetzen (Abb. 2D)7- 1011 Dag pro-
teinartige Polymer lagert sich also zu anisotropen Fasern
zusammen, sobald man die Temperatur erhght.

2.3. Grundlagen fiir das inverse Temperaturverhalten

Das Cyclopentadekapeptid cyclo(VPGVG), liegt in einer
nahezu identischen Konformation wie poly(VPGVG)
vor!?l; es aggregiert ebenfalls bei Temperaturerhdhung, und
seine Kristallstruktur ist durch einen hohen Wasseranteil,
der ein Viertel des Gewichts ausmacht, gekennzeichnet. Da-
bei bildet das Wasser innerhaib der Stapel aus Cyclopentade-
kapeptiden hydrophile Kanile, wihrend zwischen den Mo-
lekiilen kein Wasser nachweisbar ist (Abb. 3)113, AuBerdem
weist das Cyclopeptid im Kristall sechs hydrophobe
»Antennen auf. Apolare Seitenketten bilden diese hydro-
phoben Antennen, die parallel zu den Molekiilstapeln ange-
ordnet sind, so daB die intermolekularen Wechselwirkungen

Abb. 3. ¢yclo(VPGVG);: A) Stereodarstellung (cross-eye) der Kristallstruk-
tur, die die intermolekularen Kontakte der hydrophoben Seitenketten und das
in die C;-symmetrischen Molekiilstapel eingeschlossene Wasser veranschau-
licht. B) Stereodarstellung (cross-eye) der Molekilstruktur aus §-Schleifen und
Segmenten, die diese verbinden (aus [13]). Es konnte gezeigt werden, dal} diese
Konformation, abgesehen von leichten Verdnderungen der Rickgrattorsions-
winkel, der von helicalem poly(VPGVG) entspricht, d.h. ¢yclo(VPGVG), ist
das cyclische konformative Gegenstiick zu linearem poly(VPGVG) [12].
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von Kontakten zwischen den hydrophoben Seitenketten do-
miniert werden. Auch cyc/lo(VAPGVG), scheint eine Struk-
tur aufzuweisen, bei der die polaren Peptidreste im Innern
verborgen und die eher apolaren (hydrophoben) Seitenket-
ten nach auflen orientiert sind, um fiir hydrophobe Kontakte
zur Verfilgung zu stehen, wenn bei steigender Temperatur
der Kristall gebildet wird (siche Abb. 1B)H14],

Diese Verbindungen sind also in aggregierter oder kristal-
liner Form als hydrophobe Assoziate zu beschreiben. Vor
der Zusammenlagerung sind die hydrophoben Seitenketten
von Wasser umgeben. Fiir Wassermolekiile, die an apolare
Reste angrenzen, konnte in Alkangashydraten und in der
Kristallstruktur des Proteins Crambin nachgewiesen wer-
den, daf sie als Fiinfecke angeordnet sind. Im Methangashy-
drat gibt es z. B. zwdlf solcher Fiinfecke um ein Methanmo-
lekiil, d.h. ein pentagonales Dodekaeder (Abb. 4A)1%1, Im
Crambin sind die Fiinfecke aus Wassermolekiilen der alipha-
tischen Seitenkette von Leucin benachbart (Abb. 4 C)Hel.

Hydrophobe Hydratation, wie sie in der pentagonalen
Anordnung von Wassermolekiilen deutlich wird, ist ein giin-
stiger, da exothermer ProzeB3, d.h. die Hydratationsenthal-
pie AH(Hydratation) ist negativ. Die Loslichkeit in Wasser
ist jedoch durch die Gibbs-Solvatationsenergie, die gemif
AG(Hydratation) = AH(Hydratation) — TAS(Hydratation)
definiert ist, begrenzt. In unserem Fall ist die Hydratations-
entropie AS(Hydratation) negativ, da der Ordnungsgrad des
Wassers zunimmt ™7~ 191, Folglich geht, wenn man die Tem-
peratur dieser proteinartigen Polymere in Wasser erhoht, das
starker geordnete Wasser, das die hydrophoben Bereiche
umgibt, in einen weniger geordneten Zustand {iber; die dabei
auftretende positive Entropiednderung ist gréBer als der Be-
trag der negativen Entropiednderung, die darauf zuriickzu-
fithren ist, daB der Polypeptidteil des Systems in einen hohe-

ren Ordnungsgrad iibergeht. Die einzigartige Strukturierung
und Destrukturierung von Aggregaten aus Wassermoleki-
len durch hydrophobe Hydratation und Dehydratation ist
also die Ursache dafiir, daf} bei diesen Polypeptiden mit stei-
gender Temperatur die Ordnung zunimmt; damit ist ihr Ver-
halten auch in Einklang mit dem zweiten Hauptsatz der
Thermodynamik.

Die Hauptursache fiir die Anderung der Gibbs-Energie,
die letztendlich zur Faltung oder Entfaltung der Polypeptide
und damit zu Energieumwandlungen fiihrt, sind die Sto-
rungen, die die Wasserstruktur um hydrophobe Reste beein-
flussen oder stabilisieren, z.B. die Carboxy- und die
Carboxylatgruppe in den Abbildungen 4 A bzw. 4B.

3. Bewegung (Kontraktion) aufgrund thermisch
induzierter Faltung

Zahlreiche physikalische Untersuchungen zeigen!2%-2!1
daf3 sich poly(VPGVG) in eine dynamische, helicale Struktur
faltet, in der intramolekulare hydrophobe Kontakte opti-
miert sind. Diese gefaltete Form, eine $-Spirale, auch Zu-
stand II genannt, ist in Abbildung 5 A gezeigt, die gestreckte
Struktur, der Zustand I, in Abbildung 5B 22,

Diese auf molekularer Ebene gezogenen Schliisse lassen
sich auf makroskopischer Ebene iberpriifen. Durch y-Strah-
lungs-induzierte Quervernetzung von poly(VPGVG) im Zu-
stand II wird eine elastomere Matrix gebildet, die als X2°-po-
ly(VPGVG) bezeichnet wird (diese Schreibweise gibt an, dalB3
eine Dosis von 20 Mrad *°Co-Strahlung zur Vernetzung ver-
wendet wurde). Diese Matrix quillt in Wasser bei Temperatu-
ren unter 20°C und schrumpft auf weniger als die Halfte
ithrer gestreckten Lange, wenn die Temperatur auf 40°C er-
hoht wird™). Dies ist das makroskopische Gegenstiick zur
thermisch induzierten Faltung von poly(VPGVG). Bringt
man bei 20°C ein Gewicht an die elastische Matrix an, so
dehnt sie sich; erhdht man dann die Temperatur auf 40 °C,
zieht sie sich zusammen und hebt das Gewicht an (Abb. 6).
Es handelt sich um eine thermisch induzierte Kontraktion,
d.h. um die Umwandlung thermischer Energie in nutzbare
mechanische Arbeit, also eine thermomechanische Umfor-

Abb. 4. A)Im Kristall eines Alkangashydrats
umgeben die Wassermolekiile die Alkanmole-
kile in Form von Fiinfecken: Jedes Alkanmole-
kiil befindet sich im Innern eines Gebildes aus
etwa zwOlf Fiinfecken (aus [15]). Diese recht ge-
ordnete Anordnung von Wassermolekiilen um
hydrophobe Gruppen geht in eine weniger ge-
ordnete iiber, wenn die Molekiile {iber diese hy-
drophoben Gruppen aggregieren. B) Eine Car-
boxylatgruppe zerstort die Fiinfeckanordnung
der Solvensmolekiile bei der Bildung ihrer eige-
nen Hydrathiille. @: hydrophobe Einheit; o:
polare (z.B. ionisierbare) Einheit; o: O-Atom
eines Wassermolekiils. C) Die Stereodarstellun-
gen (siche Erlduterung zu Abb. 1B) eines Be-
reichs aus der Kristallstruktur von Crambin ver-
deutlichen die Fiinfeckanordnung der Wasser-
molekiile z. B. in Nachbarschaft zur Leucin-18
(L 18)-Seitenkette ([16]).
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Abb. 5. Stereodarstellungen (cross-eye) der Molekilstruktur von poly(VPGVG). A) Anndhernd drei Pentamere bilden in der -Spiralstruktur eine Windung, und
Kontakte bestehen zwischen der Val-'y-CH,-Gruppe in Pentamer i und der Pro-g-CH,-Gruppe in Pentamer i + 3. Die Ansicht oben zeigt den Hohlraum fiir
Wassermolekiile im Innern der Spirale; die Anordnung dhnelt der bei den cyclo(VPGVG),-Molekiilen (Abb. 3 A). Die Seitenansicht unten zeigt die lineare, helicale
Konformation, die der Konformation des cyclischen Isomers in Abbildung 3 entspricht. B) In diesem gestreckten Zustand, in dem die hydrophoben Kontakte zwischen
den Schieifen aufgehoben sind, werden die hydrophoben Gruppen von stirker strukturiertem Wasser, wie in Abbildung 4 gezeigt, umgeben (aus [22]).

mung (thermische Energie «>mechanische Arbeit). Die
elastische, quervernetzte Matrix ist eine wirmegetriebene
molekulare Maschine.

Im allgemeinen arbeiten die Proteine lebender Organis-
men aber nicht als wiarmegetriebene, sondern als chemisch
getriebene molekulare Maschinen. Wie kann nun dieser Me-
chanismus fiir biologische Funktionen an Bedeutung gewin-
nen? Die Antwort liegt darin, chemische Bedingungen zu
identifizieren, mit denen die Temperatur fiir den Faltungs-
und Assoziationsvorgang veridndert und kontrolliert werden
kann. Liegt z.B. die Temperatur fiir die Faltung iiber der
physiologischen Temperatur, wird das Modellprotein bei

X“-Paly( VPGV G) B

!

!
e
- cr— . 0 — 50 T 100 7 15})20 ©

t [min] —

Abb. 6. A) Ein elastomerer Streifen aus X2°-poly(VPGVG). B) Eine Reihe
thermisch induzierter Kontraktions-/Relaxations-Cyclen, bei denen ein Ge-
wicht angehoben und wieder abgesenkt wird. Die Kontraktion ist das makro-
skopisch sichtbare Ergebnis hydrophober Faltung und Assoziation des Poly-
peptids, wenn die Temperatur erhdht wird (aus [35)).
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37°C ungefaltet vorliegen. Wenn aber auf chemischem Weg
die Temperatur 7, des Faltungsiibergangs auf unter 37°C
erniedrigt werden kann, sollte das Modellprotein bei physio-
logischer Temperatur gefaltet vorliegen. Durch Anderung
und Steuerung von T, auf chemischem Weg sollte es also
moglich sein, chemisch getriebene molekulare Maschinen zu
entwickeln. Im folgenden wird ein Uberblick iiber chemische
und andere Méglichkeiten zur Anderung von T, gegeben.

4. Gezielte Anderung der Temperatur T,, bei der
die Faltung stattfindet

Die chemischen Parameter, anhand derer 7, moduliert
werden kann, lassen sich in intrinsische und extrinsische ein-
teilen. Zu den intrinsischen zéhlen bei unseren Modellprotei-
nen mit Molekulargewichten von > 50000 Da: 1) die Kon-
zentration des Polypentapeptids selbst, 2) die Amino-
sdurezusammensetzung des Polypentapeptids, 3) der iiber
pH-Anderungen steuerbare Ionisationsgrad funktioneller
Seitenketten, 4) die Phosphorylierung von Seitenketten wie
der von Serin durch Kinasen, 5) die elektrochemische, che-
mische oder enzymatische Oxidation oder Reduktion einer
an das Modellprotein gebundenen prosthetischen Gruppe,
6) photochemische Reaktionen gebundener Chromophore.
Der EinfluB, den Anderungen der Aminosiiurezusammen-
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setzung auf den Wert von T, ausiiben, kann unter Beachtung
des Konzentrationseffekts und gewisser konformativer Ein-
schrinkungen bestimmt werden. Als Ergebnis erhdlt man
eine Hydrophobieskala, die direkt auf dem interessierenden
ProzeB3 der hydrophoben Faltung und Assoziation beruht.
Zu den extrinsischen chemischen Parametern zéhlen die Ein-
fliisse 1) von Salzen und 2) von organischen Losungszu-
sidtzen. Es gibt bereits Beispiele fiir T,-Verdnderungen iiber
jede der genannten intrinsischen und extrinsischen Variablen
einschlieBlich photochemischer Reaktionen. Ebenso erkann-
te man den Druck als eine weitere extrinsische Variable, die
den Wert von 7, d4ndert. Es muB auferdem angemerkt wer-
den, daB eine Abhéngigkeit von der Kettenldnge besteht, die
bei Molekillen mit niedrigerem Molekulargewicht signifi-
kanter wird, wobei die Verkiirzung der Kettenlinge zu einer
Erhéhung von T, fiihrt.

4.1. Intrinsische chemische Anderungen

Das chemische Aquivalent zu einer Temperaturerhohung,
um in molekularen Systemen mit inversen Temperaturiiber-
gingen Ordnung zu erzeugen, ist die Erniedrigung der Uber-
gangstemperatur T,, bei der die Faltung stattfindet, auf che-
mischem Weg.

4.1.1. Einflup der Konzentration

Erhéht man die Konzentration von poly(VPGVG), so
sinkt die Temperatur des inversen Ubergangs bis zu
einem oberen Konzentrationsgrenzwert von ungefihr
40 mgmL~ ' In Abbildung 7 A ist eine Reihe von Tempe-
ratur-Triibungs-Korrelationen (TPt-Kurven) dargestellt. Sie
zeigen, dal} bis zum Konzentrationsgrenzwert die Tempera-
tur fiir das Einsetzen der Triibung mit Zunahme der Konzen-
tration sinkt und die Steigung der Kurven zunimmt. Bei
diesem Grenzwert ist T, definiert als die Temperatur, bei der
die Triibung beziiglich der geeichten Triibungsskala 50 %
betrigt. Die Konzentration von 40 mgmL~! wurde auch
verwendet, um Polypentapeptide unterschiedlicher Zusam-
mensetzung zu vergleichen; daran sollte man sich bei der
Diskussion alternativer Méglichkeiten zur Anderung des
Wertes T, erinnern.

A 100 B
80
[ w
Y 0] T
j y
20
0 T T T T

1 T
0 10 20 30 40 50 60
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4.1.2. Einflup der Zusammensetzung

Die allgemeine Formel fiir das Polypentapeptid lautet po-
I (VPGVG), fx(VPGXG)], wobei f, und f; fiir dic Molen-
briiche mit f, + f, = 1 stehen; dabei kann X jede beliebige
natiirlich vorkommende oder modifizierte Aminosdure sein.
In Abbildung 7B ist eine Reihe von TPt-Kurven fiir fx = 0.2
abgebildet!!!. Wiederum ist 7, als die Temperatur definiert,
bei der halbmaximale Tritbung vorliegt.

Wie man aus der Auftragung von f; gegen T, in Abbil-
dung 8 erkennt, gilt fiir alle natiirlich vorkommenden Ami-
nosduren'?3, daB hydrophobere Reste als Val, z. B. Ile(I)
und Phe(F), die Ubergangstemperatur erniedrigen, wihrend
weniger hydrophobe Reste wie Ala(A) und Gly(G) sowie
polare Reste wie Asp(COO ™) (D7) und Lys(NH;) (K ") die
Ubergangstemperatur erhdhen. Die Graphen sind im we-
sentlichen linear. Deshalb erhalt man durch ihre Extrapola-
tion auf fy = 1 T,-Werte, die ein Ma8 fiir die relativen Hy-
drophobien der Aminosduren X sind. Diese Werte sind in
Tabelle 1 zusammengefaBt (2.

4.1.3. Einflup der Anderung des lonisationsgrades durch
Anderung des pH-Wertes

Ein sehr effektives Mittel zur Erhéhung von T, ist die
Erhéhung des Ionisationsgrades a einer Aminsdure wie
Asp(COO ™), Lys(NHJ) oder Glu(COO™). Die wirksamste
Aminosdure in dieser Hinsicht ist Glu(E) (vgl. Tabelle 1 so-
wie Abb. 7B und 8). Fiir f; = 0.2 liegt die Ubergangstempe-
ratur oberhalb der Mefigrenze von 80°C. Gibt man 0.15N
NaCl zu, so ist T, firr « = 1, d.h. Glw(COO ™), 69°C, wih-
rend 7, fiir o = 0, d. h. Glu(COOH), 24°C ist. Fiir den Refe-
renzzustand mit f; = 1 ergibt sich extrapoliert ein 7, von 250
bzw. 30°C (siche auch Abb. 18).

4.1.4. Einfluf der Phosphorylierung einer Serinseitenkette

Auf molarer Basis erwies sich bisher die Phosphorylierung
als das potenteste Hilfsmittel, um den Wert von T, zu verin-
dern®41. Sie ist viermal so wirksam wie die Glu(CQO ~)-Sto-
rung. Fir den Referenzzustand mit f, = 1 betrégt der extra-
polierte T,-Wert fiir Ser(PO2~) mehr als 1000 °C. Wihrend in

X

2 Tyr (Y)

: Phe (F)

: Leu (L)

: Val (V)

: GIu(COOH) (E)

: Lys(NHp) (K)

: Gly (G)

: Tyr(Ph-07) (Y7)
it Lys(NH3) (K*)
j: Glu(COO~) (E™)

U ¥ 1
80 100

Abb. 7. TP1-Kurven fir die Aggregation von poly[f(VPGVG),(VPGXG)), wobei die Triibung y [%] bei 300 nm verfolgt wird. A)Konzentrations-
abhéngigkeit von T, fiir f, =1, d.h. fir poly.(VPGVG); die Konzentrationen fiir a-g sind in mgmL~" angegeben (aus [7]). B) Abhingigkeit von 7, von der
Zusammensetzung fir fy = 0.2 (aus {1}). Die Anderung von T, mit der Zusammensetzung liefert die Grundlage fiir eine neue Hydrophobieskala (vgl. Abb. 8 und

Tabelle 1).
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o Abb. 8. Auftragung von T, fir poly-
: L ~ - [[(VPGVG),fx(VPGXG)] in  einer
0.4 .F ' -'AY , Tyr(Ph-O7) Phosphat-gepufferten Salzidsung als
' o Tl g PR S Funktion von fy fiir kleine fy. Bei die-
E - . E N H . Hy._P_'I . 'B’Q K Lys(NH*) . sen niedrigen X-Anteilen sind die Gra-
H(pH 8) L I . E.C - N,S - . ! 3 phen im wesentlichen linear, so daf3 die
0.5 T T T T T T T T T T T T T T relativen Werte fiir eine Referenz-
0 10 20 30 40 50 60 70 zusammensetzung verglichen werden
T, [°’C] —» konnen (sieche Tabelle 1) (aus [23]).

der Vergangenheit elektrostatische Wechselwirkungen als
Erklidrung dafiir angefiihrt wurden, dal Phosphorylierung/
Dephosphorylierung in der Biologie auffallend genutzt wird,
um die Proteinstruktur zu modifizieren und damit spezifi-
sche Wirkungen zu erzielen, bietet der hier vorgestellte Me-
chanismus eine brauchbarere Erkldrung fiir die Vorgénge in
walrigen Systemen. Dies soll in Abschnitt 8.1.1 diskutiert
werden.

4.1.5. Einfluf elektrochemischer oder chemischer Reduktion
einer prosthetischen Gruppe

Man konnte vermuten, dafl die Reduktion eines Molekiil-
bausteins den T,-Wert des proteinartigen Polymers, das ihn

Tabelle 1. Temperatur des inversen Temperaturiibergangs fiir poly-
[V(VPGVG), f((VPGXG)] auf den Grenzwert f, = 1 extrapoliert.
Aminosdure X T.[°Cl Korrelations-
koeffizient
Lys(NMeN, red.) [a] —130 1.000
Trp (W) —90 0.993
Tyr (Y) —55 0.999
Phe (F) —30 0.999
His (pH 8) (H) —10 1.000
Pro (P) (—=8) [bl
Leu (L) 5 0.999
Tle (I) 10 0.999
Met (M) 20 0.996
Val (V) 24 [c]
Glu(COOCH,) (E™) 25 1.000
Glu(COOH) (E) 30 1.000
Cys (C) 30 1.000
His (pH 4) (H*) 30 1.000
Lys(NH,) (K) 35 0.936
Asp(COOH) (D) 45 0.994
Ala (A) 45 0.997
HyP 50 0.998
Asn (N) 50 0.997
Ser (S) 50 0.997
Thr (T) 50 0.999
Gly (G) 55 0.999
Arg (R) 60 1.000
Gln (Q) 60 0.999
Lys(NH;) (K*) 120 0.999
Tyr(Ph-O) (Y ) 120 0.996
Lys(NMeN, ox.) [a] 120 1.000
Asp(COO™) (D7) 170 0.999
Glu(COO™) (E7) 250 1.000
Ser(POZ7) 1000 1.000

[a] NMeN steht fiir den N-Methylnicotinamidrest an einer Lysinseitenkette,
d.h. N-Methylnicotinsiure ist iber eine Amidbindung mit der e-NH,-Gruppe
von Lysin verkniipft. Die reduzierte Form ist der N-Methyl-1,6-dihydronico-
tinamid-Rest. [b] Berechnet. [c] Dient als Referenzsubstanz.
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enthdlt, verindert. Neuere Studien haben gezeigt, dal3 die
elektrochemische Reduktion von N-Methylnicotinamid
(NMeN), das an eine Lysinseitenkette gebunden ist, den 7,-
Wert des Polymers erheblich erniedrigt. Fir poly[0.73-
(GVGVP), 0.27(GK(NMeN)GVP)] betrigt T, 48°C, und
nach einer teilweisen Reduktion erhielt man als 7,-Wert
31°C (Abb. 9 A). Bei Extrapolation auf fy = 1 ergibt sich fiir
den oxidierten Zustand T, = 120°C und bei vollstindiger
Reduktion zu 6-Hydroxy-N-methyl-1,4,5,6-tetrahydronico-
tinamid wire ein T, von 37°C zu erwarten. Sollte die Reduk-
tion im Experiment nicht vollstdndig sein, wire der Wert flir
T, niedriger. Die bis jetzt beste Schitzung legt den Wert auf
kleiner 0°C fest. In Abbildung 9B sind die zu den TPz-
Kurven in Abbildung 9 A gehérenden UV-Spektren gezeigt
(Urry, Hayes, Gowda und Harris, unverdffentlichte Ergeb-

nisse).
A B
100 18}
a
80 1.2}
60 T i
T 08l b
A
y 40
20 0.4 '
0 0.0k . ) :
280 320 360
T[°C] —» Alnm] —»

Abb. 9. Abhiingigkeit von 7, vom Redoxzustand des N-Methylnicotin-
amidrests in poly[0.73(GVGVP), 0.27(GK(NMeN)GVP)]. Bei einer Konzen-
tration von 10 mgmL ™! betrdgt 7,im oxidierten Zustand (a) 48 °C, im reduzier-
ten (b) 31°C; zur Reduktion wurde 30 min in einem Carbonat/KCl-Puffer-
system bei pH 9 eine Spannung von — 1.8 V angelegt. B) Den Kurven aus A
entsprechende Absorptionsspektren nach einer Verdiinnung der Proben mit
Puffer auf 50 %.

Bei der chemischen Reduktion mit Dithionit sinkt T, von
49 auf 9°C, wobei die Reduktion laut N-Methyl-1,6-di-
hydronicotinamid-Absorption zu ca. 60% erfolgt war. Bei
der Extrapolation auf f; = 1 ergibt sich fiir den oxidierten
Zustand derselbe T-Wert von 120 °C wie beim elektrochemi-
schen Experiment und fiir den reduzierten Zustand ein Wert
von — 130°C. Die Differenz AT, ist mit 250 K fiir das
NMeN-Redoxpaar etwas grofer als fiir das Sdure-Base-Paar
Glu(COOH)/Glu(COO ™) mit cinem AT, von 220 K
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4.1.6. Einfluf photochemischer Reaktionen

Ebenfalls angenommen und inzwischen auch bewiesen ist,
daB3 photochemische Reaktionen die Hydrophobie oder
Polaritit einer photoreaktiven Seitenkette oder eines an eine
Aminosdureseitenkette gebundenen Chromophors dndern.
Da die Produkte einer photochemischen Reaktion sehr un-
terschiedlich sein konnen, diirften einige Reaktionen den T;-
Wert senken, wihrend andere ihn erhdhen sollten. Dieser
interessante Gesichtspunkt sollte weiter verfolgt werden.
Nach den bisherigen Befunden (K. Heimbach, T. Parker,
D.W. Urry, unverdffentlichte Ergebnisse) bewirkt die
photochemische Reaktion eines iiber eine Esterbindung an
einen Glu-Rest gebundenen Spiropyrans eine Abnahme des
T-Wertes und die einer gebundenen Zimtsdureeinheit eine
Zunahme, die im Dunkeln wieder verschwindet.

4.2. Extrinsische chemische Anderungen

Mittlerweile konnten viele extrinsische chemische Stérun-
gen durch Salze oder organische Losungszusitze, die T, ver-
dndern, identifiziert werden. In beiden Kategorien gibt es
Beispiele fir Stérungen, die den T,-Wert erhéhen, und sol-
che, die ihn erniedrigen.

4.2.1. Einfluf von Salzen

Der erste Nachweis eines Salzeffekts gelang bei poly-
(VPGVG) mit NaCl, das den T,-Wert um 14 KN~! herab-
setzt 2], NaBr erniedrigt 7, weniger effektiv, wihrend Nal
und NaSCN eine geringfiigige Erhhung bewirken. Die auf
Normalitdt N bezogen wirkungsvollsten Salze sind jene mit
multivalenten Anionen wie Carbonate, Sulfate und Phos-
phate. Eine ganze Reihe dieser Salzeffekte ist in Abbil-
dung 10 A dargestellt. Alle diese Salze konnen entweder zur
chemisch induzierten Faltung oder - in den wenigen Fillen,
in denen sie T, erhdhen, — zur chemisch induzierten Entfal-
tung genutzt werden.

0 02 04 06 08 1.0
Cy —>

Abb. 10. EinfluB von Salzen (A) oder organischen Losungszusitzen (B) auf T,
von poly(VPGVG). A)c, = Salzkonzentration in N (aus [35). B)c¢, =
Konzentration an organischer Verbindung in M. a: Natriumdodecylsulfat;
b: Guanidiniumchlorid; c: Harnstoff; d: Ethylenglycol; e: Glycerin; f: Tri-
fluorethanol (unveroffentlichte Ergebnisse).

4.2.2. Einflup organischer Losungszusitze

Auch hier sind sowohl Erhéhungen als auch Erniedrigun-
gen von T, moglich (Abb. 10 B). Einige der Substanzen be-

866

wirken sogar je nach Konzentration mal das eine, mal das
andere. Zu den organischen Verbindungen, die T, erh6hen,
zihlen nach abnehmender Aktivitit geordnet Natriumdode-
cylsulfat (600 Kmol™! bei 0.1 M), Guanidiniumchlorid
(12 Kmol~* bei 0.3 M), Harnstoff (5.5 Kmol™! bei 0.3 M)
und Triton X-100, das auch eine Erniedrigung bewirken
kann (22 Kmol~?! bei 0.3 M). Ethylenglycol, Trifluorethanol
(— 11 Kmol~* bei 0.4 M), Trifluoressigsdure und Glycerin
(— 2.2 Kmol~! bei 0.4 M) gehéren zu den organischen Ver-
bindungen, die 7, erniedrigen. Dimethylsulfoxid bei niedri-
gen und Ethylenglycol bei sehr niedrigen Konzentrationen
erhéhen beide 7; bei hoheren Konzentrationen erniedrigen
sie dann T;.

4.3. Eine weitere extrinsische Variable: der Druck

Es konnte gezeigt werden, dafl auch Druckerhéhungen T,
erhohen 7], und zwar besonders effektiv, wenn das Polypep-
tid aromatische Aminosduren wie Phe(F), Tyr(Y) oder
Trp(W) enthilt (Abb. 11). Ursache fiir diesen Effekt ist, daf3
das von Wassermolekiilen beanspruchte Volumen geringer
ist, wenn die Wassermolekiile aromatische Reste in geordne-
ter Weise umgeben, als wenn sie als weniger geordnete Lo-
sungsmittelmolekiile vorliegen. Dies bedeutet, dal durch
Druckerhohung Entfaltung initiiert werden kann, wihrend
eine Druckerniedrigung Faltung bewirken sollte.

8.0 +-
poly[0.8(GVGVP),0.2(GWGVP)]*
6.0 - poly[0.8(GVGVP),0.2(GFGVP)]
1 * poly[0.8(GVGVP),0.2(GYGVP))
AT, 40
20F
| poly[GMGVP]
0.0 1 1 Lp?IY[(?VGVPI
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

lgp —

Abb. 11. Der Einflul} des Drucks auf den 7,-Wert. Dargestellt ist gemil der
Clausius-Clapeyron-Gleichung die Anderung der Ubergangstemperatur, A7,
als Funktion von Igp (p in atm), so daB die Steigung durch pAV/AS gegeben ist.
Wertet man die Daten von Differentialthermoanalysen (DSC) aus, um AS
(= AH/T) zu bestimmen, lassen sich die Volumendnderungen berechnen (aus

[27D.

5. Eine einheitliche Grundlage fiir die
verschiedenen Energieumwandlungen:
der AT,-Mechanismus

Der AT,-Mechanismus wird zur Zeit intensiv untersucht,
um herauszufinden, wie allgemeingiiltig er tatsdchlich ist.
Bisher konnte gezeigt werden, daf3 viele intrinsische und viele
extrinsische chemische Anderungen die Temperatur beein-
flussen, bei der der inverse Temperaturiibergang erfolgt, d. h.
hydrophobe Faltung und Ubergang in ein Assoziat stattfin-
den. Dies sind die zundchst ndtigen Studien, um zu zeigen,
daB geeignete elastische, proteinartige Polymere herstellbar
sind, bevor Bedingungen fiir den Umgang mit der viskoela-
stischen Phase, die in eine quervernetzte, elastische Matrix
iberfithrt wird, ausgearbeitet werden. Es konnte bereits ge-
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zeigt werden, daBl die Zufuhr von chemischer Energie und
von Kompressionsenergie zur Kontraktion der elastischen
Materialien fithren kann, wobei nutzbare mechanische Ar-
beit entsteht, und man kann sich vorstellen, da3 eine ganze
Reihe anderer Energieumwandlungen ebenfalls moglich wa-
re. Ein kurzer Uberblick iiber die Entwicklung des AT,-Me-
chanismus soll in diese Diskussion und die Einteilung der
Energieumwandlungen einfiithren.

Man erkannte zunéchst, daB3 Polypeptide oder Modell-
proteine mit einem ausgewogenen Anteil apolarer (hydro-
phober) und polarer Aminosduren bei Temperaturerhdhung
in einen geordneteren Zustand itbergehen. Diesen ProzeB
nannte man einen inversen Temperaturiibergang. Bei einigen
Polypeptiden handelt es sich um einen reversiblen Phasen-
itbergang, der durch Bildung einer dichteren, polypeptidrei-
chen viskoelastischen Phase bei Temperaturerhéhung cha-
rakterisiert ist. Wenn die viskoelastische Phase quervernetzt
wurde, bildete sich eine elastische Matrix, die sich, sobald
man die Temperatur iiber die des inversen Temperaturiiber-
gangs erhohte, zusammenzog und dabei Gewichte heben
konnte, die das Tausendfache des Trockengewichts der Ma-
trix betrugen, d. h. nutzbare mechanische Arbeit verrichtete.
Matrices dieser Art werden als molekulare Maschinen null-
ter Ordnung beziiglich eines inversen Temperaturiibergangs
(T) bezeichnet.

Nachdem bewiesen war, daB die Anderung der Zusam-
mensetzung eines proteinartigen Polymers die Ubergangs-
temperatur systematisch moduliert, nahm man als nichstes
an, daB auch eine intrinsische chemische Anderung, die An-
derung des Ionisationsgrades einer funktionellen Seitenkette
in einem Polypeptid, die Temperatur T, dndern wiirde, da
dies einer Anderung der Zusammensetzung ohne Synthese
eines neuen Polymers entspriache. Man nahm weiterhin an,
daB die quervernetzte viskoelastische Phase eines solchen
Polypeptids einer isothermen, pH-abhédngigen Kontraktion
zur Erzeugung nutzbarer mechanischer Arbeit fihig wire,
was auch tatsdchlich beobachtet wurde®!, Eine derartige
elastische Matrix, in der durch chemische Energie oder eine
andere Energiequelle T, verdndert wird und die dadurch zur
Kontraktion und Leistung nutzbarer mechanischer Arbeit
veranlaBBt wird, bezeichnet man als molekulare Maschine
erster Ordnung des T,-Typs. Die verrichtete Arbeit ist das
direkte Ergebnis hydrophober Faltung und Assoziation. Die
Energicumwandlung, die entweder direkt nachgewiesen, in-
direkt abgeleitet oder auch nur vermutlich nach dem AT-
Mechanismus ablaufen, sind in Abbildung 12 zusammenge-
faBt. Die Energieumwandlungen erster Ordnung des 7,-Typs
entsprechen denen, bei denen die Pfeile direkt am Begriff
,,mechanisch* enden. Jene Umwandlungen, die bereits be-
wiesen wurden, sind durch breite Pfeile, die eine Umwand-
lung, fur die die T,-Verschiebung in einem geeignet entworfe-
nen Polypeptid vor der Quervernetzung nachgewiesen
wurde, durch durchgezogene, jene, fiir die es indirekte Daten
gibt, durch gestrichelte und die bis jetzt nur hypothetischen
Umwandlungen durch gepunktete Pfeile gekennzeichnet.

Die Energieumwandlungen, die durch Pfeile charakteri-
siert werden, die nicht am Begriff ,,mechanisch* enden, be-
zeichnet man als Energieumwandlungen zweiter Ordnung
des T,-Typs. Obwohl sie sich der hydrophoben Faltung und
Assoziation der elastischen Matrix bedienen, ist mechani-
sche Arbeit nicht Bestandtei! der ineinander umwandelbaren
Energiepaare.
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Abb. 12. Nachgewiesene und vermutete Energieumwandlungen durch mole-
kulare Maschinen des T'-Typs. Die breiten Pfeile markieren Energieumwand-
lungen, die bei elastischen, proteinartigen Matrices beobachtet wurden. Die
photomechanische Energicumwandlung leitet sich aus der Photoreduktion von
Nicotinamid und z.B. aus der Photoisomerisierung eines an eine Seitenkette
gebundenen Zimtsdurechromophors ab [90]. Unseres Wissens schlieBen die
Pfeile in dieser Abbildung alle Energicumwandlungen ein, die in lebenden
Organismen ablaufen kdnnen, und es scheint plausibel, daB ihnen allen moleku-
lare Maschinen des 7,-Typs zugrunde liegen.

5.1. Molekulare Maschinen erster Ordnung des 7,-Typs

5.1.1. Umwandlung chemischer Energie in mechanische
Arbeit

Die Fahigkeit, auf chemischem Weg die Temperatur T, zu
variieren, bei der Faltung und Aggregation erfolgen, impli-
ziert, dafl die Umwandlung chemischer Energie in mechani-
sche Arbeit isotherm verlaufen kann, d. h. unter den homdoo-
thermen Bedingungen warmblittiger Tiere.

5.1.1.1. Protoneninduzierte Kontraktion

Der AT,-Mechanismus wurde erstmals fiir die chemome-
chanische Umwandlung am Beispiel der in Abbildung 13 A
gezeigten, durch y-Strahlung quervernetzten Matrix X?2°-
poly[0.8(VPGVG), 0.2(VPGEG)] nachgewiesen. Zuvor wur-
den jedoch die Bedingungen, unter denen eine thermisch in-
duzierte Kontraktion erfolgt, untersucht. Bei niedrigem pH
(2.2) beginnt sich die Matrix in einer Phosphat-gepufferten
Salzlosung (0.15 N NaCl, 0.01 m Phosphat) zusammenzuzie-
hen, sobald die Temperatur iiber 20°C erhoht wird. Diese
thermisch induzierte Kontraktion ist bei 40°C abgeschlos-
sen. Bei hoherem pH (4.5) setzt thermisch induzierte Kon-
traktion dagegen erst knapp unter 45°C ein. Mit dem AT,-
Mechanismus sollte es moglich sein, die Temperatur bei
37°C konstant zu halten und eine Kontraktion durch Er-
niedrigung des pH-Werts auszuldésen. Genau das gelang
auch, wie in Abbildung 13 A gezeigt ist. Die Erhhung der
Protonenkonzentration iiberfithrt den Glu(COO™)-Rest in
Glu(COOH), und die Matrix zieht sich bei 37°C zusamm-
men, wobei sie ein Gewicht anhebt{?8!, Die quervernetzte,
Glu-haltige Matrix wandelt chemische Energie in mecha-
nische Arbeit um; sie ist damit eine chemisch getriebene mo-
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Abb. 13. A) Ein Streifen einer quervernetzten, Glu-haltigen, elastischen Matrix, hier X*°-poly[0.8(VPGVG), 0.2(VPGEG)], als protonengetricbene molekulare
Maschine. Bei niedrigem pH-Wert betrug die Linge der mit einem Gewicht versehenen elastischen Matrix 42 mm; erhdhte man den pH-Wert (b, Neutralisation), so
dehnte sich der Streifen, und das Gewicht senkte sich ab. Sobald man den pH-Wert erniedrigte (a, Sdurezugabe), zog sich der Streifen wieder zusammen und hob das
Gewicht an. Man kann diese protonengetriebene molekulare Maschine viele Cyclen lang verwenden (aus [35]). B) Ein Streifen aus quervernetztem poly(VPGVG) als
salzgetriebene molekulare Maschine. Der Streifen wird ohne Salz gespannt. Die Zugabe von Salz verursacht eine Kontraktion, wobei das Gewicht angehoben wird.
Dieser Cyclus kann iiber Tage hinweg ohne Verluste beziiglich der Stirke der Kontraktion wiederholt werden. Bei umgekehrter “Fahrweise”, d.h. wenn man
mechanische Dehnungsenergie in die molekulare Maschine hineinsteckte, konnte man sie zur Entsalzung verwenden (aus [35]). + : Salz vorhanden; — : ohne Salz.

lekulare Maschine und bewirkt die Umwandlung chemische
Energie < mechanische Arbeit.

5.1.1.2. Salzinduzierte Kontraktion

Wie in Abbildung 10 A gezeigt, erniedrigt die Zugabe von
NaCl den T-Wert von poly(VPGVG) um 14 K N~!. Schon
der Ubergang von reinem Wasser zu 0.15 N NaCl (physiolo-
gische Kochsalzlésung) induziert eine so starke Anderung
des T,-Wertes, daB bei 25°C eine deutliche Kontraktion re-
sultiert?®1, Abbildung 13 B zeigt eine Reihe salzinduzierter
Kontraktionen und Relaxationen am Beispiel der elastischen
Matrix X2%-poly(VPGVG). Diese Befunde belegen, daB eine
extrinsische chemische Anderung dazu verwendet werden
kann, eine Kontraktion auszulésen, um nutzbare mecha-
nische Arbeit zu verrichten. Man kann erwarten, dal} alle
Salize, einschlieBlich der in Abbildung 10 A gezeigten, die den
T-Wert beeinflussen, auch eine Kontraktion induzieren
konnen.

Wenn das proteinartige Polymer einen geladenen Rest wie
eine Glu(COO ~)-Seitenkette enthilt, ist die Sensitivitit des
T.-Wertes gegeniiber der Salzkonzentration im niedrigen
Konzentrationsbereich um eine Gréfenordnung hoéher
(Luan und Urry, unver6ffentliche Daten). Betrdgt die Poly-
merkonzentration 40 mgmL !, stellt man die Sensitivitits-
steigerung bei Salzkonzentrationen bis 0.2 N fest. Bei ho-
herer Konzentration ist der Koeffizient wieder 15 Kn~1. Ur-
sache ist vermutlich eine schwache Ionenpaar-Bildung zwi-
schen dem Natrium-lon des Salzes und dem Carboxylat-lon
des proteinartigen Polymers. In diesem Fall sollte eine gerin-
gere Anderung der chemischen Energie ausreichen, um eine
definierte mechanische Arbeit zu verrichten. Im weiteren
wird ohne Beriicksichtigung dieser Empfindlichkeitssteige-
rung die Effektivitit eines Mechanismus, der auf Ladungs-
Ladungs-AbstoBung basiert, mit der des AT,-Mechanismus
verglichen.
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5.1.1.3. Durch Reduktion induzierte Kontraktion

An einer durch Bestrahlung mit 20 Mrad quervernetzten,
N-Methylnicotinamid enthaltenden elastischen Matrix, X2°-
poyl[0.73(GVGVP), 0.27(GK(NMeN)GVP)], konnte beob-
achtet werden, daf3 die teilweise Reduktion mit Dithionit den
Temperaturbereich, in dem eine thermisch induzierte Kon-
traktion erfolgt, absenkt. So zieht sich bei einer Temperatur
von 40°C, wenn Dithionit zugegeben wird, die Matrix zu-
sammen und hebt ein Gewicht an?. Da eine Reduktion
auch elektrochemisch durchgefiihrt werden kann, werden
diese Umformungen, wie in den Abbildungen 12 und 14 an-
gegeben, als elektrochemische Umwandlungen bezeichnet.

5.1.2. Umwandlung von Kompressionsenergie in
mechanische Arbeit

In Abschnitt 4.3 wurde bereits der Druck als weitere ex-
trinsisch auf das Polypeptid wirkende Variable vorgestellt,
die den T,-Wert speziell in proteinartigen Polymeren mit aro-
matischen Resten verdndern kann. Aus der Erhéhung des
Wertes fiir T, bei Druckerhéhung und der experimentellen
Wirmemenge dividiert durch die Ubergangstemperatur
wurde berechnet, dall das Volumen, das von einem Wasser-
molekiil im Waserverband eingenommen wird, groer ist als
das, welches ein Wassermolekiil beansprucht, wenn es die am
stirksten hydrophoben Reste, aromatische Reste wie die
Phe(F)-, Tyr(Y)- und Trp(W)-Seitenketten umgibt?7. Bei
passender Temperatur und bei erhéhtem Druck dehnt sich
die elastische Matrix, an der ein Gewicht hdngt, und die
aromatischen Reste werden von einer geordneteren, dich-
teren Wasserschicht umgeben. Nimmt man den Druck zu-
riick, gehen die geordneteren Wassermolekiile in den unge-
ordneteren Losungsmittelzustand iiber, das Modellprotein
faltet sich hydrophob, zieht sich dabei zusammen und hebt
ein Gewicht an. Diese baromechanische Umwandlung wur-
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de kiirzlich beschrieben!1, Bei der richtigen Temperatur ist
somit eine geeignet konzipierte elastische Matrix eine auf
Druck ansprechende molekulare Maschine.

In diesem Beispiel einer molekularen Maschine, die zwei
Arten von Gibbs-Energien ineinander umwandeln kann, ist
die intensive GroBe ,,mechanische Kraft™ multipliziert mit
der extensiven GroBe ,,Weg'* (Bewegung des Gewichts gegen
die Schwerkraft) die eine und die intensive GréBe ,,Druck®
multipliziert mit der extensiven GroBe ,,Volumenidnderung®
die zweite dieser Energien.

5.2. Molekulare Maschinen zweiter Ordnung des 7,-Typs

Als Beispiel fiir eine Energieumwandlung zweiter Ord-
nung des T,-Typs betrachten wir die gequollene Matrix eines
ungefalteten Polypeptids, das zum einen die oxidierte Kom-
ponente eines Redoxpaares in sich trigt, z. B. N-Methylnico-
tinamid, und zum anderen die geladene Gruppe eines chemi-
schen Paares, z.B. (COO™), wobei die Zusammensetzung
des proteinartigen Polymers so gewahlt wurde, daB 7, gerade
iiber der Betriebstemperatur liegt. Unter diesen Bedingun-
gen wiirde sowohl eine Erniedrigung des pH-Wertes, um

a) Mdglichkeiten zur induktion
der Kontraktion

1) Temperaturerhéhung

2) intrinsische chemische
Anderung, z.B. COO~ =+ COOH
(Sdurezugabe)

3) extrinsische chemische Anderung,
2.B. Salzzugabe

4) Reduktion einer prosthetischen
AT, < Gruppe, z.B. Reduktion
von Nicotinamid

5) Druckerniedrigung beim
Vorhandensein aromatischer
Aminosduren

6) Lichtinduzierte photochemische
Reaktion geeigneter Chromophore

COO~ in COOH zu iiberfiihren, als auch die Reduktion des
Nicotinamids, der prosthetischen Gruppe (Redoxpaar), zu
hydrophober Faltung und Assoziation fithren. Wird die oxi-
dierte Gruppe reduziert, sollte die resultierende Faltung eine
Verschiebung des pK,-Wertes der Carboxygruppe bewirken
und unter geeigneten Bedingungen resultierte als ,,che-
misches Ergebnis die Aufnahme von Protonen (eine Ab-
nahme des chemischen Potentials der Protonen). Wenn dage-
gen der pH-Wert erniedrigt und so das Carboxylat-Ion pro-
toniert wird, dann erwartet man, dall sich das elektro-
chemische Potential der oxidierten prosthetischen Gruppe
zugunsten der reduzierten Spezies verschiebt, und das
,.elektrische Ergebnis kénnte die Aufnahme von Elektro-
nen sein. Jedes dieser Ereignisse kénnte man als elektroche-
mische Umwandlung bezeichnen, so wie sie die Pfeile in Ab-
bildung 12 verdeutlichen, die die Begriffe ,,elektrisch** und
,»,chemisch* verbinden. Beide wiirden die hydrophobe Fal-
tung nutzen, jedoch wire die erzeugte Energie oder die gelei-
stete Arbeit nicht mechanischer Natur. Eine elastische
Matrix, konzipiert um eine elektrochemische Umwandlung
zu erreichen, wire nach unserer Bezeichnungsweise eine mo-
lekulare Maschine zweiter Ordnung des 7,-Typs.

Ahnliche Abliufe lassen sich auch fiir die anderen Ener-
gieumwandlungen zweiter Ordnung des 7,-Typs wie photo-

b) Mdglichkeiten zur Induktion
der Relaxation

1) Temperaturerniedrigung

2) intrinsische chemische
Anderungen z.B. COOH - COO~

3) extrinsische chemische Ande-
rungen z.B. Auswaschen von Salz

4) Oxidation einer prosthetischen
Gruppe

5) Druckerhéhung beim
Vorhandensein aromatischer
Aminoséauren

6) Nutzen der Reversibilitat von
Lichtreaktionen

Isotherme Energieumwandlung im Temperaturbereich ¢
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Abb. 14. Zusammenfassende Darstellung und aktueller Stand der Entwicklung des AT-Mechanismus. A) Links ist die §-Spirale von poly(VPGVG) bei niedriger
Temperatur in gestrecktem (ungefaltetem) Zustand und bei héherer Temperatur in kontrahiertem (gefaltetem) Zustand abgebildet. Der Temperaturbereich, in dem der
Ubergang erfolgt, ist mit AT, bezeichnet; der Temperaturbereich, in dem maximale Kontraktion erreicht werden kann, ist mit ¢ gekennzeichnet. Rechts sind die
Mbglichkeiten, T, zu beeinflussen, zusammengefaBt. B) Links: Schematische Darstellung eines elastischen, proteinartigen Polymers, das im Temperaturbereich ¢
reversibel kontrahiert und relaxiert. Rechts sind die zu den Punkten 1)-6) aus A gehérenden Energieumwandlungen und die dafiir erforderlichen MafBinahmen
aufgefiihrt. Die photochemische Reaktion kann den T,-Wert sowohl erhéhen als auch erniedrigen; beides wurde bereits beobachtet.
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chemische, photovoltaische und thermochemische, d.h. fir
alle paarweisen Energieumwandlungen, die nicht am Begriff
,.mechanisch** in Abbildung 12 enden, formulieren.

Es gibt also zahlreiche Energieumwandlungen, die mogli-
cherweise auf den grundlegenden AT,-Mechanismus zuriick-
zufiihren sind. Kiinftige Untersuchungen werden darauf ab-
ziclen, proteinartige Polymere und die entsprechenden
experimentellen Gerite und Bedingungen fiir das jeweilige
Polymer zu entwerfen, um diese Energieumwandlungen ver-
anschaulichen zu kénnen. Unseres Wissens sind das alle
Energieumwandlungen, die in lebenden Organismen ablau-
fen. Die Leistungsfihigkeit und Wirtschaftlichkeit des AT;-
Mechanismus bleibt dabei fiir jede einzelne Energieumwand-
lung noch zu bestimmen. Man kann aber annchmen, daf3
sich lebende Organismen durch den ProzeB der natiirlichen
Auslese in der Weise entwickelten, daB sie den ihren Anlagen
entsprechend leistungsfhigsten Mechanismus zur Energie-
umwandlung nutzen. In Abbildung 14 ist eine Zusammen-
fassung des AT,-Mechanismus zur Umwandlung von Gibbs-
Energien fiir molekulare Maschinen nullter und erster
Ordnung des 7,-Typs gegeben.

6. Physikalische Grundlagen fiir die
Energieumwandlungen vom A7 -Typ

Aus physikalischer Sicht beruht der AT,-Mechanismus der
Energieumwandlung auf einer Anderung des Hydratations-
grades im System. Fiir die Umwandlung chemischer Energie
in mechanische Arbeit durch intrinsische chemische Ande-
rungen bedeutet dies, dall hydrophobe und stirker polare
Reste, z. B. Val-Seitenketten und Carboxylatgruppen als Be-
standteile desselben amphiphilen Polymers, um die Hydrata-
tion konkurrieren. Als Teile desselben Molekiils unterliegen
diese Gruppen Einschrankungen beziiglich ihres Abstandes.
Da dieser nur iiber den Faltungszustand des Polymers verin-
dert werden kann, ist es moglich, den Faltungs-/Entfaltungs-
prozel3 zu steuern.

6.1. Wenn in amphiphilen Polymeren hydrophobe
Hydratation dominiert

In diesem Fall resultiert unserer Meinung nach aus dem
Vorherrschen der geordneteren Anordnung von Wassermo-
lekiilen um die hydrophoben Spezies eine fiir die Hydrata-
tion geladener Reste ungiinstige Wasserstruktur. Die Gibbs-
Energie der Hydratation der geladenen Reste ist ungiinstiger
(hoher), und eine lonisation wird damit unwahrscheinlicher.
Dies zeigt sich experimentell in einer Hydrophobie-induzier-
ten Erhéhung des pK,-Wertes.

Das Polymer poly[0.8(VPGVG), 0.2(VPGEG)] hat in
Wasser bei 37 °C einen pK,-Wert von 4.6; unter den gleichen
Bedingungen liegt der pK,-Wert des hydrophoberen Poly-
mers poly[0.8(IPGVG), 0.2(IPGEG)] bei 6.01*%, Mit einer
optimal gewdhlten Primirstruktur lassen sich sogar noch
grofere Verschiebungen erzielen.

Gezielte Anderungen im Nanometer-Bereich kénnen zu
auBerordentlichen pK,-Verschiebungen fiithren. In Abbil-
dung 15 sind f-Spiralen von poly(GVGVP) und Polypenta-
peptiden, die sich von poly(GVGVP) durch Einbau von
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Glu(E)- und Phe(F)-Resten ableiten, schematisch wiederge-
geben.

Im Polypeptid von Abbildung 15D sind die Phe(F)-Reste
optimal um die Glu(E)-Reste angeordnet. Abbildung 16 ent-
hilt Siure-Base-Titrationsdiagramme fiir die Polypeptide
aus Abbildung 15B-D (I, IV bzw. V) sowie fiir zwei weitere
Polypeptide, die sich aus denselben Pentameren wie die in
Abbildung 15C und D zusammensetzen, nur daf3 die Penta-
mere randomisiert vorliegen (LI bzw. II)B31 Es zeigt sich,

Y

poly(GVGVP)
GVGVPGVGVP-
GFGFPGFGFP)

0.2{(GEGVP)]
elPhe (F) oGlu (E)

Abb. 15. Schematische Darstellungen der p-Spiralstruktur von Poly-
peptiden. A) poly(GVGVP). B) Willkiirliche Verteilung von Glu(E)-Resten
in 20% der poly(GXGVP)-Pentamere. C)Das Polytricosapeptid poly-
(GEGFPGVGVPGVGVPGVGVPGEGFP GFGFP), in dem die Phe(F)-Re-
ste in einer festen Beziehung zu den Glu(E)-Resten stehen. D) Das Polytricosa-
peptid  poly(GEGFPGVGVPGVGFP GFGFP GVGVPGVGFP), in dem
durch die spezielle Faltung der §-Spirale mit drei Pentameren pro Windung die
Phe-Reste optimal um die Glu-Reste angeordnet sind (aus [33]).

daB die wegen der p-Spiralstruktur optimale Ausrichtung
der Phe(F)-Reste im Polymer V zu einem bemerkenswerten
pK,-Wert fiir den Glu(E)-Rest von 8.1 in Wasser bei 20°C
fithrt; unter denselben Bedingungen weist Polymer I einen
pK,-Wert von 4.3 auf. Als Ursache dafiir, daB die Hydrata-
tion der COO ~-Gruppe im Polymer V so ungiinstig ist, kann
die Nidhe der aromatischen (Phenyl-) Seitenketten, die von
einer wohlstrukturierten Hydrathiille umgeben sind, gesehen
werden.
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Abb. 16. Die Sdure-Base-Titrationskurve fiir die Polypeptide aus Abbil-
dung 15B-D (I, IV und V) sowie fiir je ein Isomer von IV und V, die durch
direkte Polymerisation der Pentamereinheiten und nicht Giber die Tricosamere
synthetisiert wurden (IT bzw. III), belegen die strukturabhiingige, Hydropho-
bie-induzierte pK,-Verschiebung (aus [33]). « = [onisationsgrad. :
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Eine Abschitzung der repulsiven Gibbs-Hydratations-
energie erhdlt man aus dem chemischen Potential u der Pro-
tonen, das notwendig ist, um die Glu-Seitenkette in einem
Zustand 50proz. Ionisation zu halten. Mit u = RTlna ergibt
sich fiir geringe Protonenkonzentrationen [H *] als Potential
u = RTIn[H*], da fir diesen Grenzfall die Aktivitit a der
Protonen ihrer Konzentration [H*] gleichgesetzt werden
kann. Umformung auf den dekadischen Logarithmus liefert
u =23 RTIg[H*], und mit pH = — lg[H "] erhilt man fiir
das chemische Potential 4 = — 2.3 RT pH. Die Anderung
des chemischen Potentials der Protonen, Ay, die nétig ist, die
50proz. lonisation (d.h. pK, = pH) der Glu-Seitenkette zu
erhalten, ist nun einfach durch Ay = — 2.3 RTApK, gege-
ben. Da R = 1.987 calmol *K !, ist RT bei 20°C (293 K)
582 calmol !, und mit einem ApK, von 4.3 — 8.1 = — 3.8
erhilt man fir Ap = 5 kcalmol™*. Es handelt sich dabei um
die durch Hydratation vermittelte, repulsive Gibbs-Energie
AG,, apolar-polarer Wechselwirkungen, die auch das Entfal-
ten des Peptids bei Ionisation der Glu-Seitenketten auslost.
Ein Versuch, AG,, graphisch zu veranschaulichen, wird in
Abbildung 17 gemacht 4],

]] AG,, =0

ap

I
AG,, <0

Abb. 17. Zusammenhang zwischen Entfernung und AG,, fiir hydratationsver-
mittelte apolar-polare Wechselwirkungen. Wassermolekiile werden als Dipol-
moment-Vektoren dargestellt. Bei hydrophober Hydratation stehen die Was-
servektoren tangential zur Oberfliche des hydrophoben Bereichs I, wiihrend sie
auf negativ geladene Gruppen II direkt gerichtet sind. A) Bei groBem Abstand
gibt es keine Wechselwirkung. Jede Spezies gewinnt ihre volle Gibbs-Hydrata-
tionsenergie. B) Uberlappen die Hydratationshiillen der hydrophoben und der
polaren Reste, stellt man einen Verlust an Gibbs-Hydratationsenergie fest, und
AG,, ist positiv. Dies kann, wenn die apolaren Gruppen dominieren, die Hydro-
phobie-induzierten pX,-Verschiebungen hervorrufen: Wenn sich geladene Spe-
zies bilden, kommt es zu einer Zerstdrung der Strukturierung der hydrophoben
Hydratationshiille. C) Besondere Orientierung apolarer und polarer Bereiche,
die Wassermolekiilen gleichzeitig beide Arten der Hydratation ermdglicht, so
daB AG,, negativ wird. Man kann diesen Effekt an der Struktur von Crambin
im Kristall (Abb. 4C) feststellen (aus [34]).

6.2. Wenn in amphiphilen Polymeren ionische
Hydratation dominiert

In diesem Fall wird unserer Meinung nach die Ordnung
der Wassermolekiile um die hydrophoben Bereiche entschei-
dend dadurch gestort, da3 sie sich ausrichten, um benach-
barte geladene Gruppen zu hydratisieren. Mit dem Verlust
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der strukturierten Wasseranordnung um hydrophobe Reste
geht auch die Gibbs-Energie als treibende Kraft fiir den in-
versen Temperaturiibergang, d.h. fiir die hydrophobe Fal-
tung, verloren. Deshalb entfaltet sich das Polymer.
Erinnern wir uns, daBl die Hydratation hydrophober Reste
exotherm, AH(Hydratation) also negativ ist und daB trotz-
dem die Loslichkeit eines solchen Stoffes begrenzt ist, weil
die hydrophobe Hydratation strukturbildend wirkt, wobei
weniger geordnete Wassermolekille in einen geordneteren
Zustand libergehen, so dall AS(Hydratation) negativ ist. Die
Loslichkeit ist daher eingeschrinkt, weil — TAS(Hydrata-
tion) positiv und dem Betrag nach dem negativen
AH(Hydratation) dhnlich ist. Im Polymer entspricht Los-
lichkeit dem ungefalteten Zustand, und die Unléslichkeit der
hydrophobe Reste enthaltenden Spezies ist mit dem gefalte-
ten Zustand gleichzusetzen. Faltung und Entfaltung des Po-
lymers folgen somit aus einer Anderung der relativen GroBe
beider Terme. Liegt die geladene Spezies vor, ist geringer
strukturiertes Wasser um die hydrophoben Reste zu er-
warten; AS(Hydratation) wire fiir den Ubergang kleiner,
und eine hohere Temperatur 7 wiirde bendtigt, bevor
— TAS(Hydratation) dominieren wiirde. 7, sollte deshalb
mit steigender Zahl an geladenen Resten ansteigen. Dal} die
Ubergangstemperatur tatsichlich mit zunehmendem Tonisa-
tionsgrad « steigt, ist in Abbildung 18 deutlich zu erken-
nen'%), Parallel zur Erhéhung des Ionisationsgrades und

1.0 4
0.8 1
I 0.6 1
a
0.4 1
0.2 1
0.0 T ¥ T T 1
20 30 40 50 60 70 80
T.[°C] —

Abb. 18. poly[0.8(VPGVG),0.2(VPGEG)] weist in 0.15 N NaCl einen vom lo-
nisationsgrad o abhidngigen T-Wert auf. Die Sdure-Base-Titration wurde bei
37°C durchgefiihrt (aus [35]).

zum T -Anstieg nimmt die Wirmemenge, die zur Zerstdrung
der geodneten Wasserstruktur um hydrophobe Reste bend-
tigt wird, ab (Abb. 19)BSL Selbst wenn nur zwei COO™-
Gruppen unter 100 Resten vorhanden sind, betrdgt diese
endotherme Wirmemenge nur noch ein Viertel. Unserer
Deutung zufolge zerstoren also zwei COO ™ -Gruppen unter
100 Resten, um ihre polare Hydratation zu erreichen, effek-
tiv drei Viertel der geordneten Struktur des Wassers, welches
die hydrophoben Reste umgab.l

Wie man aus der Hydrophobieskala in Tabelle 1 erkennt,
besteht eine weitgehende Kontinuitdt von den am stirksten
hydrophoben Resten, Trp(W), hin zu den polarsten Grup-
pen, POZ~. Geladene Spezies konkurrieren effektiver und
extremer um die Hydratation. Qualitativ kann jedoch unser
Argument immer angefiihrt werden, wenn eine intrinsische
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Abb. 19. Differentialthermoanalyse von poly[0.8(VPGVG),0.2(VPGEG)] in
Wasser bei mehreren pH-Werten. Bei pH 2.5, wenn im wesentlichen alle Glu-
Reste als COOH vorliegen, betrigt die endotherme Wirme, die benotigt wird,
um die Struktur der hydrophoben Hydratation zu zerstéren, 0.97 keal pro mol
Pentamer. Wird der pH-Wert und damit die Zahl der COO ~-Gruppen erhéht,
so steigt auch in Einklang mit den in Abbildung 18 gezeigten Daten die Uber-
gangstemperatur, und die endotherme Wirme des Ubergangs nimmt deutlich
ab. Schon bei weniger als 2 COO™-Gruppen auf 100 Reste (pH 4.0) reduziert
sich die zur Zerstdrung der Struktur der hydrophoben Hydratation bendtigte
Wirmemenge auf 0.27 kcal pro mol Pentamer (aus [36]). P = Wirmefluf};
negativer Peak = endothermer Prozef3; positiver Peak = exothermer ProzeB.

chemische Anderung zu einem polareren Rest in einem An-
stieg von T, resultiert.

7. Relative Effizienz fiir die Umwandlung
chemischer Energie in mechanische Arbeit
(Bewegung)

Man weil3 viel Uber die Muskelkontraktion im Rahmen
des Gleitfasermodells, nach dem Actinfilamente iiber Myo-
sinstrdnge gleiten®” und ein drittes elastisches Filament,
Titin, wahrscheinlich fiir die Aggregation von Bedeutung
ist™*®. Dennoch ist man sich noch nicht iiber die Ursachen
der Kraftentstehung einig. Das weit verbreitete ,,Ruder-
boot“-Modell wird durch zwei Gruppen von Wissenschaft-
lern angegriffen, die Langendnderungen und Kraftent-
stehung den Myosinstringen®®! bzw. den Actinfilamenten
zuschreiben“?), Die Berechnung der Effizienz erfordert dar-
itber hinaus mehr als die Beriicksichtigung des in den Fila-
menten verbrauchten ATP; man muf} auch die ATP-Aquiva-
lente berticksichtigen, die fiir die wichtigen Anderungen der
Ca?*-Konzentration erforderlich sind.

Es ist durchaus moglich, die Effizienz von Modellsyste-
men zu vergleichen. Der Ladungs-Ladungs-AbstoBungsme-
chanismus bei Polymethacrylsdure und der salzinduzierte
Zusammenbruch der Collagenstruktur sind mit Phinome-
nen in proteinartigen Polymeren vergleichbar. Ein MaB fiir
die Effizienz, #, kann man z.B. erhalten, indem man die
mechanische Arbeit w, d. h. das Produkt aus der Kraft fund
der Langendnderung AL, durch die chemische Energie AuAn
dividiert, die aufgebracht werden muB}, um die Arbeit zu
verrichten. Ay ist dabei die zuvor diskutierte Anderung des
chemischen Potentials und An die der intrinsischen Ande-
rung entsprechende Molzahldnderung. Az kann z. B. in mol
die Zahl der in Carboxygruppen (COOH) umgewandelten
Carboxylatgruppen sein. Der Ausdruck fiir den Wirkungs-
grad # ergibt sich dann zu Gleichung (a).
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Gliicklicherweise beruht Polymethacrylsdure 1 auf dem-
selben chemischen Paar (COOH/COO ~) wie das proteinarti-
ge Polymer poly[0.8(VPGVG), 0.2(VPGEG)), und die quer-
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vernetzten Matrices beider Verbindungen konnen sich in
analoger Weise auf ungefihr die Hélfte ihrer gedehnten Lin-
ge zusammenziehen und dabei Gewichte anheben, die etwa
das Tausendfache ihres Trockengewichts betragen; somit er-
gibt sich fir den Zahler fAL ein dhnlicher Wert#! ~431 Un-
terschiede gibt es dagegen in der zur Verrichtung dieser Ar-
beit bendtigten chemischen Energie.

Bei Polymethacrylsdure erreicht man eine Dehnung auf-
grund von Ladungs-Ladungs-AbstoBungen, wenn 50 bis
60 % der Carboxyreste in COO ™~ umgewandelt sind; die Auf-
hebung des gestreckten Zustandes und damit eine Kontrak-
tion ist bei 0 bis 10 % Ionisation abgeschlossen*! =431 d.h.
es mitssen um die 40 Carboxylatgruppen pro 200 Riickgrat-
atomen protoniert werden, um die Kontraktion zu erreichen.
In X?%-poly[0.8(VPGVG), 0.2(VPGEG)] dagegen brauchen
dafiir nur 4 Carboxylatgruppen pro 300 Riickgratatome
protoniert zu werden. Folglich ist Az im Polymethacrylsdu-
resystem mehr als zehnmal so groB. Auch die Anderung des
chemischen Potentials der Protonen, Ay, die fiir das Errei-
chen eines bestimmten Ionisationsgrades ndtig ist, ist — wie in
Abbildung 20 verdeutlicht — im Fall von Ladungs-Ladungs-
AbstoBung (Polymethacrylsdure) groBer™. Um von 5060

1.0
poly[0.75(GFGVP), . * ol
1 0.25(GEGVP)]
0.8 — o
_ 1
I 0.6
0.4 -
02—
- _ 0.434(0G
PH = pK, +1g 325 + W(ﬁ),
00 I T T 1 l T
40 6.0 8.0 10.0
PH —

Abb. 20. Siure-Base-Titrationskurven. Fiir poly[0.75(GFGVP),0.25(GEGVP)]
ist die Steigung der Kurve groBer als die der Vergleichskurve (durchgezogene
Linie), wiihrend sie fiir Polymethacrylsiure 1 kleiner ist. Die Vergleichskurven
wurden aus den ersten beiden Termen der unten rechts angegebenen Gleichung
berechnet. Ob die MeBkurve steiler oder flacher als die Vergleichskurve ausfilit,
hiingt vom Vorzeichen von (0G/du); ab, das fir die apolar-polare AbstoBung
positiv und fiir die Ladungs-Ladungs-AbstoBung negativ ist (aus [1]).

auf 0—-10 % lonisation zu kommen, muB fiir Polymethacryl-
sdure das chemische Potential um ungefihr 2 pH-Einheiten
gedndert werden, weil negative Kooperativitit die Titra-
tionskurve beeinfluBt-4%. Im proteinartigen Polymer zeigt
die Titrationskurve eine positive Kooperativitit, und schon
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die Anderung des pH-Wertes um den Bruchteil einer Einheit
geniigt, um den Ionisationsgrad von 50—60 auf 0—-10% zu
driicken. Dieser Vergleich ist in Schema 1 zusammengefafit.

1. = Effizienz der Ladungs-Ladungs-AbstoBung (wie an
Polymethacrylsiure exemplarisch gezeigt)

w: AL~ 0.5; f~ 1000 x Trockengewicht
An: > 40 (COO~ - COOH) pro 200 Riickgratatome
Ap: (Aa ~ 0.6 > ApH ~ 2.0) ~ 2.8 kcalmol ™!

1., = Effizienz der apolar-polaren AbstoBung (wie an
X2%-poly[4(VPGVG),(VPGEG)] exemplarisch gezeigt)

w: AL~ 0.5; /& 1000 x Trockengewicht
An: 4 (COO~ —» COOH) pro 300 Riickgratatome
Ap: (Aa =~ 0.8 > ApH =~ 0.7) = 0.94 kcal mol !

Resultat: Z” > 10

Schema 1. Vergleich der Effizienz chemomechanischer Umwandlungen. Zur
Definition von # siche Gleichung (a) und den zugehérigen Text.

Als Ergebnis 148t sich festhalten, dafl die Umwandlung che-
mischer Energie in mechanische Arbeit nach dem AT,-Me-
chanismus mehr als zehnmal so effizient ist wie die durch
Ladungs-Ladungs-Abstofung.

Man muBl dazu anmerken, gerade weil Polymethacryl-
sdure als Modell fir Ladungs-Ladungs-Wechselwirkungen
verwendet werden kann, daB inverse Temperaturiiberginge,
die als untere kritische Losungstemperatur (LCST: Lower
Critical Solution Temperature) bezeichnet werden, in Poly-
meren wie poly(N-Isopropylacrylamid) nachgewiesen wur-
den. Fiir eine umfassende Ubersicht sei auf Schild 4! verwie-
sen. Man hat dort dhnliche Eigenschaften aufgrund des
ausgewogenen Verhdltnis apolarer und polarer Gruppen be-
obachtet, stiel dabei aber nicht auf einen Mechanismus des
AT,-Typs, moglicherweise weil die Zusammensetzung nicht
so gut kontrolliert werden konnte.

Die salzgetriebene Kontraktion 148t sich bei X2*°-po-
ly(VPGVG) sehr gut auslésen, wenn man von 0 auf 1 N NaCl
iibergeht; selbst eine Anderung von 0 auf 0.15 N NaCl indu-
ziert bereits eine recht deutliche Kontraktion®®!, Im Falle
von Collagen benotigt man dagegen Harnstoff oder spezielle
Salze wie LiBr und NaSCN. Diese Losungszusitze erniedri-
gen die Temperatur, bei der es zur Denaturierung kommt.
Bei LiBr als dem am besten untersuchten Beispiel entsprach
0 bis 0.3 N dem niederkonzentrierten und 11.25 N dem hoch-
konzentrierten Bereich ™%, Wieder ist eine iiber eine
GroBenordnung hohere Anderung des chemischen Poten-
tials erforderlich, um im Collagen-Modell eine Kontraktion
zu bewirken.

8. Der AT,-Mechanismus und Einblicke in einige
biologische Geheimnisse

Die bisher vorgestellten Effekte, die durch Anderung der
Protonenkonzentration und durch das Aquivalent, eine An-
derung des pK,-Wertes einer protonierbaren funktionellen
Einheit, hervorgerufen werden kénnen, waren anschauliche
Beispiele zur Erlduterung des AT,-Mechanismus. Daf3 Proto-
nengradienten in lebenden Organismen fundamentale Be-
deutung zukommt, wird heute allgemein akzeptiert. So wird
zum Beispiel in dem umfassenden Biochemie-Lehrbuch von
Stryer 4% hervorgehoben, daB ,, ... proton gradients are a
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central interconvertible currency of free energy in biological
systems*‘[*®® Und tatsichlich wird im ,,Stryer* gezeigt, daB3
Protonengradienten all jenen Formen von Gibbs-Energie
gleichzusetzen sind, die in Abbildung 12 den Endpunkten
der Pfeile entsprechen. Die von Druck beeinfluten Um-
wandlungen sind hiervon ausgenommen.

8.1. Der AT,-Mechanismus bei der Proteinfaltung
und -assoziation

Entsprechend dem AT,-Mechanismus erhoht z. B. die Ver-
ringerung der Protonenkonzentration die Zahl der polaren
COO ™ -Gruppen, was nach unserer Interpretation die geord-
nete Wasserstruktur rund um hydrophobe Reste zerstort
und zu einem Verlust der treibenden Kraft fiir die hydropho-
be Faltung fithrt. An dieser Stelle soll nun die Analogie zwi-
schen der polaren COO ~-Gruppe und dem sogar noch pola-
reren Phosphatrest PO~ aufgezeigt werden. Da der
Phosphatrest nach der 7T-Hydrophobieskala (siche Tabel-
le 1) wesentlich polarer ist, scheint es durchaus schliissig, dafl
in der Thylakoidmembran von Chloroplasten ,,About three
protons flow through the CF,-CF, complex per ATP synthe-
sized ... “M7 ATP, Adenosintriphosphat, ist in lebenden
Organismen die verbreitetste Energiespeicherform, die meist
dazu verwendet wird, Proteine unter Bildung von ADP,
Adenosindiphosphat, zu phosphorylieren und sie so zu akti-
vieren.

8.1.1. Einfluff der Phosphorylierung auf elementare Aspekte
der Proteinfaltung

Um den AT,-Mechanismus der Proteinfaltung zu veran-
schaulichen, betrachten wir ein muschelférmiges, globulires
Protein, das in gedffnetem oder in geschlossenem Zustand
vorliegen kann (Abb. 21 A). Die Bedingungen seien so ge-
wihlt, dal} T, unter der Betriebstemperatur liegt. Deshalb
liegt das Gleichgewicht auf der Seite des hydrophob gefalte-
ten, geschlossenen Zustands. Bei einer Offnung werden die
hydrophoben Bereiche von wohlstrukturiertem Wasser um-
geben, was aber ungiinstig ist, da sich das System iiber der
Ubergangstemperatur befindet. Wird nun eine Hydroxy-
gruppe nahe der Offnungsspalte phosphoryliert, so ist die
Hydratationsneigung des negativ geladenen Phosphatrestes
so grof}, daB die Bildung einer geordneten Wasserstruktur
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Abb. 21. A) Phosphorylierungsinduzierte Entfaltung am Beispiel eines hypo-
thetischen muschelférmigen, globuliren Proteins. Vor der Phosphorylierung
liegt das Gleichgewicht auf der linken, nach der Phosphorylierung durch ATP
auf der rechten Seite, ohne daB die Temperatur gedndert wird. Fiir Einzelheiten
siehe Text. B) Phosphorylierungsinduzierte Dimerisierung; fiir Einzelheiten
siche Abschnitt 8.1.3. Die punktierten Bereiche symbolisieren in A und in B
Bereiche hydrophober Hydratation.
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um die unmittelbar benachbarten hydrophoben Gruppen
verhindert wird. Die Temperatur fiir den hydrophoben
Ubergang wird iiber die Betriebstemperatur hinaus erhdht,
und das Gleichgewicht wird zugunsten des offenen Zustands
verschoben.

Der Einfluf§ der Phosphorylierung auf 7, konnte am Bei-
spiel des elastischen, proteinartigen Polymers poly[30-
(IPGVG), (RGYSLG)] gezeigt werden!?*, wobei RGYSLG
die cyclo-AMP-abhingige Proteinkinase-Bindungsregion
des Enzyms Lysozym ist“8- 4% Wie in Abbildung 22 darge-
stellt, liegt die Ubergangstemperatur 7, des Testpolymers in
dem fiir die Kinase geeigneten Puffersystem bei 18 °C. Bei
Zugabe der Proteinkinase und von ATP wird der Ser-Rest in
RGYSLG zu etwa 50 % phosphoryliert, und die Temperatur
fiir die hydrophobe Faltung und Assoziation steigt auf 32 °C
an 24, Somit wiirde bei einer mittleren Temperatur von 25 °C
ein Phosphatrest auf 300 Aminosdurereste die Entfaltung
des elastischen, proteinartigen Polymers auslosen. Im Falle
von poly[0.8(IPGVG), 0.2 (IPGEG)] erhohte die Bildung
von 4 COO~-Gruppen pro 100 Aminosiureresten die Uber-
gangstemperatur um 40 K59, Beriicksichtigt man die Hy-
drophobieskala von Tabelle 1, so erkennt man, dal} ca. vier
COO™-Gruppen einem Phosphatrest dquivalent sind, und
dies ist wiederum, wie am Beispiel der Thylakoidmembran
von Chloroplasten gezeigt, mit einem Verhéltnis von drei bis
vier Protonen pro eingefiihrtem Phosphatrest konsistent 3,

100 |-
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Abb. 22. EinfluB der Proteinkinase-Phosphorylierung des Serinbausteins in
RGYSLG auf die Temperatur T, des inversen Temperaturiibergangs von poly-
[30(IPGVG),(RGYSLG)]. 1) Phosphorylierung mit Hilfe einer Proteinkinase;
2) Protonierung (pH 7.3 - pH 2.0); 3) Dephosphorylierung mit Hilfe einer
Phosphatase (aus [24]). y = prozentuale Triibung.

8.1.2. Hitzeschockproteine, Chaperone und wie die Biologie
die hydrophobe Faltung reguliert

Wenn E. coli-Bakterien einem abrupten Temperaturan-
stieg ausgesetzt werden, reagieren sie mit der Produktion
spezieller Proteine, der Hitzeschockproteine (hsp). In Ein-
klag damit, daB eine Temperaturerhdhung die gefaltete
Struktur begiinstigt, spielen die hsp fiir den Transport und
die Faltung von Proteinen immer dann eine herausragende
Rolle, wenn hydrophobe Assoziationen ausschlaggebend
sind. Im Rahmen des Modells inverser Temperaturiiber-
giange und des AT -Mechanismus fordert eine Temperaturer-
hohung die hydrophobe Faltung und kdnnte so das Fal-
tungsgleichgewicht in der Art verschieben, da3 Proteine in
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inaktiven, hydrophob determinierten Zustinden vorliegen.
Diese Uberlegung lenkte das Interesse auf eine Reihe von
Proteinen, Chaperone genannt®!!, aus anderen Organismen,
die iiber eine ATP-Modulation der hydrophoben Assozia-
tion die Proteinfaltung beeinflussen.

Der Transport im Zellkern codierter Proteine durch die
Lipiddoppelschicht der #ufleren Mitochondrienmembran
und die Erzeugung des richtigen Faltungszustands der Lipid-
schicht der inneren Mitochondrienmembran sind komplexe
Prozesse, die auf der Modulation hydrophober Assoziatbil-
dung beruhen®? *31. Die 70 kDa Chaperone, die diese Auf-
gabe ausfithren, werden durch ATP-Hydrolyse freigesetzt.
Vermutlich zerstorte dabei eine Phosphorylierung das hy-
drophobe Assoziat. DaBl Phosphorylierung tatsichlich die
hydrophobe Assoziation beeinfluft, wird anhand einer gan-
zen Reihe chaperonunterstiitzter Proteinsysteme deutlicher,
in denen hydrophobe Faltung direkt eine Rolle spielt.

Bei der Denaturierung und Riickfaltung eines Proteins
oder bei der Faltung eines Proteins im Anschlufl an seine
Synthese geht man davon aus, daB das aktive Protein dem
thermodynamisch giinstigeren Zustand entspricht®*. Trotz-
dem konnen Proteine auch in metastabilen Zustdnden fixiert
werden. So kénnen sich metastabile hydrophobe Assoziate
mit Ubergangstemperaturen weit unter der physiologischen
Temperatur bilden. Nach unserer Interpretation besteht die
Aufgabe der Chaperone darin, diese hydrophoberen Berei-
che eines Proteins so lange zu schiitzen, bis die richtigen
Bedingungen herrschen, damit sie giinstige Assoziate bilden
koénnen. Die Untersuchungen von Landry und Gierasch
deuten darauf hin, da Chaperon 60 an die hydrophoben
Seiten einer a-Helix des Enzyms Rhodanese bindet 5. Aus
Studien zur Wechselwirkung zwischen Chaperon 70 und T4-
Lysozym schlossen Matsumkra et al.*®?, daB bevorzugt ali-
phatische Reste involviert sind. Dabei konnte eine Propor-
tionalitdt zwischen den wechselwirkenden Resten und der
Wahrscheinlichkeit, diese im hydrophoben Innern des Pro-
teins zu finden, festgestellt werden.

In Anbetracht der Tatsache, dal3 die Assoziate aus Chape-
ronen und schwierig zu faltenden Proteinen hauptsdchlich
auf hydrophoben Wechselwirkungen basieren, gibt es gute
Griinde dafiir, dafl die Assoziation durch die Hydrolyse von
ATP, z. B. durch Phosphorylierung, gesteuert wird. Ein Zitat
aus dem Ubersichtsartikel von Lorimer 5! besagt: ,, The for-
mation of native Rubisco (dimeric ribulose biphosphate car-
boxylase), from the binary chaperonin 60-Rubisco complex,
requires the presence of chaperonin 10 and Mg ATP!57: 381,
The hydrolysis of ATP appears necessary because non-hy-
drolyzable analogs do not support the reaction ... “. Lori-
mer fihrt in seiner Ubersicht fort: ,,Of particular interest is
the striking similarity between the structures of muscle actin
(375 residues) and the ATPase fragment (386 residues) of
chaperone 70191, This has prompted the intriguing idea that
both proteins may share a similar mechanism for coupling
the hydrolysis of ATP to the association-dissociation of pro-
tein-protein complexes.* SchlieBlich findet man in Lorimers
Zusammenfassung: ,,Although this permits the mechanism
of ATP hydrolysis to be understood at the atomic level, the
manner in which this is coupled to folding, assembly or
release of the target protein remains obscure®. Der vorlie-
gende Ubersichtsartikel wird hoffentlich diese Unklarheit
ausrdumen. Die ATP-Hydrolyse beeinfluBt z. B. durch Phos-
phorylierung, Faltung und Assoziation in der Art, daf} sie
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die thermodynamisch treibende Kraft fiir die hydrophobe
Assoziation wie in Abbildung 21 A beschrieben ausschaltet.

Die Proteinkonstrukte kénnen so beschaffen sein, dal3
eine Phosphorylierung entweder hydrophobe Faltung und
Assoziatbildung stort oder, wie in Abschnitt 8.1.3 gezeigt,
hydrophobe Assoziation fordert.

8.1.3. Elementare Beschreibung der Proteinassoziation

Die Assoziation/Dissoziation eines Filaments, wie sie in
Abbildung 23 gezeigt ist, 148t sich als eindrucksvollstes Bei-
spiel fiir den Einflu3 der Phosphorylierung auf hydrophobe
Assoziation anfithren. Die Proteinuntereinheiten, die nicht
in sehr vielen verschiedenen Konformationen vorliegen kon-
nen, sind an jedem Ende mit hydrophoben Oberflichen ab-
gedeckt, die durch Phosphorylierung gestort werden kénnen.

D I
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Abb. 23. Darstellung der Modulation der Filamentassoziation bei globuliren
Proteinen, die nur eine einzige Konformation einnehmen konnen. Oben: Die
Enden der globuliren Proteine sind hydrophob, so daB ihre Assoziation
(Mitte) das Ergebnis eines inversen Temperaturiibergangs wire. Es konnte ge-
zeigt werden, daB eine Phosphorylierung das Gleichgewicht zuungunsten der
Filamentbildung verschiebt, d. h. Phosphorylierung fiithrt zur Dissoziation (un-
ten). Dies ist der einfachste Fall. Oft treten jedoch zusitzlich konformative
Verdnderungen auf, so da eine Phosphorylierung, wie in Abbildung 24 gezeigt,
auch zur Assoziation fiihren kann (aus [88]). Die schattierten Bereiche symboli-
sieren Hydrathiillen.

Wenn das Protein, wie in Abbildung 21 A dargestellt, in
zwei Zustdnden vorliegen kann, gibt es noch weitere Még-
lichkeiten. Selbst im phosphoryliertem Zustand gibt es noch
hydrophobe Oberflichen, mit einer geordneten hydropho-
ben Hydratationssphire. Wie in Abbildung 21 B dargestelit,
kann es zu einer phosphorylierungsinduzierten, hydropho-
ben Dimerisierung kommen, sofern die verbleibenden funk-
tionellen hydrophoben Oberflichen im offenen Zustand
komplementér sind. Bei komplexeren Strukturen, die mehre-
re Konformationen einnehmen kénnen und komplexe Ober-
flichen exponieren, kann z.B. die Filamentbildung durch
Phosphorylierung induziert werden. So konnte die Bindung
von GTP, einem Analogon des ATP, beim Wachstum und
der Verkiirzung von Mikrotubuli!®®~ 52! eine Entfaltung her-
vorrufen. Dadurch werden hydrophobe Oberflichen, die das
Tubuliwachstum fordern, exponiert, wihrend die Umwand-
lung in das weniger polare GDP mit nur zwei Phosphatresten
zur Bildung stabilerer Dimere fithren kénnte, welche, sobald
sie dissoziieren, eine Verkiirzung der Tubuli induzieren.

8.2. Ein prototypisches Gleitfasermodell einer
molekularen Maschine des 7,-Typs

Statt der in Abbildung 5 gezeigten hydrophoben Faltung
konnte auch ein Paar von Filamenten mit je einer hydropho-
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ben Oberflache als Ursache fiir die Verkiirzung wihrend des
Kontraktionsprozesses angesehen werden. Dies entspriche
einem Vorgehen, bei dem man das muschelformige Protein
aus Abbildung 21 zu einem Strang oder Filament, wie in
Abbildung 24 gezeigt, auseinanderzieht. Unter Bedingun-
gen, die eine Optimierung der hydrophoben Uberlappung
zweier Striange begiinstigen, erhielte man die Struktur oben
rechts. Aufgrund hydrophober Hydratation, oben links dar-
gestellt, witrden Versuche, ein Filament {iber das andere glei-
ten zu lassen, auf einen Widerstand stoflen. Das Gleichge-
wicht lige dennoch auf seiten maximaler Uberlappung, also
auf seiten des kontrahierten Zustands.
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Abb. 24. Phosphorylierungsinduzierte Dehnung am Beispiel eines proto-
typischen Gleitfasermodells. Zur genaueren Erlduterung siche Text (aus [1]).

Phosphoryliert man die beiden Filamente, wie im unteren
Teil von Abbildung 24 dargestellt, so gleiten sie unter Bil-
dung eines gestreckten, relaxierten Zustands auseinander.
Jedes Filament kann sich aus verschiedenen, ja sogar mehre-
ren verschiedenen Proteinen zusammensetzen ; Querbriicken
konnen zwischen Filamenten aufgrund komplexer hydro-
phober Wechselwirkungen auftreten. Die Grundlage fiir
Wechselwirkungen zwischen Filamenten kdnnte jedoch, wie
grob in Abbildung 24 skizziert, die Modulation hydropho-
ber Assoziation durch ATP sein. Dies entspriche einer mole-
kularen Maschine erster Ordnung des T,-Typs.

8.3. Molekulare Maschinen erster Ordnung des
T-Typs: gestreckte extrazellulire Matrix induziert eine
intrazellulidre chemische Antwort

Die elastische, proteinartige, polymere Matrix X2°-po-
ly[0.8(VPGVG), 0.2(VPGEGQG)] zeigt direkt, wie die Dehnung
einer elastischen Matrix eine chemische Antwort hervorru-
fen kann. Wie in Abbildung 25 dargestellt, wurde der pK,-
Wert, wenn die Matrix nicht unter Spannung stand, per Sdu-
re-Base-Titration zu 3.99 bestimmt®*!, Bringt man ein
kleines Gewicht von 1 g an, um die Matrix zu dehnen, erhéht
sich der pK,-Wert auf 4.84. Befande sich die Matrix in einer
Losung mit pH 4.5, wiirde die Dehnung eine Protonenauf-
nahme als chemisch induzierte Reaktion bewirken.

Wie in den Abbildungen 15 und 16 gezeigt, kann bei geeig-
netem Aufbau des proteinartigen Polymers der urspriingli-
che pK,-Wert bis zu 8 betragen, und eine Dehnung wiirde ihn
noch weiter erh6hen. Wire z.B. der pK,-Wert 7 und die
Matrix wiirde gedehnt, so dall man einen pK,-Wert von 8
erhielte, dann wiirden bei physiologischem pH Protonen
aufgenommen. Ersetzte man die funktionelle Gruppe durch
einen Lys-Rest, witrde sich die Richtung des Effekts umkeh-
ren, und es wiirden Protonen freigesetzt. So kann also das
Design der dehnbaren Matrix dariiber entscheiden, wie die
Reaktion ausfillt, die bei dieser mechanochemischen Um-
formung ausgeldst wird.
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Abb. 25. Dehnungsinduzierte Verschiebung des pK,-Wertes am Beispiel von
X2°-poly[0.8(VPGVG),0.2(VPGEG)]. Die durchgezogenen Linien bezeichnen
wie in Abbildung 20 die Vergleichskurven. Eine VergréBerung der Kraft f ver-
ringert das chemische Potential i der Protonen, das ndtig ist, um die elastische
Matrix in einem Zustand 50proz. Tonisation zu halten. Damit ist (Ox/0f), nega-
tiv, hat also genau entgegengesetztes Vorzeichen zu dem Ausdruck des in Abbil-
dung 20 erliuterten Ladungs-Ladungs-AbstoBungsmechanismus. Dies charak-
terisiert den neuen Mechanismus. Besonders wichtig ist, daB die Dehnung, die
Zunahme der mechanischen Kraft, eine chemische Antwort ausldsen kann. Fiir
Einzelheiten siche Text. Ein weiterer Punkt, auf den hingewiesen sei, ist, dal die
Kurven sowohl vor als auch nach der Dehnung steiler sind als die aus den ersten
beiden Termen der Gleichung in Abbildung 20 berechneten. Diese positive Ko-
operativitit 14Dt sich auf die apolar-polare, repulsive Gibbs-Hydratationsener-
gie zuriickfiithren (aus [63]).

Die Erhéhung des pK,-Wertes eines chemischen Paares
COOH/COQO ", die durch die Dehnung verursacht wird, 146t
sich unserer Interpretation zufolge dadurch erklédren, daf die
Dehnung der hydrophob gefalteten Matrix eine Freilegung
hydrophober Bereiche bewirkt. Um diese bildet sich eine
geordnete Wasserstruktur. Obwohl nun mehr Wasser in der
Matrix ist, eignet es sich nicht dazu, die polaren COO~-
Gruppen zu hydratisieren; damit steigt die Gibbs-Energie
dieser Spezies an, wie die Erh6hung des pK,-Wertes verdeut-
licht. Analog kann man erwarten, dafl bei Peptiden mit
Phosphatresten die Gibbs-Energie durch Dehnung erhéht
wird, so daf} eine Dephosphorylierung als wahrscheinliche
Antwort angenommen werden darf. Es sollte sogar mdglich
sein, durch Erhéhung der Gibbs-Energie des Phosphats an-
dere Verbindungen zu phosphorylieren. Dies miiite folgen-
dermaBen getestet werden konnen: Die Dehnung einer X2°-
poly[30(IPGVG), (RGYS(POZ )LG)]-Matrix sollte die
Proteinkinase-Reaktion umkehren und eine Phosphorylie-
rung von ADP ermdglichen. Sobald aufgetretene technische
Schwierigkeiten gelost sind, wird dieser Test des AT,-Mecha-
nismus in Angriff genommen werden.

Momentan entwickelt sich in lebenden Zellen ein klareres
Bild davon, daB in lebenden Zellen Spannkrifte, die die ex-
trazelluldre Matrix, an die die Zellen gebunden sind, deh-
nen, intrazelluldre chemische Reaktionen hervorrufen kon-
nen!®*. Man nimmt an, daB dabei die Integrine, Rezeptoren
in der Zellmembran, eine Rolle spielen, die an spezifische
Bindungsregionen von Proteinen der extrazelluldren Matrix
binden. Eine dieser Zelladhisionssequenzen ist die berithmte
Sequenz GRGDSP aus Fibronectin, in der RGD als Schliis-
selsequenz identifiziert wurde!®®~ %% Fibroblasten und an-
dere Zellen lagern sich an diese Sequenz an. Eine verwandte
Sequenz im Protein Laminin représentiert eine bevorzugte
Bindungsregion fiir die Endothelzelladhésion, die iiber den
Vitronectinrezeptor anstelle des Fibronectinrezeptors ab-
1duft 791,
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Die Adhésion einer Zelle an eine dehnbare Matrix ist in
Abbildung 26 schematisch dargestellt. Es konnte gezeigt
werden, daB an die Matrix X2°-poly[20(GVGVP),
(GRGDSP)] Zellen adhérieren, sich auf ihr ausbreiten und
sich vermehren kénnen!"!!. Im natiirlichen Gewebe wiirde
die Adhision an Proteine der extrazelluldren Matrix erfol-
gen, wo dann eine Dehnung charakteristischen AusmalBes
induziert werden kann. Wie in Abbildung 26 beschrieben,
lagert sich eine Zelle mit Hilfe zweier Integrine in der Zell-
membran an ihre extrazellulire Matrix an. Zwischen den
beiden Bindungsregionen der Zelle befinden sich Cytoske-
lett- (muskelidhnliche) Fasern, die sich gegeniiber der Matrix
zusammenziehen und somit eine gewisse Kriimmung erzeu-
gen. Wenn nun die Matrix gedehnt wird, dehnen sich die
Cytoskelettfasern, und das Integrin selbst kann verformt
werden (was sich als Ubergang von einer sphérischen in eine
ellipsoide Form zeigt). Da, wie Abbildung 25 beschreibt, die
Dehnung von X2%-poly[4(VPGVG), (VPGEG)] eine chemi-
sche Reaktion auslost, konnte dies auch durch Dehnung der
Zellkomponenten passieren. Zitat aus einem Ubersichtsarti-
kel von Ingber®: .. mechanical stimuli can alter many
cell functions, including ion transport, release of chemical
second messengers, protein syntheses, secretion and even ex-
pression of specific genes*. So kann also eine Zelle den Er-
fordernissen entsprechend ein Gewebe aufrechterhalten oder
verindern, damit es die Anforderungen erfiillt, die seine phy-
sikalische Aufgabe verlangt. Viel frither schon zeigten
Glagov et al., daB3 vaskuldre Wandzellen, z. B. glatte Muskel-
zellen, die an die gereinigte innere elastische Lamina
(=Kernfaserschicht) der Aorta gebunden waren und cy-
clisch gedehnt wurden, dadurch stimuliert wurden, die
makromolekularen Komponenten zu produzieren, die fiir
eine vaskuliire extrazellulire Matrix bendtigt werden 72741,
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Abb. 26. EinfluB der Dehnung auf eine an ein elastisches Substrat gebundene
Zelle. A) Querschnitt durch eine iiber Integrine I an Zelladhdsionsregionen
GRGDSP innerhalb der als Substrat dienenden elastischen Matrix X2%-poly-
[20(GVGYVP), (GRGDSP)] (gerastert) gebundene Zelle. Cytoskelettfasern F, die
sich zwischen den Integrinen zusammenziehen, rufen eine Kriimmung des Sub-
strats hervor. B) Querschnitt durch die gespannte elastische Matrix.
C) Aufsicht zu A. D) Aufsicht zu B. Die Spannung wird durch die Dehnung der
elastischen Matrix, an die die Zelle gebunden ist, hervorgerufen. Das physikali-
sche Ergebnis besteht darin, daB die Cytoskelettfasern gedehnt und mdglicher-
weise auch die Integrine deformiert werden. Fiir weitere Erliuterungen siche
Text.

Eine molekulare Maschine erster Ordnung des 7-Typs
konnte das Stimulans dafiir sein, daB3 eine Zelle in einer dem
ortlichen Gewebe entsprechenden Art reagiert. Die Deh-
nungsspannung konnte die Zugdnglichkeit hydrophober
Oberflichen erhdhen. Dies konnte wiederum eine Anderung
der Protonenkonzentration mit all thren moglichen Folge-
erscheinungen bewirken™®!, Es konnte aber auch zu einer
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direkteren Ubertragung eines Phosphatrestes kommen, um
andere Folgereaktionen zu aktivieren, oder es konnte die
Freisetzung von Calcium-Tonen induziert werden, etc.

8.4. Molekulare Maschinen zweiter Ordnung des
T-Typs: Oxidation von Nahrung als Energiequelle der
Zellen

Chemische Energie wird durch Anderungen des chemi-
schen Potentials, d.h. durch Konzentrationsinderungen
oder Konzentrationsgradienten, gewonnen. Wenn man an
chemische Energie aus der Nahrung denkt, meint man deren
Oxidation zu Kohlendioxid, Wasser und Energie, die ge-
wohnlich in Form von Wirme freigesetzt wird. Eigentlich
verlduft die Oxidation von Nahrung jedoch iber eine Re-
duktion bestimmter prosthetischer Gruppen, die anschlie-
Bend, indem sie Elektronen auf Sauerstoff iibertragen, einen
Protonenkonzentrationsgradienten erzeugen. Dieser Gra-
dient fiihrt schliefflich zur Bildung von ATP, dem in leben-
den Organismen allgegenwirtigen und universellen Energie-
dquivalent (fiir einen allgemeinen Uberblick sei auf Stryer 6!
verwiesen). Man bezeichnet diesen Ablauf als oxidative
Phosphorylierung; sie schlieBt die Elektronentransportkette,
eine Reihe von Proteinen mit prosthetischen Gruppen, die
reduziert und oxidiert werden konnen, ein.

In Abschnitt 5.2 wurde ein Beispiel fiir eine molekulare
Maschine zweiter Ordnung des T-Typs angefithrt, mit deren
Hilfe entweder die Reduktion eines Nicotinamidrestes zu
einer Protonenaufnahme oder die Protonierung einer Car-
boxylatgruppe zu einer Elektronenaufnahme fithrte. In der
Elektronentransportkette bewirkt die Oxidation eines redu-
zierten Nicotinamid- oder eines reduzierten Flavinrestes eine
Protonenfreisetzung auf einer Seite der Zellmembran, was
einen Protonenkonzentrationsgradienten induziert. Mit der
diskutierten molekularen Maschine zweiter Ordnung des 7-
Typs konnte man bei richtigem Aufbau die Oxidation eines
reduzierten Nicotinamidrestes und damit die Freisetzung
von Protonen erreichen. Unter Bedinungen, die denen in der
inneren Membran eines Mitochondriums entsprechen, und
bei Freisetzung der Protonen zwischen einer inneren und
einer dulleren Membran konnte sich dadurch ein Protonen-
konzentrationsgradient aufbauen, der die Synthese von ATP
durch Phosphorylierung von ADP ermdglichte. Auch hier
konnte also die Art, wie polare und apolare Gruppen in
Makromolekiilen, die zu inversen Temperaturiibergéngen
fihig sind, um Hydratation konkurrieren, den Ablauf einer
Umwandlung von Gibbs-Energien in lebenden Organismen
erkliren.

8.5. Medizinische Bedeutung und Pathologie der
Bildung von Elastinfasern

Die bemerkenswerteste Fahigkeit von Elastin besteht dar-
in, Geweben die erforderliche Elastizitdt zu verleihen, ohne
fiir pathologische Zustinde von groler Bedeutung zu sein,
und das, obwohl Elastin im Ké&rper sehr langsam umgesetzt
wird. Seine Halbwertzeit liegt, wie mit drei unabhdngigen
Methoden bestimmt wurde, in der GréBenordnung von sieb-
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zig Jahren und mehr!7% 781! Das weist auf eine bemerkens-
werte Haltbarkeit speziell im Aortenbogen und in der Thorax-
aorta hin, in denen die elastischen Fasern in diesem Zeitraum
um die 2 Milliarden sie beanspruchende Kontraktions-/
Relaxations-Cyclen durchlaufen.

Dennoch kann es auch zu Stérungen kommen, infolge
chronischer Prozesse wie einer sehr langsamen, pathologi-
schen Verkalkung oder ,,katastrophaler Ereignisse wie des
arteriosklerotischen Arneurysma dissecans. In der Lunge, die
stindig einer oxidierenden oder anderweitig toxischen At-
mosphdre ausgesetzt ist, kann die Zerstdrung der elastischen
Fasern stark sein und zu einem Lungenemphysem fiihren,
ein Krankheitsbild, an dem allein in den USA jihrlich mehr
als 100000 Menschen sterben.

8.5.1. Eine neue Perspektive bei Lungenemphysemen

Gewdhnlich beschreibt man Lungenemphyseme als einen
biochemischen ProzeB ohne wesentliche biophysikalische
Komponente. Der biochemische Prozel3 ist durch herabge-
setzte Antiproteaseaktivitit gekennzeichnet, die eine pro-
teolytische Verdauung und Fragmentierung von Elastinfa-
sern in der Lunge ermdglicht. Bei der genetischen Anomalie
einer «,-Antiproteasedefizienz manifestiert sich das Lungen-
emphysem als fokaler Krankheitsherd, und man geht im
allgemeinen davon aus, daB der primére Prozel auf unkon-
trollierter proteolytischer Elastinverdauung beruht. Warum
tritt aber diese primdre Schiddigung in der Lunge und nicht
in den Arterien auf, in denen Elastizitit so dringend erfor-
derlich ist?

Auf der Grundlage des AT,-Mechanismus 146t sich das
primire phathologische Geschehen zum einen als Oxidation
der hydrophob gefalteten und assoziierten Elastinfasern auf-
fassen und zum anderen auf toxische Reaktionen zuriickfiih-
ren, die polare Gruppen erzeugen, welche zu einem Anstieg
von 7, iber die physiologische Temperatur und damit zur
Entfaltung des Proteins fiihren. Dieses teilweise entfaltete
Protein wiirde dann proteolytisch verdaut. Warum sonst
sollte die Lunge das von diesem genetischen Defekt am mei-
sten betroffene Gewebe sein? Und warum sorst sollte ein
Protein angegriffen werden, das fiir seine Resistenz gegen-
iiber proteolytischem Abbau bekannt ist, was durch seine
lange Halbwertszeit selbst unter sehr beanspruchenden Be-
dingungen belegt ist. Der experimentelle Beweis dafiir, dal
Oxidationsmittel eine Entfaltung der Elastinfasern hervorru-
fen, konnte mit einem O -erzeugenden System und Wasser-
stoffperoxid erbracht werden”",

8.5.2. Das Fehlen von Elastinfasern in Narbengewebe

Wihrend des Wundheilungsprozesses ist die Prolyl-Hy-
droxylase-Aktivitit deutlich erhéht. Dieses Enzym steuert
die Hydroxylierung der Prolylreste in neu gebildetem Colla-
gen, wie es zur Bildung eines starken Bindegewebes nétig ist.
Dasselbe Enzym hydroxyliert auch die Prolylreste in neu
gebildetem Elastin. Dies erhoht allerdings dessen T, iiber die
physiologische Temperatur, so daf} sich keine Elastinfasern
bilden konnen. Das erkldrt hinreichend den Mangel an
Elastinfasern in Narbengeweben!”").
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9. Biomimetica und Anwendungsgebiete fiir
elastische, proteinartige Polymere

Die zur Verdeutlichung der Prinzipien von Gibbs-Energie-
Umwandlungen nach dem AT,-Mechanismus vorgestellten
Substanzen beschreiben eine neue Klasse von Biomateria-
lien. Aus den Ausfiihrungen {iber die auf 7, basierende Hy-
drophobieskala und die zahlreichen Moéglichkeiten, 7, zu
beeinflussen, lieBen sich neue Erkenntnisse ableiten. Mit die-
sem Know-how wird es moglich sein, gezielt Bioma-
terialien zu entwerfen, die als auBerordentlich vielseitige
,, Werkzeuge® im medizinischen und nichtmedizinischen Be-
reich eingesetzt werden koénnen. Derzeit gibt es bereits 20
US-Patente und Patentanmeldungen sowie Bemiihungen um
Patentschutz in Europa und im Fernen Osten. Bis heute
werden nur die frithen Patente in der Literatur zitiert, so dal3
die neuen Entwicklungen aus meinem Arbeitskreis auf die-
sem Gebiet den Stand der Forschung wiedergeben.

Zu den in der Entwicklung befindlichen medizinischen
Anwendungen gehort die Verwendung der elastomeren Ma-
trices als Barriere zur Verhinderung von Adhdsionen nach
einem operativen Eingriff oder einem anderen Trauma. Wei-
terhin entwickelt man Zelladhdsionsmatrices mit dem Ziel,
Gewebe wiederaufzubauen oder Medikamente freizusetzen.
Letzteres beinhaltet all die Mdglichkeiten zur Beeinflussung
von T,, d.h. der vielen Arten, Gibbs-Energie in nutzbare
mechanische Arbeit zur Freisetzung von Medikamenten um-
zuwandeln, sowie die Moglichkeiten zur Steuerung der Ab-
baugeschwindigkeit. Im nicht-medizinischen Bereich geht es
beispielsweise statt um die Freisetzung von Medikamenten
um die kontrollierte Freisetzung von Pestiziden. In der Ro-
botertechnologie konnen unsere Materialien simultan als
Sensor und als Aktuator eingesetzt werden, wobei die vielen
Formen von Gibbs-Energie-Umwandlungen, die auf die
verschiedenen Bedingungen zugeschnitten werden konnen,
genutzt werden. Die chemomechanische Umwandlung
konnte mit hoher Effizienz, hoher Empfindlichkeit und en-
zymatischer Spezifitit erfolgen. Dariiber hinaus kann sich
die elastische Matrix, die hauptsichlich entropischer Natur
ist, auch durch auBerordentliche Haltbarkeit auszeichnen.
Genau wie die nattirlichen elastischen Fasern, die ein vorwie-
gend entropisches Elastomer sind und im Korper eine Halb-
wertzeit von rund siebzig Jahren haben!’*-7¢1 sollten die
kiinstlichen elastischen Matrices Milliarden von Dehnungs-/
Relaxations-Cyclen iiberstehen.

9.1. Medizinische Anwendungen

Fiir den Einsatz im Korper mufl das Material natiirlich
biokompatibel sein. Fir poly(GVGVP) und seine querver-
netzte Matrix X2°-poly(GVGVP) konnte die Erfiillung die-
ser Forderung nachgewiesen werden. Die biologischen Tests,
die durchgefithrt wurden, sind im folgenden genannt, in
Klammern ist jeweils das Ergebnis angegeben: 1) Ames-Test
auf Mutagenitit (nicht mutagen), 2) Cytotoxizitdtstest auf
Agarosemedium (nicht toxisch), 3) Test auf akute sy-
stemische Toxizitdt (nicht toxisch), 4) Test auf intrakutane
Toxizitdt (nicht toxisch), 5) Muskelimplantation (vielver-
sprechend), 6) Test auf akute intraperitoneale Toxizitdt
(nicht toxisch), 7) Test auf das systemische antigene Potential
(nicht antigen), 8) Test auf dermale Sensibilisierung mit
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der Magnusson-und-Kligman-Maximierungsmethode (nicht
sensibilisierend), 9) Test auf Pyrogenitét (nicht pyrogen), 10)
Lee-White-Gerinnungsstudie (normale Gerinnungszeit) und
11) in-vitro-Hédmolysetest (nicht hidmolytisch). ,,Thus this
new elastomeric polypeptide biomaterial ... exhibits an ex-
traordinary biocompatibility 78,

Diese sehr gute biologische Vertriglichkeit gewinnt im
Hinblick auf die Komplikationen, die mit Siliconen und Po-
lyurethanen auftraten (z. B. ist in den USA die Genehmigung
dieser Materialien zur Verwendung fiir Brustimplantate zu-
riickgezogen worden), und im Hinblick auf Sensibilisierun-
gen durch und allergische Reaktionen auf Implantate aus
behandelten natiirlichen Proteinen zusétzlich an Bedeutung.

9.1.1. Verhinderung postoperativer Adhdsionen

In den USA und Europa zéhlt man um die 60 Millionen
Operationen im Jahr, bei denen eine der mdglichen postope-
rativen Komplikationen die Bildung von Adhdsionen ist. Die
Resultate konnten verbessert werden, wenn man ein Mate-
rial einsetzen wiirde, das das Auftreten unerwiinschter Ad-
hisionen verhinderte oder reduzierte. Die Verwendung ela-
stischer, proteinartiger Polymere, die man in diesem
Zusammenhang als bioelastische Materialien bezeichnet,
wird hinsichtlich ihrer Effizienz in drei Arten von Tierexperi-
menten untersucht: an Ratten mit kontaminiertem Bauch-
raum (Peritonealmodell), im Hasenauge in Verbindung mit
Strabismus (Schielen) und retinalen operativen Eingriffen
und bei Kilbern, denen ein vollstindig kiinstliches Herz als
Uberbriickung bis zu einer Herztransplantation eingesetzt
wird.

Am weitesten sind die Untersuchungen mit dem Peritone-
almodell fortgeschritten”®}; hier wiesen unter 29 Kontroll-
tieren alle Adhésionen auf, wihrend bei Verwendung von
mit Ethylenoxidgas sterilisiertem X2°-poly(GVGVP) 80 %
der 29 Testtiere nur geringfiigige Adhisionen ausbildeten
(59% keine Adhisionen und 21% Adhésionen 1. Grades).
Ein Beispiel fiir eine Adhision 1. Grades ist in Abbildung 27
gezeigt, in der sich die diinne Schicht aus X*°-poly(GVGVP)
gegen die Abdomenwandlung abhebt und ein schmales Ad-
hisionsband erkennbar wird, das um die optisch transparen-

Abb. 27. Blick in den Bauchraum, in dem eine Schicht aus X?°-poly(GVGVP),
um die ein Adhésionsstreifen gewachsen ist, auf der Bauchwandung aufliegt.
Siche Text fiir weitere Erlduterungen (aus [80]).
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te Matrix gewachsen und an eine Darmwindung gebunden
ist®. Das bioelastische Material wurde nicht, wie es fiir
fremdes Material sonst iiblich ist, von einer fibrésen Kapsel
umschlossen. Es gab auch nach zweiwochigem Kontakt mit
der Bauchdecke keine Entziindung, und, da die Adhésion
nur schwach ausgepriigt war, konnte man sie durch leichtes
Zichen 1osen !,

9.1.2. Zelladhiisionsmatrices und Gewebewiederaufbau

Wihrend die einfache Matrix X?°-poly(GVGVP) nur in
sehr geringem MaBe die Zelladhdsion unterstiitzt, konnen an
einer Matrix, die die Zelladhésionssequenz GRGDSP ent-
hilt, wie bereits in Abschnitt 8.3 erwdhnt, Zellen nicht nur
binden, sondern sich ausbreiten und vermehren!?!-#1, In
Abbildung 28 sind am Beispiel der bioelastischen Matrices
X2.poly[n(GVGVP), (GRGDSP)] mit n zwischen 20 und
100 diinne Auflagen von Aorta-Endothelzellen von Rind (A)
und ligamentum-nuchae-Fibroblasten (B) gezeigt. In C und
D sind analoge Oberfldchen nach dreitigigem Zellwachstum
abgebildet.

Abb. 28. Zellwachstum auf den elastischen Matrices X?°-poly[n(GVGVP),
(GRGDSP)] mit n zwischen 20 und 100. Fiir A und B wurden die Zellen in
hoher Dichte aufgetragen, fiir C und D dagegen in geringerer Dichte (10* Zellen
pro mL). Die Aufnahmen fiir C und D wurden erst gemacht, nachdem sich die
Zellen {iber einen Zeitraum von drei Tagen vermehren konnten. Die Zellen
adhdrierten, breiteten sich aus und vermehrten sich (aus [71]). Die Balken in B
und D entsprechen 100 pm.

Kommen wir nochmals auf die Diskussion von Ab-
schnitt 6.1 beziiglich Abbildung 26 zuriick, daB eine gedehn-
te extrazellulire Matrix intrazellulire Reaktionen hervor-
ruft, und erinnern wir uns, daB so stimulierte Zellen jene
Makromolekiile produzieren, die bendtigt werden, um den
wirkenden Kréiften standzuhalten. Vor diesem Hintergrund
ist das Ziel bei den bioelastischen Materialien, eine biolo-
gisch vertrégliche Zelladhidsionsmatrix zu entwerfen, die als
ein temporéres, funktionelles Geriist dienen kann, wihrend
sie in ein natiirliches Gewebe umgearbeitet wird, das in der
Lage ist, die Belastungen, die aus seinen Funktionen resultie-
ren, auszuhalten.
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9.1.3. Freisetzung von Medikamenten

Die Moglichkeit zur Steuerung von T, bei bioelastischen
Matrices sollten besonders effektiv zur dosierten Freisetzung
von Medikamenten genutzt werden konnen. Man koénnte
z.B. ,,chemische Uhren* mit ausgekliigelten ,,Weck*‘(Halb-
werts)zeiten einsetzen, die eine Kontraktion oder eine Quel-
lung einleiten wiirden, um die Freisetzung des Medikaments
hervorzurufen. So kann — abhingig von der Sequenz, in der
es sich befindet, — Asparagin Asn(N) in einer Phosphat-ge-
pufferten Salzldsung zu Asparaginsidure Asp(D) hydrolysiert
werden ¥4, Bei physiologischem pH-Wert konnte diese Um-
wandlung eines Carbamids in ein Carboxylat-Ton die Ande-
rung von 7T, genauso effektiv beeinflussen, wie eine Erho-
hung des pH-Wertes. Eine Anwendung der Hydrolyse eines
Sdureamids (CONH,) zu einem Carboxylat (COO7) ist in
Abbildung 29 dargestellt; die Geschwindigkeit der Medika-
mentenfreisetzung aus einer dotierten homogenen Platte
hingt von der Halbwertszeit des Asparagin(Asn(N))- oder
Glutamin(GIn(Q))-Sdureamidrestes ab®2. N- und Q-Reste
enthaltende Sequenzen konnen so gewdhlt werden, daB} sie
Halbwertszeiten von Tagen bis Jahrzehnten aufweisen #4,
AuBerdem konnen Verbriickungen mit unterschiedlichen
Hydrolysezeiten in das Riickgrat des proteinartigen Poly-
mers eingebaut werden. Mit einer Reihe kiirzlich syntheti-
sierter proteinartiger Polymere wurden unter Bedingungen,
unter denen die Halbwertszeit der Kontrollpolymere po-
ly(GVGVP) oder X?°-poly(GVGVP) im Bereich von vielen
Jahren zu liegen scheint, Halbwertszeiten zwischen mehreren
Tagen und ein paar Dutzend Tagen erreicht[®3],

Abb. 29. Homogene Platten aus quervernetzlen, bioelastischen Matrices, die
Carbamideinheiten aus Asparagin- und Glutaminresten enthalten (C). Am
Ubergang zur wiBrigen Phase werden die CONH,- hydrolytisch zu COO~-
Gruppen gespalten; dadurch erhdlt die Oberflichenschicht ein héheres T, und
quillt bis zum zehnfachen Volumen (E). Dies erméglicht z. B. die diffusionsge-
steuerte Freisetzung von Medikamenten, die zuvor in die Platte eingebracht
worden waren. Die Geschwindigkeit, mit der die Oberflichenschicht quillt und
ein Medikament freigesetzt wird, hiingt von der Halbwertszeit ¢, , der Asn- oder
Gln-Carbonamideinheiten ab; sie kann dariiber gesteuert werden, in welche
Sequenz man die Reste plaziert (aus [89]).
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Da es viele Moglichkeiten gibt, die fitr die Freisetzung von
Medikamenten erforderliche mechanische Arbeit zu erzeu-
gen, wie dies in Abbildung 12 mit dem Satz von Pfeilen, die
am Begriff ,,mechanisch* enden, verdeutlicht wird, existiert
sicherlich fiir jede Situation eine optimale Variante. Das
,,Transportvehikel*“ konnte so konzipiert werden, daf3 die
Wirkstoffe als Antwort auf eine chemische Abnormitét des
kranken, zu behandelnden Gewebes ausgeschiittet werden.
Das Vehikel selbst wiirde dabei in Aminoséuren und einen
Sensor abgebaut, der wiederum selbst eine Aminosdure oder
eine natiirliche prosthetische Gruppe sein konnte.

Ein System, das in der Lage ist, die verdnderte Chemie des
kranken Zustands zu erkennen und darauf mit der Freiset-
zung des Medikaments zu antworten, wurde als diagno-
stisch-therapeutisches Paar bezeichnet. Im Falle von gezielt
entwickelten elastischen, proteinartigen Polymeren, also
bioelastischen Materialien, kdnnte die molekulare Maschine
erster Ordnung so funktionieren, daf} die abweichende che-
mische Konzentration einer Substanz im krankhaften Zu-
stand die chemische Energie fiir die mechanische Reaktion
zur Verfligung stellt, die die Medikamentenfreisetzung be-
wirkt. Wie wir gezeigt haben, kann eine Anderung des Re-
doxzustands eine Kontraktion oder eine Quellung induzie-
ren (siche Abschnitt 5.1.1.3). Koénnte dies mit einem
Redoxenzym wie Glucose-Oxidase oder Glucose-Reduktase
gekoppelt werden, dann kénnten verdnderte Glucosekon-
zentrationen die Ausschiittung des therapeutischen Agens
bewirken. Dies sind die ersten Schritte, sich dem eigentlichen
Ziel der Medikamentenfreisetzung zu ndhern, das nach Pitt
und Schindler®*! folgendermaBen definiert ist: ,, ... to devel-
op delivery systems which respond to the biochemical need
for the drug, comparable to the way the human body exer-
cises control over releases and distribution of its own endo-
genous biological agents®.

9.2. Nichtmedizinische Anwendungen
9.2.1. Biomimetica

Als Biomimetica bezeichnet man Substanzen, mit denen
man biologische Materialien und Prozesse nachahmen oder
nutzen kann. Ziel konnte z. B. sein, eine Faser mit der Festig-
keit eines Seidenfadens oder der Haltbarkeit des biologi-
schen Elastomers oder der Hdrte einer Keramikzusammen-
setzung, wie sie in einer Muschelschale vorliegt, oder der
speziellen Haftfdhigkeit des Miesmuschelproteinklebstoffs
in wiBriger Umgebung zu gewinnen. Man konnte sich damit
beschiftigen, ein prosthetisches Material als temporires
Sfunktionelles Geriist zum Gewebewiederaufbau zu entwer-
fen, wie es in Abschnitt 9.1.2 diskutiert wurde. Oder man
kénnte sich vorstellen, molekulare Maschinen zu bauen, die
so klein sind wie der ,,Motor* der FlagellatengeiBeln oder
eine Effizienz beziiglich der Energieumwandlung haben wie
die in Abschnitt 7 diskutierte chemomechanische Umwand-
lung oder eine Spezifitdt, wie sie bei Enzymen gefunden wird,
oder die Verliflichkeit, viele Anwendungscyclen zu durch-
laufen, die Sensitivitit bestimmter funktioneller Kanile, die
auf einen chemischen Reiz, einen Lichtreiz, eine Druckinde-
rung usw. reagieren, oder die die einzigartige Nutzung neuer
Energiequellen ermoglichen.

880

9.2.2. Reversible mechanochemische Motoren

In der McGraw-Hill Concise Encyclopedia of Science and
Technology'®® wird ein Motor definiert als ,,a machine de-
signed for the conversion of energy into useful mechanical
motion. Wenn nutzbare mechanische Bewegung oder Ar-
beit von einer molekularen Maschine erster Ordnung des
T-Typs geleistet wird, handelt es sich um einen reversiblen
molekularen Motor. Wenn die Energiequelle chemischer Na-
tur ist, kann die molekulare Maschine erster Ordnung ein
reversibler mechanochemischer Motor sein. Diese mechano-
chemischen Motoren kénnen jede der in den Abschnit-
ten 4.1-4.2 genannten intrinsischen oder extrinsischen che-
mischen Konzentrationsinderungen nutzen, um mecha-
nische Arbeit zu leisten. Als ein Extremfall kénnen die che-
mischen Konzentrationsunterschiede zwischen SiBwasser
und Meerwasser dazu verwendet werden, eine Turbine anzu-
treiben. Im anderen Extremfall konnen mit Hilfe spezifischer
Bindungsstellen von Enzymen Enzymaktivititen nachgewie-
sen werden. Da der AT,-Mechanismus reversibel ist, konnte
umgekehrt mechanische Arbeit als Energiezufuhr dienen,
um z.B. chemische Trennungen wie bei der Entsalzung zu
erzielen. Diese reversiblen mechanochemischen Motoren
sind so vielseitig wie die Mdglichkeiten zur chemischen Ener-
giezufuhr, um die Temperatur T, des inversen Temperatur-
libergangs zu dndern.

9.2.3. Umwandler

Ein Umwandler wird in Webster’s International Dictionary
definiert als ,,a device actuated by power from one system
and supplying power in the same or any other form to a
second system ... ** Da Kraft der Quotient aus Energie und
Zeit ist, kdnnten die molekularen Maschinen des 7,-Typs, die
die in Abbildung 12 dargestellten Energieumwandlungen
durchfiihren kdnnen, als molekulare Umwandler des 7-
Typs bezeichnet werden. Bei den Prozessen selbst spricht
man normalerweise von Gibbs-Energie-Umwandlungen.

Wenn das Gerit die Form der elastomeren Bidnder von
Abbildung 13 hat, wiirde es sich aufgrund der relativ langen
Zeit, die es fiir die Kontraktion auf die Hélfte benétigt (sie
liegt in der GréBenordnung von Minuten), um einen Um-
wandler geringer Leistung handeln. Da aber die Dehnungs-
spannung ein elastomeres Band iiber langere Zeit bei vorge-
gebener Linge halten kann, ermd&glicht das Zuriickschnellen
des Bandes bei Wegnahme der Spannung eine sehr schnelle
Energiefreisetzung (in Bruchteilen einer Sekunde). Eine Op-
timierung der Herstellung kénnte die Zeitkonstante des ela-
stomeren Banderkonstrukts auch noch weiter herabsetzen.
Wollte man leistungsstarkere molekulare Umwandler des 7-
Typs schaffen, briuchte man andere Konzepte, z. B. das, das
dem Gleitfasermodell in Abbildung 24 zugrunde liegt. Die-
ses System wire von der langsamen Faltung und Entfaltung
unabhingig, die fiir den Ubergang von einem Zustand in den
anderen in Abbildung 5 benétigt wird. Die Reaktionszeit in
quergestreiften Muskeln, einem Gleitfasersystem, liegt bei
Bruchteilen einer Sekunde. Eine dhnliche Zeitkonstante gilt
fiir den rotierenden GeiBelantrieb von Bakterien.

Genauso wie die Integration des diagnostisch-therapeuti-
schen Paares in ein einziges System zur Freisetzung von Me-
dikamenten verwendet werden kann, sollte hier die Integra-
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tion des Sensors und des Aktuators in ein System in der
Robotertechnologie Anwendung finden.

9.2.4. Superabsorber

Elastomere Schichten oder viskoelastische Materialen be-
stehen normalerweise im kontrahierten oder Coacervatzu-
stand zu 50 % aus Wasser. Sie konnen lyophylisiert werden
und gehen dabei in einen trockenen, papierdhnlichen oder
sogar styropordhnlichen Zustand iber. Sind sie jedoch ge-
quollen, so bestehen sie zu iliber 90 % ihres Gewichts aus
Wasser. Dementsprechend konnten die Materialien als Su-
perabsorber eingesetzt werden, in denen die Bildung des su-
perabsorbierenden Zustands durch jede der Moglichkeiten
zur Steuerung der in Abbildung 12 zusammengefaBten
Ubergiinge ausgeldst, also ungewohnlich vielfiltig beein-
flufit werden konnte.

Nachdem wir bisher esoterische, vielleicht sogar verwir-
rende Anwendungen diskutiert haben, darf diese Ubersicht
mit dem anderen Extrem enden, einer sehr praxisbezogenen
Anwendung molekularer Maschinen in Form biologisch ab-
baubarer Windeln. Machen wir uns die Eigenschaften klar,
die sie aufweisen konnten: die Féahigkeit, Flissigkeiten bis
zum Zehnfachen ihres eigenen Gewichts zu absorbieren, ein
Wirmekontrollelement, durch das Fliissigkeit von Berei-
chen hoéherer zu solchen niedrigerer Temperatur transpor-
tiert wiirde, ein Ansprechen auf Druck, das Wasser, anstatt
es wie aus einem Schwamm auszupressen, in einen dichteren
Zustand iiberfithren konnte, und die Féhigkeit, sich inner-
halb eines vorgewihlten Zeitraums zu zersetzen oder sich bei
lediglich milder chemischer Behandlung innerhalb von
Minuten in die Bestandteile aufzulésen.

10. Zusammenfassung und Ausblick
10.1. Zusammenfassung

Es wurde eine Reihe von Modellproteinen untersucht, die
bei Temperaturerh6hung einen Anstieg im intra- und inter-
molekularen Ordnungsgrad zeigen. Dieser Vorgang wird als
inverser Temperaturiibergang bezeichnet, und die Tempera-
tur, bei der er stattfindet, wird mit 7, gekennzeichnet. Die
Erhohung der Proteinordnung ist darauf zuriickzufithren,
daB stirker strukturierte Solvatschichten, die die hydropho-
ben Bereiche ummanteln, in eine weniger geordnete Wasser-
struktur ibergehen, sobald Faltungs- und Assoziationsvor-
ginge einsetzen, die durch intra- und intermolekulare
Kontakte zwischen hydrophoben Gruppen vermittelt wer-
den. Durch Quervernetzung lassen sich elastomere Matrices
herstellen, in denen sich der inverse Temperaturiibergang in
einer Kontraktion duflert. Dabei kann nutzbare mechani-
sche Arbeit, z.B. das Anheben eines Gewichts entgegen der
Erdanziehung, verrichtet werden.

Durch Variation der Aminosiurezusammensetzung des
Modellproteins 148t sich T, stetig dndern und so eine Hydro-
phobieskala fiir alle natiirlichen Aminosduren aufstellen. Es
hat sich dann gezeigt, daB es viele Wege gibt, den Wert von
T, zu dndern. Chemische Anderungen des Modellproteins
wie die Anderung des Ionisationsgrades einer Seitenkette,
die Phosphorylierung und Dephosphorylierung einer Seiten-
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kette oder die Reduktion einer redoxaktiven Einheit, z. B.
einer Nicotinamideinheit, kénnen T, drastisch beeinflussen.
Dieselbe Wirkung erzielt man durch Zugabe von Salzen oder
organischen Verbindungen zum Medium, aber auch eine
Druckinderung kann den Wert von T, dndern.

Als nichstes wurde erkannt, daf3 die Erniedrigung von T,
von lber auf unter die Betriebstemperatur gleichbedeutend
mit einer Erh6hung der Temperatur von unter auf iiber 7, ist.
Somit sind bei quervernetzten Matrices alle Hilfsmittel, die
T, erniedrigen, zugleich Werkzeuge fiir eine isotherm ablau-
fende Kontraktion und fiir die Leistung von Arbeit. Dies
bedeutet, daB die elastischen Matrices als molekulare Ma-
schinen angesehen werden kénnen, die in der Lage sind, eine
Form von Gibbs-Energie in eine andere umzuwandeln. Ein-
schlieBlich photochemischer Reaktionen, fiir die der endgiil-
tige Beweis kiirzlich gelang, gibt es sechs Formen der Gibbs-
Energie, die mit Hilfe des A7,-Mechanismus ineinander
umgewandelt werden kénnen. Die intensiven Variablen die-
ser Energieformen sind die mechanische Kraft, die Tempera-
tur, der Druck, das chemische Potential und die clektro-
magnetische Strahlung. Unseres Wissens schliet dies alle
Gibbs-Energie-Umwandlungen in lebenden Organismen ein.
Proteine, die diese Energieumwandlungen ausfithren kén-
nen, kénnte man als molekulare Maschinen bezeichnen. Bei
der thermisch induzierten Faltung oder Kontraktion bei
Temperaturerhohung spricht man von ciner molekularen
Maschine nullter Ordnung des 7,-Typs. Bei anderen Energie-
umwandlungen, die in einer Kontraktion resultieren, nennt
man sie molekulare Maschinen erster Ordnung des 7,-Typs.
Sind an der Energieumwandlung keine mechanischen Krifte
beteiligt, spricht man von molekularen Maschinen zweiter
Ordnung des 7,-Typs. Bei diesen Umwandlungen wird zwar
der Faltungsiibergang genutzt, doch die daraus direkt resul-
tierende Kraft gehdrt nicht zu den intensiven Variablen. So-
mit bietet also der AT,-Mechanismus eine einheitliche
Grundlage fiir verschiedene Energieumwandlungen.

Die physikalische Grundlage der Energieumwandlungen
des AT,-Typs 148t sich als Wettbewerb zwischen apolaren
(hydrophoben) und polaren Gruppen in Polymeren um Was-
ser zur Hydratation beschreiben, wobei Einschrankungen
beziiglich der Abstdnde zwischen den Gruppen existieren. Es
wurde eine Analyse vorgestellt, die zeigt, dall der AT,-Me-
chanismus fiir die Umwandlung chemischer Energie in me-
chanische Arbeit in wiBrigen Systemen um eine GréBenord-
nung effizienter arbeitet als der Ladungs-Ladungs-Ab-
stofungsmechanismus.

Man erwartet, dal sich lebende Organismen unter dem
Druck der natiirlichen Selektion so entwickelt haben sollten,
daB sie den wirkungsvollsten ihren Anlagen verfiigbaren
Mechanismus nutzen. Entsprechend gewédhrt der AT,-Me-
chanismus neue Einblicke in viele nicht so ohne weiteres
erkldrbare biologische Prozesse. Die Korrelation zwischen
der zentralen Rolle der Phosphorylierung bei proteinge-
steuerten Reaktionen und der Phosphorylierung als der dra-
stischsten chemischen Stérung zur Anderung des 7,-Wertes
ist unserer Meinung nach sicherlich nicht zufillig.

Abschlieflend wurden Perspektiven fiir die moglichen me-
dizinischen Anwendungen der neuen Biomaterialien, als die
sich diese elastischen, proteinartigen Modellproteine darstel-
len, er6ffnet. Dabei wurden die Verhinderung postoperativer
Adhasionen, der Gewebewiederaufbau und die gezielte Frei-
setzung von Medikamenten diskutiert. Am Ende wurde
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noch kurz die Moglichkeit vorgestellt, diese Materialien als
reversible mechanochemische Motoren und Umwandler ein-
zusetzen.

10.2. Ausblick

Hier sollen Ideen sowohl fiir den Bereich der Grundlagen-
forschung als auch fiir den der anwendungsorientierten For-
schung genannt werden. So stellt sich die Aufgabe, alle Ener-
gieumwandlungen aus Abbildung 12 mit geeignet konzi-
pierten proteinartigen Polymeren und dem fiir das Studium
der Energieumwandlung notwendigen apparativen Aufbau
nachzuweisen. Des weiteren besteht Interesse daran, die apo-
lar-polaren repulsiven Gibbs-lonisationsenergien jedes rele-
vanten Aminosdurerestes zu quantifizieren, die Einfliisse
von Naturierungs-/Denaturierungsvorgingen und von Rei-
nigungszusitzen auf die hydrophobe Faltung und Assozia-
tion abzuschidtzen, die Unabhingigkeit der GroBe hydro-
phober Doménen und ihrer Hydrophobie von Faltung und
Assoziation sowie hydrophobieverstirkte Ladungs-La-
dungs-Wechselwirkungen zu quantifizieren. AuBerdem soll-
ten die Proteinstruktur und -funktion mit spezifischen Fra-
gen untersucht werden, z.B. nach dem Einflul von
Phosphorylierung und Ionisation von Aminosdureresten
und dadurch verschobenen pK,-Werten auf die Auflosung
hydrophober Assoziate.

Das Auftreten eines neuen Materials ist zwangsldufig mit
der Suche nach einer Anwendung verbunden. Wenn das Ma-
terial verspricht, die vielen Gibbs-Energie-Umwandlungen
ausfithren zu kénnen, an denen die intensiven Variablen me-
chanische Kraft, Temperatur, Druck, chemisches Potential,
elektrochemisches Potential und elektromagnetische Strah-
lung beteiligt sind, steigt die Zahl der Anwendungsmoglich-
keiten. Wenn das Grundmaterial biologisch vertriglich ist
und sich herausstellt, daB es dhnlich funktioniert wie die
nativen Proteine wird allein die medizinische Anwendungs-
palette extrem breit. Wenn das Grundmaterial vom Kérper
nicht als fremd erkannt wird, aber durch die Einfiihrung von
Zelladhidsionsregionen, von spezifischen enzymatisch akti-
ven Zentren, von natiirlichen chemischen Uhren, von pros-
thetischen Gruppen bestimmter Enzyme usw. modifiziert
werden kann, damit es definierte Funktionen iibernimmt,
scheinen die Méglichkeiten nur durch die finanziellen Mittel,
mit denen man sie verfolgt, begrenzt zu sein. Die Méglich-
keit, mit einem harmlosen, elastischen, proteinartigen Poly-
mer, das in der Lage ist, einen inversen Temperaturiibergang
zu vollziehen, anzufangen und dann jede der vielen mégli-
chen Funktionalitdten oder Kombinationen aus Funktiona-
lititen ,einzubauen®, eroffnet fir die Zukunft aufregende
Herausforderungen. Hinter all diesem steht die Freude dar-
an, Konzepte in molekulare Maschinen mit praktischem
Wert zu iibertragen.

Ich méchte den zahlreichen ehemaligen und gegenwdrtigen
Mitarbeitern im Laboratory of Molecular Biophysics danken,
die so viel zu den hier dargelegten Arbeiten beigetragen haben.
Diese Forschung wurde teilweise vom Department of the Navy,
Office of Naval Research (N 00014-89-J-1970) und von den
National Instituts of Health (Grant HL-29578) gefdrdert.

Eingegangen am 17. August 1992 [A 905]
Ubersetzt von Dr. Marion Gurrath, Padua
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