berechnete Potential-
energiefliache fiir
die Reaktion

Ganz analog zur
bekannten Be-
schreibung der
H + H,-Aus-
tauschreaktion
mit einer Po-
tentialenergie-
flache, die durch
zwel Abstands-
variablen defi-
niert wird, 1463t
sich fiir die un-
gleich kom-
plexere Faltung
einer Polypep-
tidkette eine
Potentialener-
gieflache in Abhingigkeit von geeigneten Fortschrittsvariablen errechnen.
Diese energetische Beschreibung der Proteinfaltung ermoglicht es, immer
tiefergehende Ein-
blicke in diesen lange
Zeit unverstandenen
Prozef3 zu erhalten.
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Proteinfaltung aus theoretischer und experimenteller Sicht

Christopher M. Dobson,* Andrej Sali und Martin Karplus*

Proteine sind an nahezu jedem biologi-
schen Prozef3 beteiligt, wobei ihre
Funktionen von der Katalyse chemi-
scher Reaktionen bis zur Aufrechter-
haltung elektrochemischer Potentiale
an Zellmembranen reichen. Sie wer-
den an den Ribosomen anhand der In-
formation, die in der zelluliren DNA
codiert ist, als lineare Ketten von Ami-
nosduren in einer definierten Reihen-
folge hergestellt und miissen sich, um
ihre Funktion auszuiiben, zu einer ein-
zigartigen, dreidimensionalen nativen
Struktur falten, die fiir jedes Protein
charakteristisch ist. Dieses komplexe
molekulare Erkennungsphdnomen be-
ruht auf dem Zusammenwirken vieler
relativ.  schwacher  nichtbindender
Wechselwirkungen. Da die Zahl der
moglichen Konformationen einer
Polypeptidkette astronomisch grof3
ist, wiirde eine systematische Suche
nach der nativen Struktur (mit der nie-
drigsten Energie) eine nahezu unendli-
che Zeitspanne erfordern. Kiirzlich
kwurden auf dem Weg zur Losung die-

ses Paradoxons und dem Verstehen
des Faltungsmechanismus wesentliche
Fortschritte erzielt. Dies kam durch
Verbesserungen der experimentellen
Strategien zur Untersuchung von Fal-
tungsreaktionen im Labor durch bio-
physikalische Techniken zustande so-
wie durch Fortschritte bei den theo-
retischen Ansidtzen, welche den
Faltungsvorgang mit vereinfachten
Modellen simulieren. Die jlingsten
Fortschritte in diesem Bereich dhneln
in ihrer Bedeutung denen, die vor 30
Jahren beziiglich des Verstidndnisses
der Reaktionen kleiner Molekiile ge-
macht wurden. In diesem Beitrag fas-
sen wir den gegenwdrtigen Stand des
Wissens iiber das Faltungsproblem
der Proteine zusammen und verglei-
chen die neuen Konzepte mit denen,
die fiir einfachere Reaktionen inzwi-
schen etabliert sind. Ein wichtiger Un-
terschied zwischen der Proteinfaltung
und den Reaktionen kleiner Molekiile
liegt in der Heterogenitét des Faltungs-
vorgangs und dem daraus resultieren-

den komplexen Wechselspiel zwischen
entropischen und enthalpischen Bei-
tragen zur Freien Energie des Systems
wihrend der Reaktion. Ein vereinheit-
lichtes Modell der Proteinfaltung wird
skizziert, das auf der effektiven Ener-
gieflache einer Polypeptidkette beruht,
auf der der native Zustand eine begiin-
stigte Lage einnimmt. Das Verstdndnis
der Faltung ist wichtig fiir die Analyse
der vielen Ereignisse, die an der zellu-
ldren Regulation beteiligt sind, fiir das
Design von Proteinen mit neuartigen
Funktionen, fiir die Nutzung der Se-
quenzinformation aus unterschiedli-
chen Genomprojekten und fiir die Ent-
wicklung neuer Strategien fiir die The-
rapie oder die Pridvention schwerer
menschlicher Erkrankungen, die mit
Fehlern bei der Proteinfaltung zusam-
menhéngen.

Stichworter: Molekiildynamik - Pro-
teine - Proteinfaltung - Re-
aktionskinetik - Strukturaufkldrung
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Reaktionen sind in der Chemie von zentraler Bedeutung.
Sie reichen von einfachen Austauschprozessen weniger Ato-
me bis zur Proteinfaltung, an der Tausende von Atomen be-
teiligt sind. Das Verstdndnis einer Reaktion basiert auf der
Kenntnis der dominierenden Wechselwirkungen, welche die
Potentialenergieflache bestimmen, und einer Beschreibung
der dynamischen Prozesse, die von den Reaktanten zum Pro-
dukt fiihren. Wesentliche Fortschritte beim Verstdndnis einfa-
cher Reaktionen konnten in den letzten 30 Jahren durch eine
Kombination von experimentellen Neuerungen und theoreti-
schen Entwicklungen erzielt werden.!'! Im Unterschied dazu
ist der Vorgang der Proteinfaltung so komplex, daf} selbst
die Methoden, die zu ihrer Charakterisierung verwendet wer-
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den, nicht vollstindig definiert sind.> 31 Zu Beginn dieses Auf-
satzes werden wir einige Ahnlichkeiten und Unterschiede
zwischen einfachen chemischen Reaktionen und der Protein-
faltung diskutieren. Abgesehen von den zahlreichen komple-
xen Eigenschaften der Faltungsreaktion, welche die Einfiih-
rung vereinfachter theoretischer Modelle und neuer experi-
menteller Vorgehensweisen erfordert, wird dabei auch eine
Reihe von allgemeineren Themen behandelt. Ein wichtiges
davon ist die Anwesenheit eines Ensembles von Molekiilen,
die sich in ihrer Struktur und Dynamik erheblich unterschei-
den, in verschiedenen Stadien der Faltungsreaktion.
Globulidre Proteine werden als lineare Ketten von Amino-
sduren synthetisiert. Um ihre Funktion auszuiiben, miissen sie
sich schnell und zuverléssig zu einer spezifischen Struktur fal-

ten, die durch die Evolution fiir die Ausfiihrung einer be-
stimmten Aufgabe maBgeschneidert ist (Abb. 1). Obwohl
der Faltungsvorgang innerhalb der Zelle eine Reihe von kata-
lytischen und steuernden Systemen erfordert,! ist die fiir die
Faltung notwendige Information bei den meisten, wenn nicht
sogar bei allen Proteinen in der Sequenz enthalten.’! Eine
Proteinsequenz muf hierfiir zwei Kriterien erfiillen: ein ther-
modynamisches und ein kinetisches. ¢ Das thermodynami-
sche Kriterium besteht darin, daf die Molekiile eine einzigar-
tige gefaltete Konformation einnehmen (den nativen Zu-
stand), die unter physiologischen Bedingungen stabil ist.
Das kinetische Kriterium besteht darin, daB sich die denatu-
rierte Polypeptidkette in einer annehmbaren Zeit zum nati-
ven Zustand falten kann. Eine Polypeptidkette kann so viele

-
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a)

ADD. 1. Unterschiedliche Darstellungen des Proteins Lysozym (PDB-Code: 8LZT), angefertigt mit den Programmen Molscript!'® und Render.l'*
a) Banderdarstellung des Faltungsmusters der aus 129 Aminosduren gebildeten Hauptkette. a-Helices sind als rote Zylinder und -Faltblitter als blaue Pfeile
dargestellt. Quervernetzungen durch Disulfidbriicken sind gelb gezeichnet. b) Kugel-Stab-Darstellung, bei der die Hauptkette rot, die Seitenketten blau und
die am katalytischen Mechanismus beteiligten Seitenketten gelb gezeichnet sind. ¢) Raumfiillendes Modell, das die dichtgepackte Struktur des Proteins zeigt.

Laut Rechnungen auf der Grundlage der iiblichen van-der-Waals-Radien sind mehr als 75 % des Raums ausgefiillt.

Konformationen einnehmen, daB3 es einen Weg geben muf,
den nativen Zustand in einer Zeit zu erreichen, die um mehre-
re GroBenordnungen kiirzer ist als die fiir eine statistische Su-
che erforderliche.’”? Um einen Schitzwert fiir diese GréBen-
ordnung zu erhalten, geht man davon aus, daf es fiir jeden
Aminosdurerest fiinf Konformationen gibt. Fiir ein Protein,
das aus einer Polypeptidkette von 100 Aminoséduren besteht,
gibt es somit insgesamt 107 Konformationen. Wenn nur
10! s benétigt wiirden, um eine Konformation in eine andere
umzuwandeln, so wiirde eine statistische Suche aller Konfor-
mationen immer noch 10¥ s oder 10°? Jahre erfordern. Dies
veranlaBBte Levinthal, ,,Wege* der Proteinfaltung vorzuschla-
gen.Bl Viele Versuche sind unternommen worden, Proteine
auf der Grundlage des Konzepts der Faltungswege theoretisch
zu ,falten“, doch trotz einiger gegensitzlicher Behauptungen
ist keiner davon gelungen!. Der Unterschied zwischen den
Grenzen dessen, was man mit einem Computer in Tausenden
von Stunden machen kann, und dem, was die Natur in weniger
als einer Sekunde erreicht, wirft deutlich die Frage nach dem
Mechanismus der Proteinfaltung auf, eine Frage, welche die
Forscher iiber Jahrzehnte hinweg beschiiftigt hat.[% 1]

Trotz des langanhaltenden Interesses an der Proteinfaltung
haben die Experimente zum detaillierten Studium der Vor-
ginge, die wihrend des Faltungsprozesses ablaufen, erst vor
relativ kurzer Zeit begonnen. Ahnlich wie es vor 30 Jahren
fiir kleine Molekiile der Fall war, ist die Untersuchung der
Proteinfaltung nun in einem Stadium, in dem Theorie und Ex-
periment gemeinsam schnelle Fortschritte in Richtung auf das
vollstindige Verstdndnis dieses komplexen Prozesses machen
konnen. Zu diesem Zweck muf3 ein Rahmen fiir die Interpre-
tation der Ergebnisse neuer experimenteller Techniken und
fur die Untersuchung sperzifischer Eigenschaften der Fal-
tungsreaktion entwickelt werden. In diesem Aufsatz skizzie-
ren wir kurz einige Aspekte der Reaktionen kleiner Molekii-
le, um sie dann der Reaktion der Proteinfaltung gegeniiber-
stellen zu konnen. Danach zeigen wir, wie die Protein-
faltung durch die gegenwértigen theoretischen und experi-
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mentellen Ergebnisse beschrieben werden kann. Obwohl die
Verschiedenheit von Proteinen oft betont wird, weisen die
sich abzeichnenden Eigenschaften des Faltungsmechanismus
auf dessen grundlegende Universalitét hin, wenn dieser durch
eine durchschnittliche effektive Energie und die damit ver-
bundene Konformationsentropie beschrieben wird.

Aufgrund der jiingsten Fortschritte bei den theoretischen
und experimentellen Methoden fiir die Untersuchung des
Mechanismus der Proteinfaltung ist ein fiir Chemiker ge-
schriebener Aufsatz zu diesem sich schnell weiterentwickeln-
den Forschungsgebiet besonders zeitgemdf. Einige andere
Ubersichtsartikel, die sich eher an Biologen oder Biophysiker
richten, ! 417 sind kiirzlich erschienen und mogen fiir den Le-
ser ebenfalls von Interesse sein, da sie den vorliegenden Auf-
satz erginzen. Die hier priasentierte Sichtweise betont unsere
eigene Arbeit und Erfahrungen, doch haben wir in diesem
aufregenden und schnell fortschreitenden Forschungsgebiet
auch von den Beitrdgen vieler anderer, die in den Literatur-
verweisen genannt werden, stark profitiert.

2. Die Energieflache fiir Reaktionen kleiner
Molekiile

Die Natur jeder Reaktion, sei es die eines kleinen Molekiils
oder die eines Proteins, wird von der Potentialenergiefldche
und den Gesetzen der Dynamik bestimmt.[" 213 Die detail-
lierte experimentelle und theoretische Analyse einfacher che-
mischer Reaktionen beruht auf wohldefinierten Vorgehens-
weisen. Diese wollen wir hier darstellen, um die Situation
der fiir Proteine giiltigen gegeniiberzustellen. Bei experimen-
tellen Studien bestimmt man die Potentialenergiefliche ge-
wohnlich zuerst in einer recht groben Weise, indem man die
Reaktionsgeschwindigkeit in Abhéngigkeit von der Tempera-
tur mi3t, um dann die Aktivierungsenergie £, und den Faktor
A(T) aus der Arrhenius-Gleichung zu ermitteln. Dazu
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schreibt man die temperaturab-
héngige Geschwindigkeitskon-
stante in Form der Gleichung (1).

k(T)=A(T)exp (— EA/RT) )

Der grofite Teil der Temperatur-
abhidngigkeit rihrt vom ex-
ponentiellen Faktor EA/RT (Ar-
rhenius-Faktor) her, wihrend der
praexponentielle Faktor A(7) im
allgemeinen nur eine schwache
Temperaturabhingigkeit aufweist.
Messungen von A(7T) und Ej,
konnen durch Daten iiber die
Streuung nach reaktiven Stoflen
aus Experimenten mit gekreuzten
Molekiilstrahlen['?  und  durch
Messungen, welche die direkte
Charakterisierung  des  Uber-
gangszustands ermoglichen,® er-
ginzt werden. Solche Un-
tersuchungen liefern die Details,
die fiir die Charakterisierung der
Potentialenergiefliche notwendig
sind. Theoretische Berechnungen
konnen ebenfalls dazu verwendet
werden, die Potentialenergie-
fliche, die Reaktionskoordinate
und den Ubergangszustand zu
bestimmen.']  SchlieBlich kann
man  Trajektorienberechnungen
oder ihr quantendynamisches
Analogon dazu verwenden, die
Gesamtreaktionsgeschwindigkeit
zu ermitteln und die Streuung
nach reaktiven StoBen im Detail
zu simulieren. 29 Fiir eine kleine
Zahl einfacher Reaktionen sind
die verfiigbaren theoretischen
Beschreibungen ebenso genau wie
die  experimentellen  Ergeb-
nisse.[ 201

Wir wollen kurz die einfachste
und am besten verstandene chemi-
sche Reaktion betrachten, den bi-
molekularen Austausch zwischen
einem Wasserstoffatom und einem

a)

1 1.5 2 2.5 3 3.5 4

RAEJ'lA —=

d)
107 Hasc
Efkecal
mol™
0= . } .
4 2 0 2 4
Reaktionskoordinate/A -
e) f)

0 0 20 30 40 50
Hfg —=

tfig ——m=

Abb. 2. Die Austauschreaktion zwischen einem Wasserstoffatom und einem Wasserstoffmolekiil.
a) Schematische Darstellung der Reaktion mit Definition der Abstinde R,p, Rsc und Rge.
b) Konturdiagramm der Potentialenergiefliche fiir einen geradlinigen Zusammenstof3 als Funktion der
Abstdnde Rp und Rpe mit Ryc= Rap+ Rpe; der Weg mit der niedrigsten Energie ist rot eingezeichnet.
c) Wie b), aber in dreidimensionaler Darstellung. d) Energie entlang der Reaktionskoordinate, die dem
Weg der geringsten Energie in a) und b) entspricht (der Bereich fiir den Ubergangszustand ist gelb unter-
legt). ) Eine typische Trajektorie fiir den reaktiven dreidimensionalen Zusammenstof; dargestellt sind die
drei Abstinde R,g, Rac und Rye als Funktion der Zeit. f) Eine typische Trajektorie fiir den nichtreaktiven
ZusammenstoB, dargestellt wie in ¢). Sowohl in e) als auch in f) sind die Wechselwirkungen zwischen den
drei Atomen auf einen sehr kurzen Zeitraum (gelb unterlegt) beschriankt. Dies spiegelt die schmale Bar-
riere der potentiellen Energie in d) wider. (Die Ergebnisse wurden aus Lit.'* ¥ mit Verdnderungen iiber-
nommen.)

Wasserstoffmolekiil. Nur drei innere Koordinaten sind erfor-
derlich, um die Reaktion zu beschreiben (Abb. 2a). Die Ato-
me bewegen sich auf einer Potentialenergiefldche, welche die
Energie des Systems als eine Funktion der Koordinaten an-
gibt. Diese Fldche entspricht der ,,Energielandschaft fiir
die Reaktion H+ H,. Abbildung 2b und 2 ¢ stellen die Fldche
fiir eine geradlinige Kollision und die Reaktionskoordinate
dar. Diese ist eine Kombination der Freiheitsgrade, die fiir
die Beschreibung des Weges mit der geringsten Energie von
den Reaktanten zu den Produkten essentiell sind. Die Ener-
gie entlang der Reaktionskoordinate ist in Abbildung 2d dar-

912

gestellt. Bei einer Temperatur 7 'ist die kinetische Energie des
Wasserstoffatoms und des Wasserstoffmolekiils so grof3, daf3
die Reaktion nicht dem Weg der minimalen Energie folgt.
Doch da das Tal zwischen Reaktanten und Produkten eng
und wohldefiniert ist und es einen genau lokalisierten Uber-
gangszustand am hochsten Punkt der Barriere gibt, bleiben
die Trajektorien bei Raumtemperatur nahe am Minimalener-
gieweg. Wie wir spdter sehen werden, ist der Reaktionsweg
fiir Proteine sehr viel schlechter definiert, und die sich falten-
de Polypeptidkette bewegt sich wihrend der Faltungsreaktion
iiber einen weiten Bereich der Energiefldache. Dies bedeutet,
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daB3 bei der Proteinfaltung — im Unter-
schied zur (H + H,)-Reaktion — die Entro-
pie eine ebenso wichtige Rolle spielt wie
die Energie. Der wohldefinierte Minimal-
energieweg fiir H+ H, fiihrt zu den einfa- e

chen Trajektorien, die in Abbildung 2e R

und 2 f fiir den reaktiven bzw. den nichtre- N
aktiven Zusammenstofl3 dargestellt sind. Lt
Bei der reaktiven Kollision nidhert sich
ein Atom, kollidiert mit dem Molekiil
und bildet eine neue Bindung mit einem
der Wasserstoffatome, wihrend sich das
andere schnell entfernt. Der nichtreaktive
Zusammensto$3 sieht sehr dhnlich aus, ab-
gesehen davon, daf3 es keinen Austausch
von Atomen gibt. Der gesamte Prozef fin-
det in nur 10 fs iiber einen sehr begrenzten
Bereich von Abstinden statt, der in den
Abbildungen 2d-f gelb schattiert darge-
stellt ist. Die Anfangsbedingungen (Posi-
tionen und Geschwindigkeiten) und die
Wechselwirkungen bei diesem ultrakurzen
Ereignis bestimmen, ob der Zusammen-
sto3 zur Reaktion fiihrt oder nicht.

Gas

Randam coil
(1044)

— -, P, .,
B 4 \".
- ) |
— N, S
. - -
- o —
Flussigkeit Feststoft
— ™ ]
R ""'—-_.___h
- - 1
e %@ — e
- - -
/’

Random globule nativer Zustand
(1026) (100)

Abb. 3. a) Schematische Darstellung der Phaseniiberginge in einem stabilen Cluster, der aus 55
Lennard-Jones-Teilchen besteht. Der Feststoff hat die Struktur eines Mackay-Ikosaeders.!'"]

3. Die Proteinfaltungsreaktion

b) Schematische Darstellung der entsprechenden Uberginge bei der Proteinfaltung. Als Beispiel
dient das Protein Barnase, das aus 110 Aminosiduren besteht. Der Verlauf der Kette aus den a-

Kohlenstoffatomen ist wiedergegeben (erstellt mit dem Programm Molscript).['®] Die Konfor-

Proteinfaltungsreaktionen haben Eigen-
schaften, die von denen der Reaktionen
kleiner Molekiile sehr verschieden sind.

mationen des Random-coil- und des Random-globule-Zustands wurden so konstruiert, daf3 ihre
Gyrationsradien ca. 31 bzw. 15 A betragen; fiir die native Struktur betrigt dieser 13.4 A. Die
Zahl der moglichen Konformationen der Hauptkette wurde aus Schétzungen der Hauptketten-

entropie pro Aminosdure errechnet: Es gibt 2.57 und 1.7 Konformationen pro Aminosiure im

So weist der praexponentielle Faktor bei-
spielsweise eine starke Temperaturabhin-
gigkeit auf®'l obwohl die Arrhenius-
Gleichung auch fiir die Proteinfaltung gilt
und hierfiir oft verwendet wird. Dies ist ein Hinweis darauf,
dafl die Proteinfaltung komplexe Eigenschaften aufweist,
die den meisten einfachen Reaktionen fehlen. Des weiteren
sind die Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen Tei-
len der Polypeptidkette — im Unterschied zum Femtosekun-
den-Bereich der reaktiven Ereignisse im Fall H-+H,
(Abb. 2) — wihrend der gesamten Faltungsdauer von Bedeu-
tung, also fiir Millisekunden oder noch ldnger.

Ein besseres Analogon fiir die Proteinfaltung ist vielleicht
die Kondensation von Atomclustern (Abb. 3), deren Thermo-
dynamik und Kinetik sehr detailliert beschrieben wur-
den.?>?Y Bei diesen Clustern dhnelt die Kondensation der
Gas —Fliissigkeits-Umwandlung, die bei Proteinen dem
Ubergang vom denaturierten Random-coil- (statistisches
Knéuel) zum Random-globule-Zustand (kompaktes, aber un-
geordnetes Kniuel) entspricht. Wenn die Temperatur niedrig
genug ist, ordnen sich die fliissigkeitsdhnlichen Cluster zu ei-
nem organisierten Feststoff — ein SuchprozeB, der jenem vom
kollabierten Knduel zum nativen Zustand bei Proteinen ana-
log ist. Natiirlich hat ein Protein einen einzigen nativen Zu-
stand, der von seiner Aminosduresequenz bestimmt wird,
wihrend Cluster aus identischen Atomen viele symmetriever-
wandte Festkorperstrukturen annehmen konnen. Bei den
Phaseniibergidngen von Atomclustern (und Proteinen) sind
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Random-coil- bzw. im Random-globule-Zustand,’*! woraus sich 2.57'% =10* bzw. 1.7'% =10*
mogliche Konformationen ergeben.

mehrere Reaktionswege die Regel, und der Ubergang vom
flissigen (kompaktes Knduel) zum festen (nativen) Grundzu-
stand ist erster Ordnung, d. h., die beiden Zusténde sind wohl-
definiert und durch eine Barriere der Freien Energie getrennt.
Da Proteine und Atomcluster eine mehrdimensionale Poten-
tialenergiefliche mit einer groen Zahl von Freiheitsgraden
aufweisen (anstatt nur drei wie im Fall H + H,), kann es eine
Vielzahl von lokalen Minima und Ubergangsbereichen geben.
Des weiteren betreffen die Strukturdnderungen wéhrend der
Faltung vom denaturierten Zustand (Reaktant) zum nativen
Zustand (Produkt) das ganze Protein, ebenso wie die Umord-
nung zum Festkorper den ganzen Cluster betrifft.?> 2] Dies
deutet darauf hin, daB3 die Ansitze, die auf der statistischen
Mechanik und Dynamik groBer Systeme beruhen,? 252 bes-
ser Einsicht in bezug auf die Proteinfaltung vermitteln kon-
nen als die Extrapolation des Verhaltens kleiner Molekiile.

Bei der Beschreibung der Reaktion der Proteinfaltung oder
der Kondensation von Clustern ist es im Unterschied zur Be-
schreibung der Reaktionen kleiner Molekiile sinnvoll, die Po-
tentialenergiefliche dieser kleinen Molekiile (Abb. 2) durch
eine temperaturabhéngige, gemittelte Flache der effektiven
Energie fiir die Proteine oder Cluster zu ersetzen. Diese Fla-
che entspricht einem nach Boltzmann gewichteten Mittelwert
der zugédnglichen Energien fiir jeden Wert einer geeigneten
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Fortschrittsvariablen. Der Wert der Fortschrittsvariablen,
welche die Anndherung an den nativen Zustand beschreibt,
wird durch Mittelung iiber viele nichtessentielle Freiheitsgra-
de erhalten. Die resultierende Bewegung auf der effektiven
Flache sollte diffusiv sein. Deshalb kann sie durch ein Modell
vom Kramers-Typ/® beschrieben werden, dhnlich jenem, das
auf viele Reaktionen in Losung anwendbar ist. Ein Beispiel ist
der sehr einfache Konformationswechsel von gauche nach
trans in flissigem Butan.[*! Natiirlich ist die Proteinfaltungs-
reaktion sehr viel komplexer, da hierbei Konformationsiiber-
génge in einer langen Polypeptidkette stattfinden. Insbeson-
dere haben sowohl die Proteinfaltungsreaktion als auch die
Bildung fester Cluster einen Vielteilchencharakter, der bei
der nachfolgenden Analyse eine wichtige Rolle spielt.

Wie der Vergleich mit Atomclustern nahelegt, ist es nicht
moglich, eine einfache Reaktionskoordinate auf der mehrdi-
mensionalen Flache der effektiven Energie zu definieren.
Da es viele Wege gibt, den nativen Zustand zu erreichen, ist
es unwahrscheinlich, da} ein einzelner Weg der minimalen
Energie — der Faltungsweg in Levinthals Worten® — die Fal-
tungsreaktion beherrscht. Eine oder mehrere Fortschrittsva-
riablen miissen die Reaktionskoordinate in den Analysen
der Proteinfaltung ersetzen. Diese Variablen beschreiben
den Fortschritt der Reaktion vom Anfangs- zum Endzustand
so wie eine Reaktionskoordinate, doch sie schlieBen die Mog-
lichkeit vieler grundlegend verschiedener Wege ein. Das be-
deutet, dal unser Wissen iiber die Faltung niemals so detail-
liert sein kann wie im Fall der kleinen Molekiile und daf3
wir vorsichtig sein miissen, wenn wir Konzepte der Reaktio-
nen kleiner Molekiile oder auch derer, die von Enzymen ka-
talysiert werden, auf die Proteinfaltung ausdehnen.

Wenn es in der Proteinfaltung keine einfache Reaktions-
koordinate gibt, dann gibt es auch keinen einfachen Uber-
gangszustand. Tatsédchlich erfordert sogar die Beschreibung
der Rotation einer einzelnen Seitenkette in einem Protein ei-
nen ausgedehnten Bereich der Potentialenergiefldche, einen
Ubergangs-,,Saum*“.?') Wahrscheinlich werden sich die ge-
nauesten Aussagen, die fiir die Proteinfaltungsreaktion mog-
lich sind, auf einen mehrdimensionalen Ubergangsbereich
der gemittelten Flache der effektiven Energie beziehen, wel-
che die Strukturen bestimmt, von denen aus die Polypeptid-
kette sich schnell und mit hoher Wahrscheinlichkeit zum nati-
ven Zustand faltet. Vielleicht gibt es mehrere Ubergangsbe-
reiche mit dhnlichen Freien Energien aber deutlich
verschiedenen Strukturen, die sich nicht schnell ineinander
umwandeln, so daf3 parallele Reaktionswege zum Gesamtpro-
zel} der Faltung beitragen. Auch muf} die Frage gestellt wer-
den, ob kinetische Standardansitze, welche die Konzentratio-
nen weniger wohldefinierter Spezies verwenden, fiir die Pro-
teinfaltungsreaktion angemessen sind.

Die Temperaturabhéngigkeit der Stabilitét der unterschied-
lichen Zustdnde bei der Clusterbildung (oder bei der Protein-
faltung) wird durch das Gleichgewicht zwischen der effekti-
ven Energie und der Konformationsentropie bestimmt. Die
Zahl der verfiigbaren Zustinde nimmt auf dem Weg vom
Gas (Random coil) iiber die Fliissigkeit (Random globule)
zum festen (nativen) Zustand um viele GroBenordnungen
ab (Abb. 3b). Dies konnte nichts weiter als die notwendige
Verringerung der Zahl der verfiigbaren Zustdnde bedeuten,
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wenn das System geordneter (dem nativen Zustand dhnlicher)
wird. Eine alternative Erkldrung wére, daf die Funktion der
effektiven Energie die Bewegung in Richtung auf den nativen
Zustand beeinflu3t und zu einer schnelleren Verringerung des
zuginglichen Konformationsraums fiihrt. Dies ist notwendig,
um die schnelle Faltung von Proteinen oder die Verdichtung
von Teilchen zu festen Clustern zu erreichen. Demnach ist
das wichtigste zu 16sende Problem die Frage, wie der Grund-
zustand ,,gefunden* werden kann oder, in anderen Worten,
welche Eigenschaft der effektiven Energiefliche und des
aus ihr resultierenden Gleichgewichts zwischen Energie und
Entropie bestimmt, ob das System den Grundzustand in einer
annehmbaren Zeit erreichen kann oder nicht.

4. Die Thermodynamik der Proteinfaltung

Bevor wir das gegenwirtige Verstdandnis der Faltungsreak-
tion beschreiben, ist es niitzlich, die Thermodynamik von Pro-
teinen zu betrachten. Die Freie Energie des nativen Zustands
eines Proteins ist unter physiologischen Bedingungen nur ge-
ringfiigig niedriger als die des denaturierten Zustands, was auf
eine anndhernde wechselseitige Authebung grofler enthalpi-
scher und entropischer Beitrdge zuriickzufiihren ist. Die wich-
tigsten Wechselwirkungen sind die nichtbindenden van-der-
Waals- und elektrostatischen Terme der Potentialenergie-
funktion.’? Sie wirken zwischen den Atomen des Proteins
und zwischen den Proteinatomen und dem Losungsmittel.
Um die Dynamik und Thermodynamik der Faltung zu inter-
pretieren, ist es niitzlich, eine effektive Energiefunktion zu
definieren, die einen Teil der Freien Energie einer Polypeptid-
kette in Losung beinhaltet. Dies entspricht einem ,,Potential
der mittleren Kraft“(*l und kann aus einem Boltzmann-Mit-
telwert der Polypeptid-Losungsmittel-Wechselwirkungen bei
einer gegebenen Temperatur iiber alle Positionen der Lo-
sungsmittelmolekiile fiir eine gegebene Polypeptidkonforma-
tion erhalten werden. Ein Potential der mittleren Kraft kann
fiir das im Gleichgewicht befindliche System exakt definiert
werden, so daB es dessen Thermodynamik beschreibt.?! Die
Ausdehnung dieses Potentials der mittleren Kraft auf zeitab-
hingige Phianomene wie die Proteinfaltung setzt voraus, daf3
die Relaxation des Losungsmittels im Vergleich zu den Bewe-
gungen des beteiligten Proteins schnell ist. Dies scheint eine
gute Nédherung zu sein, wie die Simulationen der Entfaltung
von Proteinen in Wasser verdeutlichen.? 3! Eine solche ef-
fektive Energiefunktion, die den nativen Zustand stark be-
giinstigt, enthélt alle Teilbetridge der gesamten Freien Energie
(z.B. den hydrophoben Effekt, die Solvatation polarer Grup-
pen sowie die Wasserstoffbriickenbindung, die sowohl van-
der-Waals- als auch elektrostatische Wechselwirkungen ent-
hilt) ausgenommen die Konformationsentropie, die den
denaturierten Zustand stark begiinstigt. Dies ist auf die Tatsa-
che zuriickzufiihren, daf3 der Konformationsraum, der der
Polypeptidkette und ihren Seitenketten zugéinglich ist, im na-
tiven Zustand sehr viel stiarker eingeschrénkt ist als im entfal-
teten.

Die Analyse der Beitridge zur effektiven Energie (d.h. zum
Potential der mittleren Kraft) ergibt, da8 die unpolaren Grup-
pen den gefalteten Zustand stark begiinstigen, was auf die

Angew. Chem. 1998, 110, 908 - 935



Proteinfaltung

AUFSATZE

van-der-Waals- Anziehungskrifte in der dichtgepackten (fest-
stoffartigen) nativen Struktur sowie auf den hydrophoben Ef-
fekt zuriickzufiihren ist, der bewirkt, daf die unpolaren Grup-
pen im Inneren des nativen Proteins verborgen sind.> 3¢ Im
Unterschied dazu leisten die polaren Gruppen (die Peptidein-
heiten sowie die polaren und geladenen Seitenketten) einen
viel kleineren Beitrag zur Stabilitit des nativen Zustands, da
ihre Wechselwirkungen im Inneren des Proteins gegen die
mit dem Losungsmittel aufzurechnen sind. Fiir Lysozym bei-
spielsweise ergeben die Rechnungen, daf3 bei 25 °C die unpo-
laren Gruppen 450 kcalmol~! zur Freien Energie der Entfal-
tung beisteuern und die polaren Gruppen 87 kcalmol .3
Die Stabilisierung des nativen Zustands durch den Term der
effektiven Energie wird durch den Beitrag der Konforma-
tionsentropie von 523 kcalmol~' bei 25°C fast aufgehoben.
Dies ergibt fiir die Freie Entfaltungsenergie einen Nettobe-
trag von 14 kcalmol~!, was mit dem daraus resultiecrenden
Wert von 0.1 kcal mol~! pro Aminoséure typisch fiir globulére
Proteine ist.??! Im Unterschied dazu kann der Energie- oder
Enthalpieunterschied zwischen nativem und entfaltetem Zu-
stand wesentlich grofier sein; fiir Lysozym betrigt die Entfal-
tungsenthalpie bei 25°C 58 kcal mol .3 37

Ein wichtiges Merkmal der Proteinfaltung ist, da3 die Ge-
samtstruktur, z. B. die in Abbildung 1 dargestellte, von der Se-
quenz des Proteins bestimmt wird.’! Native Faltungsmuster
von drei unterschiedlichen Proteinen sind in Abbildung 4 dar-
gestellt. Der Unterschied in der Sequenz fiihrt zu Unterschie-
den in der Sekundirstruktur (a-Helix- und S-Faltblattanteil)
und in der Tertidrstruktur (Gesamtfaltungsmuster). Die drei-
dimensionalen Strukturen von ca. 6000 Proteinen sind durch
Kristallstrukturanalyse und NMR-Spektroskopie bestimmt
worden.*®! Diese Strukturen konnen in ca. 350 Familien von
Faltungsmustern eingeteilt werden, die aus Proteinen unter-
schiedlicher Sequenz, aber #hnlicher Struktur bestehen.!
Man schitzt, dal es insgesamt nur ca. 1000 unterschiedliche
Faltungsmuster gibt.?*# Dies ist zwar eine groBe Zahl, aber
sie ist viel kleiner (ca. hundertfach) als die Gesamtzahl der
verschiedenen Sequenzen im menschlichen Genom. Manche
Faltungsmuster werden von einer grof3en Zahl von Sequenzen

eingenommen, was vielleicht an der Stabilitét dieser Faltungs-
mustert*’l oder der Robustheit und der Geschwindigkeit des
Faltungsvorgangs liegt, doch fiir eine gegebene Sequenz gibt
es fast immer nur ein Faltungsmuster. Die Einzigartigkeit
des nativen Zustands ist auf den Umstand zuriickzufiihren,
daf3 die Wechselwirkungen, welche die native Struktur stabi-
lisieren, alternative Faltungsmuster derselben Sequenz erheb-
lich destabilisieren. Das heif3t, die Evolution hat eine Sequenz
mit einem tiefen Energieminimum fiir den nativen Zustands
hervorgebracht, um bei physiologischer Temperatur falsch
oder partiell gefaltete Strukturen auszuschlieBen. Diese ,,Ener-
gieliicke* zwischen dem nativen Zustand und im wesentlichen
falsch gefalteten Strukturen> 3%l ist ein Schliisselelement in
der Beziehung zwischen Sequenz und Struktur und spielt eine
wichtige Rolle bei der Proteinfaltung, wie wir in Abschnitt 5
schildern werden.

Um die Freie Energie eines Proteins mit seinen Konforma-
tionen in Bezug zu setzen, mufl man diese als Funktion eines
Ordnungsparameters beschreiben. Qualitative Kurven der
Freien Energie F einer Polypeptidkette im Gleichgewicht als
Funktion des Gyrationsradius R,, eines Ordnungsparameters
fiir die Proteinfaltung, sind in Abbildung 5 fiir zwei Tempera-
turen gezeigt.[* **! Fiir jeden Wert von R, entspricht die Freie
Energie dem Boltzmann-Mittelwert iiber alle Werte der iibri-
gen inneren Koordinaten einschlielich derer des Losungs-
mittels. Die Form der Kurve der Freien Energie hidngt stark
von den Umgebungsbedingungen ab, insbesondere von der
Temperatur. Die Kurve in Abbildung 5a gilt fiir eine Tempe-
ratur, bei der der native Zustand stabil ist. Diese liegt weit un-
terhalb der Ubergangstemperatur T, fiir die Faltung, bei der
der native und der denaturierte Zustand die gleiche Freie
Energie aufweisen. Der native Zustand entspricht einem tie-
fen, engen Minimum und erfiillt somit das thermodynamische
Kriterium fiir die Stabilitét eines Proteins. Innerhalb dieses
Minimums haben die Fluktuationen der Atome eine Amplitu-
de von bis zu 2 A, und diese Bewegungen finden auf einer
Zeitskala von Pico- bis Nanosekunden statt. Alle Strukturen,
die durch solche Fluktuationen eingenommen werden, sind
sehr dhnlich und entsprechen ungefidhr den Unterschieden

Abb. 4. Reprisentative Faltungsmuster (Tertidrstrukturen) kleiner Proteine. a) Acyl-Coenzym-A-bindendes Protein aus Rind (PDB-Code: 2ABD), ein rein
a-helikales Protein. b) Typ-III-Modul der zehnten Domine des menschlichen Fibronectins (’FNIII; PDB-Code: 1TTG), eines [-Faltblatt-Proteins.
¢) Chymotrypsininhibitor 2 aus Gerste (PDB-Code: 2CI2), ein a/f-Protein. Die Sekundérstrukturelemente sind rot (a-Helices) und blau (5-Faltblitter) ge-
zeichnet. Diese Abbildungen wurden mit den Programmen Molscript!'®¥ und Render!'* erstellt.
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a) . .
nativ denaturiert
F
Ry—
b) . .
nativ denaturiert
F

Ry ——»

Abb. 5. Darstellung der Freien Energie einer Polypeptidkette im Gleich-
gewicht als Funktion des Gyrationsradius a) bei einer Temperatur unter-
halb der Ubergangstemperatur T,,, bei der der native Zustand stabil ist,
und b) bei einer Temperatur oberhalb von T, bei der der denaturierte Zu-

m»
stand stabil ist. Die Bereiche, die dem nativen und dem denaturierten Zu-
stand entsprechen, sind gekennzeichnet. Die Kurven sind schematisiert,
sollten aber fiir reale Proteine reprisentativ sein.

zwischen den Kristallstrukturen von Proteinen, die Mitglieder
derselben Familie sind (z. B. Myoglobin und Hamoglobin aus
der Globin-Familie™). Dieser Bereich des Konformations-
raums, der fiir die Funktion der Proteine am relevantesten
ist, wurde durch viele mit empirischen Potentialen durchge-
fithrte Molekiildynamik-Simulationen untersucht.[*’! Der an-
dere Bereich der Kurve der Freien Energie entspricht der gro-
Ben Zahl von Konformationen des denaturierten Zustands.
Im Laufe des Faltungsprozesses kann die Polypeptidkette
von einem relativ langgestreckten Random-coil-Zustand mit
groBem R,-Wert iiber einen Random-globule-Zustand mit
fliissigkeitsdhnlichen Eigenschaften in den nativen Zustand
iibergehen. Die Lingenskala, auf der diese Strukturédnderun-
gen stattfinden, liegt in der GroBenordnung von 10-20 A, die
Zeitskala liegt im Mikro- bis Millisekundenbereich. In ande-
ren Fillen kann das Zufallsknéuel vielleicht zu einem Zwi-
schenprodukt mit einer teilweisen Ordnung (z.B. mit einer
dem nativen Zustand dhnlichen Sekundérstruktur) fiihren,
das oft als ,,Molten globule*“F" bezeichnet wird. Die Bereiche,
die dem Random coil, dem Random globule und der nativen
Struktur bei der Proteinfaltung entsprechen, haben Analoga
im festen, fliissigen und gasférmigen Zustand bei den Atom-
clustern (siehe Abb. 3). Phasendiagramme fiir Proteine und
einfache Proteinmodelle weisen auf die Existenz dieser Pha-
sen hin.># %1 Abbildung 5b stellt die Freie Energie eines
Proteins als Funktion von R, bei einer Temperatur dar, die
deutlich oberhalb von T, liegt. Mit zunehmender Temperatur
wird der denaturierte Zustand durch die Zunahme seiner
Konformationsentropie gegeniiber dem nativen Zustand sta-
bilisiert. Die Auftragung in Abbildung 5b gilt auch fiir den
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Fall, daf sich die Polypeptidkette in einem denaturierenden
Losungsmittel befindet. Wenn auch der Bereich des nativen
Minimums fast unveréndert sein mag, hat der Random-coil-
Bereich eine niedrigere Freie Energie, vor allem wegen der
energetischen Stabilisierung durch die bessere Wechselwir-
kung zwischen der entfalteten Polypeptidkette und dem Den-
aturierungsmittel.*] Daten fiir die Potentialenergieflidche und
die fiir die verschiedenen Zustidnde charakteristischen Fluk-
tuationen konnen experimentell erhalten werden, beispiels-
weise aus der Geschwindigkeit, mit der Amidgruppen des
Proteins Wasserstoffatome mit dem Losungsmittel austau-
schen.B

5. Energiefliichen fiir die Proteinfaltung: ein
theoretischer Ansatz

Um die Besonderheiten der Proteinfaltungsreaktion und
den Mechanismus zu bestimmen, mit dem das Levinthal-Pa-
radoxon gelost wird, muf3 man iiber die einfache eindimensio-
nale Darstellung, die wir in Abbildung 5 verwendet haben,
hinausgehen. Im Unterschied zur (H+ H,)-Reaktion, bei
der der Ubergang von drei Variablen auf eine die Reaktions-
koordinate liefert, erfordert eine Beschreibung, die fiir das
Verstindnis der Proteinfaltung niitzlich sein soll, den Uber-
gang von mehreren tausend Freiheitsgraden auf eine oder ei-
nige wenige Fortschrittsvariablen. Da die Zuléssigkeit einer
solchen Reduktion der Zahl der Variablen nicht a priori of-
fensichtlich ist, mu3 man versuchen, sie a posteriori durch
Vergleich der theoretischen Vorhersagen mit den experimen-
tellen Messungen zu rechtfertigen.

Viele phdnomenologische Modelle der Proteinfaltung sind
im Laufe der Jahre vorgeschlagen worden, doch die meisten
waren weder spezifisch genug noch ausreichend detailliert,
um tatsdchlich Rechnungen zu ermoglichen; eine neuere
Ubersicht iiber diese Modelle ist in Lit.’!! zu finden. Die Ein-
fithrung von Gittermodellen mit vereinfachten Potentialen
(siehe Abschnitt 10.1) hat Faltungssimulationen fiir Systeme
ermdglicht, die viele der wichtigsten komplexen Eigenschaf-
ten der Faltungsreaktion beinhalten (z. B. das Levinthal-Para-
doxon) und doch einfach genug fiir eine vollstindige Analyse
sind (d.h., es ist moglich, beliebig genaue Informationen iiber
die Faltung eines solchen Modellsystems zu erhalten). Aus
den Gittersimulationen!® 41l und aus Modellen der statisti-
schen Mechanik ! hat man Einsichten in mégliche Faltungs-
szenarien erhalten. Sie liefern die Grundlage dafiir, die allge-
meinen Eigenschaften des Faltungsmechanismus bei realen
Proteinen zu erkunden und Experiment und Theorie zueinan-
der in Beziehung zu setzen. In den folgenden Abschnitten ge-
ben wir einen Uberblick iiber die Ergebnisse der Studien mit
Gittermodellen und zeigen, was man aus ihnen gelernt hat.

Obwohl Gittermodelle (siche Abschnitt 10.1) eindeutig zu
stark vereinfacht sind,” spielen sie fiir die Untersuchung
der Proteinfaltung eine Rolle, die derjenigen der (H+ H,)-
Reaktion fiir chemische Reaktionen analog ist. Die allgemei-
nen Konzepte, die aus der detaillierten Analyse der Wasser-
stoffaustauschreaktion entwickelt wurden, an der nur drei
Atome beteiligt sind, dienen als Ausgangspunkt fiir die Be-
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handlung von viel komplexeren
Reaktionen mit Aktivierungsbar-
rieren. AuBlerdem wurden die
Grundlagen der Theorie des
Ubergangszustands von Wigner(%!
fiir die (H + H,)-Reaktion entwik-
kelt. Einfache Gittermodelle be-
handeln eine Aminosdure als ein-
zelnes Teilchen und berticksichti-
gen nicht die Seitenkette,
verwenden Kontaktpotentiale an-
stelle der sehr viel detaillierteren
Potentialfunktionen und  be-
schrinken die Bewegung auf ein
Gitter anstelle des dreidimensio-
nalen Raums. Trotz alledem kon-
nen detaillierte Analysen von Git- [ _651
termodellen niitzliche Konzepte

C) -557

—60 1

fur die Faltungsreaktion realer E 701

Proteine liefern. Um iiber die 751
thermodynamische Beschreibung

(Abb.5) hinauszugehen, muf 00 02 04

man Fortschrittsvariablen finden,
die fiir die Faltungsreaktion geeig-
net sind. Eine Beispiel hierfiir ist
der Gyrationsradius R, (Abb.5).
Unter bestimmten Umsténden 4n-
dert sich R, jedoch im interessie-
renden Bereich sehr wenig — bei-
spielsweise dann, wenn das Sy-
stem vom Random-globule- zum
nativen Zustand fortschreitet und
dabei kompakt bleibt. Eine niitzli-
chere Fortschrittsvariable ist der
Anteil O der nativen Kontakte,
der von einem Wert nahe Null fiir den hochgradig denaturier-
ten Zustand (Random coil) bis hin zu einem Wert von Eins fiir
den nativen Zustand variiert. So gibt es fiir das in Ab-
schnitt 10.1 beschriebene 27mer innerhalb des 3 x 3 x 3-Wiir-
fels 156 mogliche Kontakte, von denen 28 native sind, wih-
rend es fiir ein 125merP* 3782 mogliche und 176 native Kon-
takte innerhalb eines 5 x 5 x 5-Wiirfels gibt. In einem realen
Protein kann man, obwohl es sehr viel mehr ,,native Kontak-
te* gibt, eine Untergruppe von 50100 Kontakten auswihlen,
die den nativen Zustand definieren sollen.’*! Dies spricht fiir
die Verwendung der nativen Kontakte als Fortschrittsvariable
fiir die Faltungsreaktion.

Um die Reaktion als Funktion von Q darzustellen, verwen-
den wir eine Fliche, welche die mittlere effektive Energie und
Konformationsentropie der Polypeptidkette darstellt, die sich
vom denaturierten zum nativen Zustand faltet (Abb. 6 und 7).
Beide GroBfen werden durch Mittelwertbildung iiber eine
Reihe von Simulationen fiir eine gegebene Sequenz ermittelt.
Die Verwendung dieser Art von Mittelung empfiehlt sich aus
der statistischen Vielteilchenmechanik und aus dem Vergleich
zwischen der Proteinfaltung und der Bildung von Festkorpern
aus Edelgasen (siehe Abb. 3). Die Ergebnisse hingen von der
Temperatur des Systems ab, d.h., die Faltungstrajektorie be-
rithrt bei hoheren Temperaturen mehr Konformationen mit
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Abb. 6. Gittersimulation der Faltung eines 27mers bei niedriger Temperatur. a) Die mittlere effektive
Energie und die Konformationsentropie sind als Funktion der Fortschrittsvariablen Q dargestellt (siche
Abschnitt 10.1). Bei jedem Wert von Q hat der Querschnitt der Flache die Form einer Parabel, deren Schei-
telpunkt der gemittelten effektiven Energie E(Q) entspricht und deren Steilheit der Konformationsentro-
pie S(Q) proportional ist. Zur Veranschaulichung ist hier die Funktion E(Q,P) = E(Q) + P?[0.2/(S(Q) + 1)]
verwendet worden, in der P ein MaB fiir den verfiigbaren Konformationsraum ist. b) Hier ist die zugéng-
liche Energieflache gezeigt, also der Teil der Flache, der wihrend der Reaktion in einem signifikantem Maf
populiert ist. Man erhilt diese Fldche, indem man die Riander der Flidche in a) so abschneidet, dal die Lan-
ge der Parabel bei jedem Wert von Q den Betrag 45(Q) + 0.2 annimmt. c) Darstellung der gemittelten ef-
fektiven Energie E als Funktion von Q. d) Darstellung der effektiven Freien Energie F als Funktion von Q.
Die Ergebnisse beruhen auf den Daten aus Lit.1?! fiir 7= 0.7 (willkiirliche Einheiten).

hoherer Energie. Daher ist es fiir die Erstellung und die Inter-
pretation eines Energiediagramms wichtig, die Temperatur
der Simulation zu beriicksichtigen. Die Abbildungen 6 und
7 stellen Ergebnisse von Faltungssimulationen dar, die mit
dem Gittermodell fiir ein 27mer durchgefiihrt wurden ;3% 3%
die Ergebnisse dieses Modellsystem sollten auf kleine Protei-
ne anwendbar sein. Abbildung 6 entspricht einer Simulation
bei niedriger Temperatur, und Abbildung 7 einer bei hoher
Temperatur. In beiden Fillen ist der native Zustand stabil
(in Ubereinstimmung mit dem Diagramm in Abbildung 5a),
und die Faltung erfolgt in einer annehmbaren Zeit. Bei noch
niedrigeren Temperaturen konnte die Faltung extrem lang-
sam sein, weil die Kette nicht aus lokalen Minima entkommen
kann; bei sehr hohen Temperaturen ist der native Zustand
nicht stabil, und die Zahl der zugénglichen Konformationen
ist so grof3, daf} das Levinthal-Paradoxon nicht gelost werden
kann. Die in den Abbildungen 6 und 7 dargestellten Szenarien
konnten dem Verhalten unterschiedlicher Proteine unter
gleichen Umgebungsbedingungen oder aber dem eines Pro-
teins unter unterschiedlichen Bedingungen entsprechen
(siehe unten). Da die resultierenden Flidchen auf statistisch-
mechanischen Mittelwerten iiber die von vielen Trajektorien
erfafiten Energien beruhen, erscheinen sie glatter als die tat-
sdchliche Schwankung der potentiellen Energie entlang ein-
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Abb. 7. Gittersimulation der Faltung desselben 27mers wie in Abbildung 6 bei hoher Temperatur. Die Ab-
bildungen a) —d) entsprechen denen in Abbildung 6. Im Unterschied zu Abbildung 6 wurde der native Zu-
stand durch eine Verschiebung der Energien aller 28 nativen Kontakte um einen Zufallswert aus einer
GauB-Verteilung (Mittelwert = —0.8 7, Standardabweichung=0.17) stabilisiert; 7=2.0. Der Peak bei
0 =0.9 ist moglicherweise ein durch die sehr geringe Zahl von Zustinden ausgelostes Gitterartefakt.

zelner Trajektorien wie der in Abschnitt 10.1 gezeigten. Fiir
SchluB3folgerungen iiber das allgemeine Verhalten des Sy-
stems sind Ergebnisse der in den Abbildungen 6 und 7 gezeig-
ten Art allerdings gut geeignet.

Aus der bei niedriger Temperatur ermittelten Fliche der
mittleren Energie/Entropie (Abb. 6a, b) ist es offensichtlich,
daB3 der dem Proteinmolekiil zugéingliche Konformations-
raum selbst bei niedrigen Werten fiir Q begrenzt ist. Bei der
Temperatur, die in Abbildung 6 zugrundeliegt, kollabiert die
Proteinkette zu einem ,,mif3gefalteten* Random globule, des-
sen Q-Wert nahe dem eines Random coils liegt (siche Ab-
schnitt 10.1). Die Konformationsentropie bei dieser Tempera-
tur ist so klein, daf3 ihr destabilisierender Beitrag zur Freien
Energie beim Kollabieren auch ohne native Kontakte durch
das Verbergen der hydrophoben Gruppen kompensiert wird.
Wenn Q von 0.2 auf 0.8 ansteigt, nimmt die durchschnittliche
Energie nicht wesentlich ab. In diesem Bereich fiihrt das Sy-
stem eine langsame stochastische Suche innerhalb des kolla-
bierten Zustands durch (siche Abschnitt 10.1). Wie aus Abbil-
dung 6¢ ersichtlich wird, ist die Fliche der mittleren effekti-
ven Energie ,,rauh®, d.h. es gibt Mulden und Grate entlang
des Talbodens, die auf Energiebarrieren fiir die Reorganisati-
on innerhalb des kollabierten Zustands zuriickzufiihren sind.
Die gezackten Rénder der zugénglichen Energiefldche in Ab-
bildung 6 b spiegeln die ,,Rauhheit” der Entropie als Funktion
von Q wider. Zwischenprodukte wiirden sich anreichern,
wenn die Barrieren hoch genug oder die Temperatur hinrei-
chend tief wiren. Fiir die Sequenz des 27mers, fiir das die hier
gezeigten Ergebnisse ermittelt wurden,* gab es in den Git-
tersimulationen selbst bei den niedrigsten Temperaturen kei-
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Flache ist in Abbildung 7b darge-
stellt. Zu Beginn der Faltung
(z.B. fiir Q=0.2) ist die Oberfld-
che sehr breit, was andeutet, daf3
sich das System iiber einen weiten
Bereich von Konformationen hin-
wegbewegt; tatsdchlich sind die
meisten der Random-coil-Konformationen, die das Levin-
thal-Paradoxon hervorrufen, zugédnglich. Danach verengt sich
die Oberfldache kontinuierlich, und die Entropie nimmt ab,
wihrend Q bis zum Wert Eins fiir die native Struktur zu-
nimmt. Die Fliache der mittleren effektiven Energie wirkt
demnach wie ein Trichter,’”! in der Weise, da$ die Molekiile
ungeachtet ihrer Anfangsposition im Konformationsraum auf
der Energiefldache abwirts, auf den nativen Zustand zu diffun-
dieren, was eine Folge der zunehmenden Zahl der stabilisie-
renden Kontakte ist. Die Steilheit des Energiegradienten soll-
te mit dem Verhiltnis der Energie des nativen Zustands zur
durchschnittlichen Energie der Random-coil-Konformatio-
nen korreliert sein. Dies fithrt zum Energieliicken-Kriterium
(siche Abschnitt 4) fiir die gleichzeitige Optimierung von
thermodynamischer Stabilitit und schneller Faltung.?> %1 Es
gilt fiir kleine Proteine, die durch das 27mer reprasentiert wer-
den; fiir das 125mer findet man ein komplexeres Faltungsver-
halten®*! (siche Abschnitt 7).

Trotz der Glattheit der effektiven Energiefliche (Abb. 7¢)
kann es eine Ubergangszustandsbarriere im Profil der Freien
Energie geben. In den Simulationen fiir das 27mer entsteht
diese Barriere (Abb. 7d) durch die Verringerung der Ketten-
entropie bei groen Q-Werten; d.h., die Zahl der zugingli-
chen Konformationen nimmt stark ab, wenn sich Q dem Wert
fiir den nativen Zustand anndhert (Abb. 7b). Dies fiihrt zu ei-
ner ,,Verengung* im Faltungstrichter und damit zu einem En-
tropie-,,Engpa3“. Dies dhnelt den unimolekularen Dissoziati-
onsreaktionen kleiner Molekiile, bei denen es aufgrund der
Notwendigkeit, da ein hinreichender Anteil der inneren
Energie in dem mit der Dissoziation assoziierten Freiheits-
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grad enthalten ist, ebenfalls einen EngpaB} gibt.['>¥ Beim
Hochtemperatur-Szenario aus Abbildung 7 nehmen sowohl
die Energie als auch die Entropie im wesentlichen monoton
ab, wihrend das System sich dem nativen Zustand nihert.
Demnach ist es das Verhiltnis zwischen den Geschwindigkei-
ten der Abnahme der Energie und der Entropie, das be-
stimmt, ob es eine Barriere der Freien Energie gibt und wo die-
se auftritt. Eine anderes Verhéltnis zwischen der gemittelten
effektiven Energie und der Konformationsentropie konnte
die Ubergangsbarriere der Freien Energie zu kleineren Wert-
en von Q als den in Abbildung 7d gezeigten bewegen. Die Ki-
netik fiir ein einfaches Modell, das auf einem Trichter mit ei-
ner ,,spaten” Barriere beruht, ist durch eine Mastergleichung
beschrieben worden, die zusitzliche Einsicht verschafft.[>

Eine Fliche der in Abbildung 7 gezeigten allgemeinen Ge-
stalt wird wahrscheinlich zu einer schnellen Faltung fiihren,
und zwar viel schneller, als man es fiir die in Abbildung 6 ge-
zeigte Flache erwarten wiirde. Die Zahl der erforderlichen
Monte-Carlo-Schritte liegt in der GroBenordnung von 107
fiir Abbildung 7 (durch Simulationen erhalten) und von 10
fiir Abbildung 6; diese Zahl wurde aus Abbildung 8 durch Ex-
trapolation erhalten (siehe unten), da die fiir die Ermittlung
eines genauen Werts erforderlichen Monte-Carlo-Simula-
tionen zuviel Computerrechenzeit erfordert hitten. Nach
den in Abschnitt 10.1 dargelegten Grof3enordnungs-
argumenten entspricht dies einem Wert von 10 ms fiir die
schnelle Faltung (Abb. 7) und von 20 s fiir die langsamere Fal-
tung (Abb. 6). Beide liegen im Bereich der tatsichlichen Fal-
tungszeiten realer Proteine. Abbildung 7 stellt einen einfa-
chen, aber nichttrivialen Trichter dar; er ist einfach, weil die
mittlere effektive Energie im wesentlichen monoton in Rich-
tung des nativen Zustands abnimmt, und nichttrivial, weil die
Zahl der Zustédnde, die fiir die Faltungstrajektorien zuging-
lich sind, schneller abnimmt, als man aufgrund der Zunahme
von Q erwarten wiirde. Faltungsszenarien, die auf Abbil-
dung 7 beruhen, sind als Losungen des Levinthal-Paradoxons
einleuchtend und ansprechend. Sie entsprechen einer schnel-
len, vorbestimmten Diffusion der Fortschrittsvariablen zum
nativen Zustand, wobei der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt die Uberquerung einer Entropie-Barriere ist. Eine Be-
schreibung, die einem Modell vom Kramers-Typlh % ent-
spricht, wire auf diese Reaktion anwendbar. Solch ein verein-
fachter Trichter ist die idealisierte Darstellung einer mogli-
chen Art von Faltungsszenarien. Gittersimulationen haben
alternative Szenarien nahegelegt, z. B. das in Abbildung 6 ge-
zeigte, und komplexere Szenarien ergeben sich, wenn man
Experimente oder Simulationen lidngerer Gitterketten inter-
pretiert (sieche Abschnitt 7). Ebenso wichtig ist, da die ver-
schiedenen Faltungsszenarien keine Auskunft dariiber geben,
wie die Flache der mittleren effektiven Energie durch die Se-
quenz und die daraus resultierenden Wechselwirkungen be-
stimmt wird (siche Abschnitt 8).

Bei den Szenarien der Abbildungen 6 und 7 ist die Wahr-
scheinlichkeit fiir das Erreichen des Ubergangsbereichs ge-
ring, unabhéngig davon, ob es eine entropische oder eine
energetische Barriere gibt. Sie ist jedoch viel groBer als bei
der uneingeschrinkten Zufallssuche, die Levinthal betrachtet
hatte, und zwar in hinreichendem AusmaB, so da3 diese Mo-
dellsysteme sich in annehmbarer Zeit falten kénnen. Wie wir
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gesehen haben, ist die wichtigste Voraussetzung hierfiir die
Neigung der Energieflache zum nativen Zustand hin, entwe-
der durch einen Energiegradienten und/oder durch die Ein-
schriankung des zugédnglichen Konformationsraums.

Eine wichtige Schluffolgerung aus den Abbildungen 6 und
7 ist, daB die Fldchen der mittleren effektiven Energie und der
Freien Energie eines Proteins eine starke Temperaturabhén-
gigkeit aufweisen, im Unterschied zur Situation bei einfachen
chemischen Reaktionen wie H + H,, bei denen diese Oberfla-
chen nahezu unabhéngig von der Temperatur sind. Dies ist auf
die geringfiigige Rolle der Entropie bei den meisten Reaktio-
nen kleiner Molekiile und ihre essentielle Bedeutung fiir die
Proteinfaltung zuriickzufiihren. Es gibt einen auffallenden
Unterschied zwischen den Temperaturabhéngigkeiten der
Geschwindigkeitskonstanten beider Reaktionstypen (Abb. 8).
Die Geschwindigkeitskonstante fiir die Reaktion H+H,

a) 281
261
241
Ink 221

201

10 15 20 265 30 35
1000/T/K-' ——»

b) _16]
[11

17 ﬂ I
T )

-181
Ink

1
—19]
i

05 06 07 08 09 10
1UTIx —
Abb. 8. Arrhenius-Auftragungen von Ink als Funktion von 1/7 a) fiir die
Reaktion H + H, (nach Lit.['¥), hier wird fiir k die Einheit cm*mol~'s~! ver-
wendet; b) fiir die Proteinfaltungsreaktion am Beispiel der Sequenz aus
Abbildung 6 (nach Lit.’%), hier ist k pro Monte-Carlo-Schritt angegeben.
x = willkiirliche Einheit; fiir x = 1.0 ist 7~ 300 K.

(Abb. 8a)"3 zeigt ein Arrhenius-Verhalten, wie man es auf-
grund des Reaktionsprofils in Abbildung 2d erwarten wiirde.
Die Reaktion wird von der Aktivierungsenergie bestimmt,
und die Aktivierungsentropie spielt nur eine kleine Rolle.
Dies fiihrt dazu, dafl die Freie Aktivierungsenergie nahezu
temperaturunabhéngig ist. Fiir die Proteinfaltungsreaktion
ist Ink als Funktion von 1/T in Abbildung 8b dargestellt.]
Bei niedrigen Temperaturen entspricht das Verhalten dem
nach der Arrhenius-Gleichung erwarteten. Wenn jedoch die
Temperatur zunimmt, weicht das Verhalten deutlich von
dem nach der Arrhenius-Gleichung erwarteten ab: Die Reak-
tionsgeschwindigkeit erreicht ein Maximum und nimmt dann
bei weiterer Temperaturerh6hung wieder ab. Dieses vorher-
gesagte Verhalten wurde bei Studien zur Temperaturabhin-
gigkeit der Geschwindigkeit der Proteinfaltung experimentell
bestiitigt.?> 11 Eine solche Kriimmung im Arrhenius-Plot
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weist darauf hin, daf} die Reaktion bei niedrigen Temperatu-
ren von der Enthalpie und bei hohen von der Entropie be-
herrscht wird. Sowohl in der Simulation als auch im Experi-
ment gibt es einen Beitrag der Aktivierungswiarmekapazitit,
doch der Ursprung dieses Beitrags ist moglicherweise in bei-
den Fillen verschieden, da der Parameter fiir Anziehungs-
krifte im Gitter temperaturunabhéngig ist, die hydrophobe
Wechselwirkung hingegen nicht.! Fiir die Entfaltung erwar-
tet man wegen der gro3en Aktivierungsbarriere fiir das Ent-
kommen aus dem nativen Zustand, die schematisch in Abbil-
dung S a gezeigt ist, eine Temperaturabhéngigkeit, die der Ar-
rhenius-Beziehung entspricht. Entfaltungsexperimente mit
Lysozym[®l und Barnase® haben ein solches einfaches Ver-
halten bestitigt; die Geschwindigkeitskonstante variiert mit
der Temperatur wie in Abbildung 8a dargestellt.

Die beiden in den Abbildungen 6 und 7 gezeigten Arten
von Verhalten konnten fiir verschiedenartige Systeme bei un-
terschiedlichen Temperaturen eintreten, je nach dem Verhalt-
nis zwischen energetischen und entropischen Faktoren und
seiner Variation mit der Temperatur. Dies ist in Abbildung 8b
dargestellt. Fiir eine Aminosduresequenz bei physiologischer
Temperatur konnte das tatsdchliche Verhalten zwischen den
von den Abbildungen 6 und 7 beschriebenen Moglichkeiten
liegen. Wahrscheinlich finden Faltungsszenarien statt, die Ele-
mente von beiden aufweisen; d.h., fiir bestimmte Werte der
Fortschrittsvariablen tritt ein trichterartiges Verhalten ein,
fiir andere eine stochastische Suche. Es ist zu erwarten, daf3
die in Abbildung 8b gezeigte Kurve fiir die Temperaturab-
hingigkeit der Geschwindigkeitskonstante der Faltungsreak-
tion fiir die meisten Proteine gilt, obwohl die optimale Fal-
tungstemperatur und die maximale Faltungsgeschwindigkeit
individuell verschieden sein werden.

Die Ergebnisse der Gittersimulationen deuten auf die es-
sentielle Bedeutung der Fldchen der Enthalpie und der Freien
Energie fiir reale Proteine hin. Obwohl die detaillierte Be-
stimmung der tatsdchlichen Fléche fiir ein Protein jenseits ge-
genwirtiger Rechnerkapazititen liegt, ist es interessant, hier
die Ergebnisse zu betrachten, die fiir ein sehr kleines Modell-
system erhalten wurden: das durch ein detailliertes atomares
Modell beschriebene Alanin-Tetrapeptid.[*®1 Abbildung 9a
zeigt die Struktur des Peptids und die wichtigen Diederwinkel
seiner Konformation. In Abbildung 9b ist die komplexe,
baumartige Struktur der Potentialenergiefldche mit mehreren
Minima dargestellt. Eine Darstellung der Energie als Funk-
tion der beiden orthogonalen Koordinaten (Hauptkomponen-
ten), die die beste Beschreibung liefern, ist in Abbildung 9c¢
gezeigt. Die eher becken- als trichterférmige Gestalt der Ge-
samtfldche ist ebenso offensichtlich wie die zahlreichen tiefen
lokalen Minima. Die Fldche beschreibt eine recht breite Gru-
be bis hinab zu einer Energie (ca. 4 kcalmol™!), bei der sich
die Energieminima in einzelne Becken trennen. Da ein Pro-
tein hundertmal so viele verédnderliche Diederwinkel hat
wie dieses kleine Peptid und die Rechnungen ohne Bertick-
sichtigung eines Losungsmittels durchgefiihrt wurden (das
moglicherweise einige der lokalen Minima ,,gegléttet” hitte),
ist die Extrapolation auf das zu erwartende Verhalten schwie-
rig. Trotzdem macht das Peptid deutlich, daB3 es viele Fallen
geben kann, die vermieden werden miissen, wenn die Sequenz
sich schnell zum Energieminimum des nativen Zustands fal-
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ten soll. Wie dies geschieht, ist eine wichtige Frage, die noch
beantwortet werden muf3, obwohl es bei einer groleren Zahl
von Freiheitsgraden eine erhohte Wahrscheinlichkeit geben
mag, diese Barrieren und Fallen zu vermeiden.

6. Experimentelle Befunde iiber Energiefliichen

Ein wichtiges Ziel bei der experimentellen Untersuchung
jeder Reaktion ist es, Informationen iiber die Strukturen der
Reaktanten in Abhéngigkeit von der Zeit zu erhalten und die-
se mit der Energiefldche in Beziehung zu setzen. Obwohl dies
im Detail bisher nur fiir die Reaktion H 4+ H, und die einiger
anderer kleiner Molekiile (siehe Abschnitt 2) erreicht wurde,
haben die aus diesen Untersuchungen gewonnenen Einsich-
ten ein begriffliches Geriist fiir einen weiten Bereich von Re-
aktionen bereitgestellt, einschlieflich der meisten Reaktio-
nen, die in der Organischen Chemie von Bedeutung sind.[®]
Bei diesen trifft es oft zu, daBl nur ein kleiner Teil des Mole-
kiils tatsdchlich an der Reaktion teilnimmt, so da3 die An-
wendung der Theorie der Reaktionsgeschwindigkeit nicht viel
komplexer ist als fiir sehr einfache Reaktionen.[] Das Pro-
blem ist bei Proteinen sehr viel anspruchsvoller, weil bis auf
die letzten Stadien der Faltungsreaktion immer ein sehr gro-
Ber Bereich von Struktureinheiten beteiligt ist, wobei jeweils
die gesamte Polypeptidkette betroffen ist. Das bedeutet, daf3
man die Verteilungsfunktion, welche die beteiligten Struktu-
ren beschreibt, als eine Funktion der Fortschrittsvariablen be-
stimmen muf3. Nur in einigen einfachen Féllen, z.B. den in
den Abbildungen 6 und 7 dargestellten, 146t sich die Zeitab-
héngigkeit der mittleren Struktur durch einfache kinetische
Schemata interpretieren, so wie bei Reaktionen kleiner Mole-
kiile. Wegen solcher Komplikationen war ein betrachtlicher
Einfallsreichtum gefragt, um Methoden zu ersinnen, die fiir
Strukturuntersuchungen bei der Proteinfaltung geeignet sind
(siehe Abschnitt 10.2). Dartiber hinaus finden viele Faltungs-
reaktionen im Bereich von Millisekunden bis Sekunden statt,
was im Vergleich mit den Zeiten, die fiir die Bestimmung von
Proteinstrukturen in Losung mit konventionellen Techniken
erforderlich sind, schnell ist. Bei den meisten Untersuchungen
erfolgt eine schnelle Storung des Systems aus dem Gleichge-
wicht, so dafl die Anndherung an den nativen Zustand ver-
folgt werden kann. Da man mit einer einzelnen experimentel-
len Methode nicht in der Lage ist, mehr als einen kleinen Teil
der Einzelheiten beizusteuern, die fiir eine vollstindige Cha-
rakterisierung der Faltungsreaktion erforderlich sind, hat man
Kombinationen von Methoden verwendet, um die verschiede-
nen Aspekte der sich bildenden Struktur zu untersuchen
(siehe Abschnitt 10.2).

Bei manchen Proteinen ergeben Untersuchungsmethoden
fiir unterschiedliche Aspekte der Struktur sehr unterschiedli-
che Ergebnisse fiir das kinetisches Verhalten wihrend der Fal-
tung. Einer der friithesten diesbeziiglichen Befunde war, daf3
bei vielen Proteinen die extrinsische Fluoreszenz eines Farb-
stoffs (Ammoniumsalz der 8-Anilinonaphthalin-1-sulfonsidu-
re, ANS), der zur Reaktionsmischung zugesetzt wurde, frither
auftrat als die intrinsische Fluoreszenz der aromatischen Sei-
tenketten.[*! Da erstere die Bildung von Clustern aus hydro-
phoben Aminosduren anzeigt und letztere die dem nativen
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Zustand dhnliche Anordnung der Seitenketten, deutet dieses
Ergebnis an, dafl das Kollabieren zu einem recht ungeordne-
ten Knéduel vor der Bildung einer nativ-dhnlichen Struktur
stattfindet. Direkte Hinweise auf einen solchen Kollaps erga-
ben sich kiirzlich in Untersuchungen des Myoglobins durch
Rontgenkleinwinkelstreuung (small angle X-ray scattering,
SAXS).[*1 Bei der Faltung unter sauren Bedingungen ist nach
6 ms der Gyrationsradius nahezu ununterscheidbar von dem
im nativen Zustand, der sich unter denselben Bedingungen
nach ca. 1 s bildet.

Diese Ergebnisse sind weitgehend konsistent mit dem in
Abbildung 6 gezeigten Faltungsszenario, bei dem der Ran-
dom-globule-Zustand schnell gebildet wird. In der Simulation
mit dem 27mer ist die Gesamtzahl der Kontakte grof3 (> 20
von 28), so wie man es fiir einen kollabierten Zustand erwar-
ten wiirde, im Unterschied zum Random-coil-Zustand, der im
Mittel sieben Kontakte aufweist, von denen man die meisten
letztlich aber nicht in der nativen Struktur findet (der durch-
schnittliche Q-Wert betrigt ca. 0.25). Dieser ungeordnete kol-
labierte Zustand entspricht einer Situation, in der ein unspe-
zifisches Verbergen der hydrophoben Seitenketten den Ver-
lust an Konformationsentropie kompensiert. Dies erklart
den experimentellen Befund, da$ die meisten tertidren Wech-
selwirkungen bei diesen Zustéinden nicht besténdig sind und
dal Umordnungen der Struktur ein Teil des Faltungsprozes-
ses sind.I* 71 Der Kollaps zu einem ungeordneten Kn#uel tritt
mit besonders hoher Wahrscheinlichkeit bei Proteinen auf,
die einen nennenswerten hydrophoben Kern aufweisen, also
bei grofleren Proteinen, bei denen der Anteil der im Inneren
verborgenen im Vergleich zu dem der oberfldchenexponier-
ten Aminosduren grof3 ist. Andere Faktoren, wie etwa das
Vorhandensein von Disulfidbriicken, mogen auch zu diesem
Verhalten beitragen, da die Bildung von Quervernetzungen
die Entropie-,,Gebiihr* fiir den Kollaps dadurch verringert,
daB sie die Unordnung der entfalteten Polypeptidkette be-
grenzt.l?]

Die Eigenschaften der kollabierten, aber nichtnativen Zu-
stande ist fiir mehrere Proteine detailliert erforscht worden
(Abb. 10), z.B. fiir das gut untersuchte a-Lactalbumin.[*73

Abb. 9. Der Konformationsraum fiir das blockierte
Alanin-Tetrapeptid. a) Das Peptid mit den Diederwin-
keln ¢ und 1 des Riickgrats. b) Baumstruktur-Darstel-
lung der 139 Minima der Energiefliche des Tetrapep-
tids. Die den Minima entsprechenden Energien (je-
weils durch die unteren Enden der Linien angezeigt)
sind auf der Energieskala [kcalmol™'] relativ zur ge-
ringsten Energie angegeben. c) Ein vereinfachtes drei-
dimensionales Diagramm der Energiefliche des
Hauptbeckens A, welches das Konformer mit der ge-
ringsten Energie beinhaltet (Becken D), sowie die
Projektion auf zwei Hauptkomponenten (eine redu-
zierte Darstellung im Vergleich mit den sieben verdn-
derlichen Diederwinkeln, welche die Konformation
festlegen, siehe a)). Interessanterweise ist der zugidng-
liche Bereich sehr weit ausgedehnt, bis hinunter zu ei-
nem Energieniveau von ca. 4 kcalmol™, bei dem sich
die einzelnen Becken voneinander abgrenzen. Es gibt
offensichtlich viele ,,Energiefallen* auf dieser Oberflé-
che. (Mit Verdnderungen aus Lit.[* % {ibernommen.)
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Beim a-Lactalbumin findet man, daf sich die Signale fiir den
Fern- und den Nah-UV-Circulardichroismus in Stopped-flow-
Experimenten mit sehr verschiedenen Kinetiken entwickeln
(Abb. 10b), was darauf hinweist, daB bereits vor der Bildung
der dichtgepackten Tertidrstruktur und des nativen Zustands
viele Sekundérstrukturelemente im kollabierten Zustand vor-
liegen.™ Untersuchungen von stabilen Analoga dieses unter
kinetischer Kontrolle gebildeten kollabierten Zustands durch
mehrere Methoden, einschlieSlich der Bestimmung, in wel-
chem Ausmaf die Wasserstoffatome vor einem Austausch ge-

by 1.2+
1]

0.8
0.6
0.4

a) 1.2T
14

0.8
T 0.6 !

Fern-UV-CD
Fern-UV-CD

Fluoreszenz
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und auf spezifische tertidre Kontakte zumindest fiir einen
Kern innerhalb dieser kollabierten Strukturen (Molten globu-
les) ergeben!” 78l (Abb. 11), deren wichtige Rolle bei der Fal-
tung erstmals von Ptitsyn et al.l*> 7l vorgeschlagen wurde. Ob-
wohl nach neueren Experimenten sowohl native als auch
nichtnative Kontakte im Molten-globule-Zustand des a-Lact-
albumins existieren konnen,/®! scheinen die nativen fiir die
Festlegung des Gesamtfaltungsmusters ausschlaggebend zu
sein.[’!l Die Faltung der Polypeptidkette zum Molten globule
kann eine geringe Kooperativitit aufweisen,®* %! wihrend
NMR-spektroskopische ~ Untersuchun-
gen zur Kinetik, bei denen die Bewegung
einzelner Aminosduren verfolgt wurde,
darauf hinweisen, daf3 die fiir den na-
tiven Zustand charakteristische dichte
Packung in hochkooperativer Weise ent-
steht. 83 84 Eine Faltung dieses Typs mit ei-
nem spiten Ubergangszustand korreliert
mit dem Simulationsergebnis aus Abbil-
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dung 6.

Bei einigen Proteinen hat man, im Un-
terschied zu den oben diskutierten, fest-
gestellt, da3 die mit mehreren physikali-
schen Methoden bestimmten Geschwin-
digkeiten, mit denen sich die verschiede-
nen Aspekte der Struktur entwickeln,
sehr #dhnlich sindP®! (Abb. 10b). Dies legt
nahe, daf3 es in diesen Fillen keine nen-
nenswerte Anreicherung partiell gefalte-
ter Zwischenprodukte gibt; d.h., Mole-
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Abb. 10. Experimentelle Ergebnisse aus Untersuchungen der Kinetik der Proteinfaltung. a) Fern-
UV-CD- und Fluoreszenz-Daten fiir das Protein '"FNIII (x = Anteil der nativen Form). Alle expe-
rimentellen Daten kdnnen durch einfache exponentielle Kurven beschrieben werden.['®] b) Nah-
und Fern-UV-CD-Daten fiir die Apo-Form des Rinder-a-Lactalbumins.[® Das Nah-UV-CD-Signal
(ein MaB fiir die Tertidrstruktur) entwickelt sich viel langsamer als das Fern-UV-CD-Signal (ein
MaB fiir die Sekundérstruktur). ¢) Nah- und Fern-UV-CD-Daten sowie Anteil des Wasserstoffaus-
tauschs bei HiihnereiweiB-Lysozym. DaB8 das Fern-UV-CD-Signal zunéchst iiber den Endwert
hinausschieB3t, weist auf die Entwicklung nichtnativer Wechselwirkungen hin, und daf ein Schutz
vor Wasserstoffaustausch vor der Bildung der Tertidrstruktur besteht, spricht fiir das Auftreten
von Zwischenstufen mit bestdndiger Struktur. d) Einzelheiten des in c) gezeigten Schutzes vor
Wasserstoffaustausch. Die beiden Dominen des Lysozyms bilden die vor Wasserstoffaustausch
schiitzenden Strukturelemente mit unterschiedlichen Geschwindigkeiten, und die schnelle erste
Phase der Schutzwirkung in beiden Fillen deutet darauf hin, daB sich einige Molekiile — verglichen

mit dem Rest der Population — auf einer ,,Schnellspur* falten.

schiitzt werden, deuten an, daB die Sekundirstruktur zumin-
dest einen teilweisen, wenn nicht gar einen starken nativen
Charakter hat.”> 7 Diese Sekundérstruktur ist nicht wichtig
fiir die Faltung des 27mers,?® 5 aber Simulationen eines
125meren Gitterproteins (kubischer 5 x 5 x 5-Grundzustand)
haben ergeben, daf3 die Sekundérstruktur die Suche des kolla-
bierten Zustands nach dem nativ-dhnlichen Faltungs-,,Kern*
beschleunigt.P*! Allgemeiner formuliert scheint eine geeig-
nete Mischung aus nativen Kontakten kurzer und langer
Reichweite fiir eine schnelle Faltung wichtig zu sein. Experi-
mentelle Untersuchungen mit a-Lactalbumin haben auch
Hinweise auf ein insgesamt nativ-dhnliches Faltungsmuster
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1 kiilzustdnde mit einer teilweise gebilde-
ten Sekundérstruktur oder mit einer Se-
kundarstruktur ohne vollstéandig gebilde-
te tertidre Wechselwirkungen sind nicht
nennenswert populiert. Eine Reihe von
Proteinen mit unterschiedlichen Fal-
tungstopologien weist dieses Verhalten
auf.Pl Das wichtigste gemeinsame Merk-
mal scheint zu sein, daf3 alle diese Protei-
ne klein sind ( <100 Aminoséduren) und
in der nativen Struktur nicht mehr als ei-
ne Domine enthalten. Die einfachste In-
terpretation ist, da} die erhaltenen Er-
gebnisse auf einer kinetischen ,,Zwei-
Zustands“-Reaktion beruhen; d.h., daf
es zu jeder gegebenen Zeit eine Mole-
kiilverteilung gibt, die hauptsichlich
aus einer Mischung von ,.entfalteten und nativen Polypeptid-
ketten besteht. Ein Verhalten dieser Art konnte aus einer
trichterféormigen Potentialenergiefliche resultieren (siehe
Abb. 7), vorausgesetzt, es gibt eine hinreichend hohe Entro-
piebarriere, die zu einer einfach-exponentiellen Faltungskine-
tik fiihrt. Die in Abbildung 7 gezeigten Ergebnisse aus Gitter-
simulationen ergaben eine Entropiebarriere, die spét (bei ho-
hen Werten von Q) auftritt. Dennoch ist, wie bereits erwihnt,
eine frithe Barriere (bei niedrigen Werten von Q) ebenfalls
moglich; das wiirde bedeuten, daB3 nur ein kleiner Bruchteil
der nativen Kontakte im Ubergangsbereich existieren wiirde.
Dies wiirde zu einem ,,Nucleations“-Mechanismus fiihren, bei
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Abb. 11. Ergebnis der NMR-spektroskopischen Untersuchung des Schut-
zes vor Wasserstoffaustausch im hydrophoben Kern des Molten-globule-
Zustands von Pferde-Lysozym. Dieser Kern besteht vor allem aus Amino-
sduren, die im nativen Zustand drei der vier a-Helices des Proteins bilden
(Helices A, B und D). Verindert iibernommen aus Lit.”® a-Helices sind
rot, B-Faltblattstringe blau gezeichnet, Disulfidbriicken sind als Kugel-
Stab-Modelle und die Seitenketten des hydrophoben Kerns als Kalotten-
modelle dargestellt; bei diesen wurden statt der van-der-Waals-Radien
etwas kleinere Werte fiir die Radien verwendet.

dem die Bildung eines Nucleus unter Beteiligung spezifischer
Kontakte eines kleinen Teils der Aminosduren der geschwin-
digkeitsbestimmende Schritt der Faltungsreaktion ist.[%> 8¢
Die Freie Energie des Systems beginnt erst abzunehmen,
wenn die energetische Stabilisierung durch nativ-dhnliche
Kontakte grof3 genug ist, um den bei der Nucleation eintreten-
den Entropieverlust durch die Einschrinkung der zugingli-
chen Konformationen iiberzukompensieren; eine detaillierte
Beschreibung der Nucleation bei der Bildung von Sichelzell-
Fasern durch Hiamoglobin ist diesbeziiglich ebenfalls von In-
teresse.l¥] Man hat bei Gittermodellsimulationen festgestellt,
daf Sequenzen, die die Energieliicke zwischen dem Grundzu-
stand und der mittleren Energie eines Random globule opti-
mieren, sich schnell falten, und zwar iiber einen Nucleations-
mechanismus, dessen Ubergangsbereich einem Q-Wert von
ca. 0.2 entspricht.['> %] Ein solcher Nucleus kann immer noch
eine hohe Entropie haben, da viele Konformationen mit ihm
vereinbar sind. Ein Nucleationsmechanismus ist auf der
Grundlage experimenteller Studien auch fiir die Faltung klei-
ner Proteine vorgeschlagen wordenl®! (siche unten). Es
scheint keinen Fall zu geben, bei dem die experimentellen Da-
ten auf der Millisekunden-Zeitskala auf eine graduelles
»Wachsen“ von strukturierten Bereichen in einem Kkleinen
Protein hindeuten, wie man es fiir einen Trichter ohne eine
Barriere der Freien Energie erwarten wiirde. Bei dem auf ei-
ner Nucleation basierenden Faltungsmechanismus ist die
Struktur des Nucleus, die sich stark von der des nativen Zu-
stands unterscheidet, von besonderem Interesse. Eine beson-
ders geeignete Methode fiir die Erforschung des Ubergangs-
bereichs ist das Protein-Engineering.®] Bei diesem Verfahren
tauscht man gezielt Aminosiduren gegeneinander aus und
miBt die Anderung der Faltungs- und Entfaltungsgeschwin-
digkeiten im Vergleich zur Auswirkung des Austauschs auf
die Gesamtstabilitdt des Proteins. Wenn beispielsweise eine
Aminosiure im Ubergangsbereich nativ-dhnliche Kontakte
hat, wiirde man erwarten, da3 eine Mutation ungefdhr den
gleichen Effekt auf die Stabilitit des Ubergangszustands wie
auf die des nativen Zustands ausiibt. Demnach wiirde die Mu-
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tation zu einer Anderung der Faltungsgeschwindigkeit, nicht
aber der Entfaltungsgeschwindigkeit fithren; wenn eine Ami-
nosiure keine Kontakte im Ubergangsbereich hat, dann sollte
das Umgekehrte zutreffen. Durch Untersuchung einer gro3en
Zahl von Mutanten ist eine detaillierte Charakterisierung des
Ubergangsbereichs moglich.®! Die Methode ist auf mehrere
Proteine angewendet worden, einschlielich des Chymotryp-
sin-Inhibitors CI2I*> °!l aus Gerste, eines schnell faltenden Pro-
teins mit einer ,,Zwei-Zustands“-Faltungskinetik der oben
diskutierten Art. Man fand, daf eine kleine Gruppe von Ami-
nosiuren im Ubergangsbereich nativ-dhnliche Kontakte hat.
Diese sind in der durch eine Simulation optimierten Sequenz
von CI2 sowie in einer Reihe verwandter Sequenzen hochgra-
dig konserviert.”l Dies deutet auf einen breiten Ubergangs-
bereich hin — anstelle eines wohldefinierten Ubergangszustands
—, weil ein Ensemble von Zustinden mit sehr verschiedenen
Strukturen denselben oder einen dhnlichen Nucleus haben
kann.®l Eine neuere Untersuchung der Faltungskinetiken von
zwei Formen von Cytochromc, die sehr dhnliche native Struk-
turen, aber nur 60 % Sequenzidentitit aufweisen, deutet auch
auf einen friihen Ubergangszustand hin, in dem nur die kon-
servierten Bereiche eine wohldefinierte Struktur aufweisen.

Obwohl die beiden in diesem Abschnitt beschriebenen ex-
perimentellen Szenarien der Faltung sehr verschieden er-
scheinen, ist ihnen gemeinsam, da3 am Faltungsprozef3 ein
Absuchen des Konformationsraums nach nativ-dhnlichen
Kontakten beteiligt ist, das die Aminoséduren einander rdaum-
lich nahebringt. Der Unterschied in den Fldchen der mittleren
effektiven Energie und die resultierenden Kinetiken spiegeln
die Wichtigkeit der Kontakte zwischen bestimmten Amino-
sduren wider. Fiir einige Sequenzen ist ein kollabierter Zu-
stand gegeniiber den langgestreckten Zustédnden selbst dann
energetisch begiinstigt, wenn die meisten Kontakte nur Ami-
nosiuren zusammenbringen, die vom richtigen Typ sind (z. B.
eine hydrophobe Seitenkette enthalten). Bei der Faltung auf
einer solchen Fliche findet die Konformationssuche im kolla-
bierten Zustand statt, und die Umordnung der Kontakte bei
der Bildung des spiten Ubergangsbereichs erfordert mogli-
cherweise die Uberwindung nennenswerter Barrieren, die
im entfalteten Zustand nicht vorhanden sind. Bei anderen
Proteinen ist eine kollabierte Struktur nur beim Vorhanden-
sein einer Gruppe hochspezifischer und energetisch giinstiger
(nativ-dhnlicher) Kontakte stabil. In diesem Fall kann die Su-
che nach einem relativ kleinen Nucleus hauptséchlich im ent-
falteten Zustand stattfinden, und der Ubergangsbereich wird
frithzeitig wiahrend des Faltungsprozesses durchlaufen. Muta-
tionen und/oder Verdnderungen der dufleren Bedingungen
konnen die Energiefliche umgestalten und die Details der
Faltungsreaktion verdndern, indem sie die Balance zwischen
der effektiven Energie und der Konformationsentropie so
verindern, daB der Ubergangsbereich verschoben wird. Die-
ser Effekt ist experimentell bei mehreren Proteinen festge-
stellt worden.> %I Wesentliche Veridnderungen in der Positi-
on des Ubergangsbereichs, die auf dessen labilen Charakter
und seine kritische Abhéngigkeit von der Balance zwischen
effektiver Energie und Entropie hinweisen, sind fiir einige
Ala —Gly-Mutanten (Austausch von Alanin gegen Glycin)
der monomeren Form des sich schnell faltenden A-Repressor-
proteins nachgewiesen worden.’)
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7. Komplexitit der Faltung

Viele Reaktionen kleiner Molekiile haben komplexere Ki-
netiken als die (H+ H,)-Reaktion. Es kann eine Serie von
Zwischenstufen und mehr als ein Produkt geben. Man kann
die Theorie der Reaktionsgeschwindigkeit ohne weiteres er-
ginzen, um solche Merkmale zu beriicksichtigen. Dement-
sprechend ist das bei Proteinen, insbesondere bei grofieren,
experimentell beobachtbare Verhalten komplexer als bei
den im vorhergehenden Abschnitt behandelten Fillen. Um
die Proteinfaltung besser zu verstehen, kann man die Er-
kenntnisse verwenden, die man aus Simulationen einfacherer
Systeme erhalten hat, und aus ihnen Energiefldchen ableiten,
die mit den experimentell beobachteten Eigenschaften ver-
einbar sind.

Eine Fliche fiir ein komplexes Faltungsszenario ist in Ab-
bildung 12 schematisch dargestellt. Sie beruht hauptsédchlich
auf Experimenten mit Lysozym und wurde so gestaltet, daf3
sie den in den Abbildungen 10c und d dargestellten Ergebnis-
sen entspricht. Insbesondere enthilt die Fliche Merkmale, die
zwei der im Faltungsprozef3 auftretenden komplexen Eigen-
schaften erkliren.[® %101 Das erste ist, daB sich unterscheid-

Abb. 12. Aus experimentellen Daten zur Faltung des Lysozyms abgeleitete
Flache der gemittelten effektiven Energie (siche Text, Abschnitt 10.2 und
Abb. 10), dargestellt a) als Konturdiagramm und b) als dreidimensionale
Oberfliche. Mehrere mogliche Faltungstrajektorien sind eingezeichnet: ei-
ne Trajektorie fiir die schnelle Faltung (gelb), eine Trajektorie fiir die lang-
same Faltung (griin), die iiber eine hohe Energiebarriere verlduft, und eine
Trajektorie fiir die langsame Faltung (rot), die zunéchst zu einem weniger
gefalteten Zustand zuriickkehrt und dann dem der schnell faltenden Va-
riante entsprechenden Tal folgt.

924

bare Zwischenstufen wéihrend der Faltung anreichern. Dies
deutet darauf hin, daB es in der Energiefliche vor dem Uber-
gangsbereich fiir die Bildung des nativen Zustands signifikan-
te Minima gibt. Das zweite ist, da} der native Zustand fiir eine
Teilpopulation der riickfaltenden Molekiile schneller erreicht
wird.['% 191 Dies deutet an, daB es Trajektorien fiir schnelle
und langsame Faltung gibt und daB ein ,,Grat" in der Energie-
fliche den Ubergang zwischen ihnen behindert. Diese Ergeb-
nisse kann man mit dem von Guo und Thirumalai diskutierten
Mechanismus!'®? des ,kinetic partitioning” (etwa: kinetische
Trennung) in Beziehung setzen. Um ein solches Ver-
halten in die Energiefliche einbauen zu konnen, muf3 man
den Fortschritt der Reaktion durch mehr als nur die einfache,
die nativen Kontakte betreffende Variable Q kennzeichnen,
die wir fiir die oben beschriebenen einfacheren Flidchen be-
nutzt haben. Man benétigt mindestens eine weitere Variable.
Es ist bezeichnend fiir unser relativ groles Unwissen iiber die
detaillierten Mechanismen der Faltung, daf3 es nicht geniigend
Informationen gibt, um der zusétzlichen Variablen eine genau
definierte physikalische Bedeutung zuzuordnen. Dabei konn-
te beispielsweise die Zahl der nichtnativen Kontakte in einem
teilweise gefalteten Zustand beteiligt sein. Diese wire, ebenso
wie der Anteil der exponierten Oberfldche des Proteins, ein
MaS8 fiir dessen Kompaktheit.

Bei der Faltung des Lysozyms gibt es Zwischenstufen, weil
die bestiandige Struktur sich nicht fiir das ganze Protein in ko-
operativer Weise aus dem kollabierten Zustand bildet, der
frithzeitig in der Faltungsreaktion entsteht; dieser Kollaps
entspricht dem steilen Gefille am oberen Rand von Abbil-
dung 12b. Statt dessen entwickeln sich nativ-dhnliche Struk-
turen unabhingig voneinander in den beiden Doménen, die
das native Faltungsmuster bilden (siche Abb. 1) und von de-
nen die eine iiberwiegend a-Helices, die andere hingegen ei-
nen betriichtlichen Anteil an f-Faltblatt enthilt.'”] Da die
a-Domine sich schneller faltet als die andere, ergibt sich ein
teilweise gefalteter Zustand, in dem die sich schneller faltende
Domiéne bereits strukturiert ist. In der Fldche in Abbil-
dung 12b entspricht dies dem tiefen Minimum auf der rechten
Seite. Innerhalb jeder Doméne ist die Bildung bestédndiger
Strukturen im wesentlichen kooperativ und kann — muf} aber
nicht (siehe unten) — dhnlich schnell stattfinden wie die voll-
standige Faltung eines kleinen Ein-Doménen-Proteins.” 101
Die beiden Doméinen vereinigen sich in einem langsameren
Schritt, der mit der Bildung des vollstédndig nativ-dhnlichen
Zustands innerhalb der Doménen gekoppelt ist; dies wird
durch die Barriere auf der linken Seite von Abbildung 12b
angezeigt. In Ubereinstimmung mit diesen Experimenten
hat man in Gittersimulationen ldngerer Ketten mehr als eine
Faltungsdoméne gefunden.P* % Die Ergebnisse deuten dar-
auf hin, daB Dominen'"! ein wichtiges Merkmal bei der Fal-
tung groBerer Proteine sind, im Unterschied zu der von klei-
nen Proteinen (und kurzen Ketten in Gittersimulationen), bei
denen oft die gesamte Polypeptidkette die einzige kooperati-
ve Einheit ist.[> 8

Es gibt viele Beweise dafiir, da3 das Auftreten von Zwi-
schenstufen bei der Faltung aller Proteine au3er den kleinsten
die Regel ist. Wichtige Informationen dariiber kann man aus
den Ergebnissen von Protein-Engineering-Experimenten er-
halten, wie sie in Abschnitt 6 fiir die Charakterisierung des
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Ubergangsbereichs beschrieben worden sind. Eines der
grofferen Proteine, fiir die solche Untersuchungen gemacht
wurden, ist Barnase, eine Ribonuclease aus Bacillus amyloli-
quefaciens® 1% aus 110 Aminosduren. Wie Lysozym bildet
dieses Protein eine wohldefinierte Zwischenstufe, die in
erheblichem Umfang nativ-dhnlich strukturiert ist. Die Pro-
tein-Engineering-Experimente ergeben, dal} zusitzliche na-
tiv-ihnliche Strukturelemente im Ubergangsbereich der Fal-
tung existieren, der bei wesentlich hoheren O-Werten auftritt
als bei kleinen Proteinen wie CI2. Wie bei Lysozym ist die Zu-
sammenlagerung teilweise vorgeformter Domédnen mogli-
cherweise am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt betei-
ligt.[*]

Der Nachweis kinetischer Zwischenstufen bei der Faltung
groBerer Proteine wie Lysozym und Barnase hat eine lebhafte
Diskussion iiber ihre Bedeutung ausgeldst.’s 197191 Eg gibt
hierzu zwei sehr unterschiedliche Ansichten. Eine ist, daB3 die-
se Zwischenstufen produktiv sind und dazu beitragen, den
Faltungsproze$3 in Richtung des nativen Zustands zu lenken,
wobei sie als Schablonen fiir die Bildung nativ-dhnlicher
Strukturen dienen und die zu durchlaufenden Konformatio-
nen begrenzen. Dies kann die Suche beschleunigen, was die
Proteinfaltung wiederum von Reaktionen kleiner Molekiile
unterscheidet, bei denen das Auftreten von Zwischenstufen
im allgemeinen die Reaktionsgeschwindigkeit verringert. Al-
ternativ konnten die Zwischenstufen kinetische Fallen sein,
an denen z. B. falsch gefaltete Konformationen beteiligt sind,
die den Faltungsvorgang behindern und die Bildung des nati-
ven Zustands verlangsamen; solche Zwischenstufen tauchen
in der Gittersimulation fiir das 125mer auf."*] Dies entspricht
der Situation bei den Reaktionen kleiner Molekiile, bei denen
eine Zwischenstufe die Reaktionsgeschwindigkeit verringert,
obwohl sie vielleicht eine entscheidende Rolle fiir die Bildung
des Produkts spielt. Wahrscheinlich treten bei der Faltung bei-
de Arten von Zwischenstufen auf, wobei ihre Rolle von der
Aminosduresequenz und den Umgebungsbedingungen ab-
héngt, wie Experimente mit Ubiquitin®! und Cytochrom c1%!
ergeben haben.

Das Auftreten von sich langsam faltenden neben sich
schnell faltenden Molekiilen bei Lysozym erhellt die Bedeu-
tung der Zwischenstufen fiir die Faltung. Bei manchen Sy-
stemen sind unterschiedliche Populationen, die sich mit ver-
schiedenen Geschwindigkeiten falten, an der Isomerisierung
des Protein-Riickgrats beteiligt.''! Insbesondere sind in einer
entfalteten Polypeptidkette das cis- und das trans-Isomer des
Prolins dhnlich stabil, und die Barriere fiir ihre Umwandlung
ineinander ist hoch; die Faltungsreaktion schlie3t deshalb fiir
die Molekiile, die zu Beginn der Faltung als nichtnative Iso-
mere vorliegen, einen zusétzlichen langsamen Schritt ein.
Im Fall von Lysozym scheint jedoch der Ursprung der kineti-
schen Heterogenitidt nicht mit Prolin-Resten zusammenzu-
hingen.l% 1% Das Auftreten paralleler Faltungswege weist
darauf hin, daf relativ friih in der Faltungsreaktion Zusténde
mit unterschiedlichen Konformationen entstehen und daf3 er-
hebliche Barrieren fiir die gegenseitige Umwandlung zwi-
schen den sich langsam und den sich schnell faltenden Popu-
lationen existieren; die sich langsam faltenden Zusténde miis-
sen eine hohere Barriere iiberwinden, um den nativen
Zustand zu erreichen oder um sich zu entfalten und zum
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schnellen Faltungsweg zuriickzugelangen (siche Abb. 12).
Die experimentellen Studien zeigen, da$ die auf den Trajek-
torien der langsamen Faltung befindlichen Zwischenstufen
Elemente der nativ-dhnlichen Struktur in einer der beiden
Dominen des Faltungsmusters aufweisen, wahrend jene auf
der Trajektorie der schnellen Faltung solche Strukturen in bei-
den Doméinen enthalten.[- 101

Diese Befunde implizieren, da am geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt des Faltungsprozesses bei den sich lang-
sam faltenden Lysozymmolekiilen die Umordnung falsch ge-
falteter Zustéinde beteiligt ist.") Da die kollabierten Zustinde
des Lysozyms betréchtliche Sekundirstrukturanteile und vier
Disulfidbriicken aufweisen, ist es naheliegend, daB fiir diese
Umordnungsprozesse erhebliche Barrieren bestehen, wes-
halb sie experimentell nachweisbar sind. Diese Schluffolge-
rungen werden durch die Ergebnisse aus Gittersimulationen
gestiitzt. Im kollabierten Zustand, der bei den Simulationen
fiir das 27mer auftritt, gibt es viele nichtnative Kontakte;
d.h., die Zahl N der Kontakte ist viel groBer als Q (siche Ab-
schnitt 10.1). Obwohl die resultierenden Zwischenstufen
nicht stabil genug sind, machen sie sich als Unebenheiten in
der Energiefliche bemerkbar (siche Abb. 6¢). Die Energie-
flache ist so beschaffen, daf die Polypeptidkette sich nicht we-
sentlich strecken muf3, um aus den Minima zu entkommen
und sich dem nativen Zustand zu ndhern. Trajektorien, fiir
die falsch gefaltete Zwischenstufen eine Rolle spielen, traten
in Gittersimulationen fiir 125mere auf.5*! In diesen Simula-
tionen wird in einem frithen Stadium der Reaktion ein Fal-
tungskern (Nucleus) gebildet (sieche Abschnitt 6). Er besteht
aus ca. 30 Aminoséduren und weist einen betridchtlichen Se-
kundirstrukturanteil auf. Die Faltungstrajektorien umfassen
sowohl Populationen, in denen sich der Rest der Polypeptid-
kette um diesen Kern zusammenlagert und direkt den nativen
Zustand bildet, als auch solche, in denen falsch gefaltete, aber
relativ stabile Strukturen gebildet werden, die die Faltungsre-
aktion verlangsamen. Bei diesen ist ein langsamer Schritt un-
ter betrdachtlicher Entfaltung erforderlich, bevor der native
Zustand erreicht werden kann; d.h., der Wert von Q wird er-
heblich verringert, bevor er zunehmen kann. Dieser Fall tritt
beispielsweise fiir Trajektorien ein, bei denen zwei Teile des
Systems nativ-dhnliche Strukturen entwickelt haben, aber
falsch zueinander orientiert sind. Die Ergebnisse der Simula-
tionen fiir 125mere sind weitgehend mit den experimentellen
Daten fiir Lysozym und auch mit neueren Ergebnissen fiir Cy-
tochromc in Einklang.[% 1121

8. Eine vereinheitlichte Betrachtung der
Proteinfaltung

Es ist in diesem Stadium niitzlich, das allgemeine Bild der
Proteinfaltung darzustellen, das sich aus der Theorie der He-
teropolymere, aus Gittersimulationen vereinfachter Modelle
und aus Experimenten zu entwickeln beginnt. (Wir werden
in diesem Abschnitt, in dem die bislang vorgestellten Ideen
und Ergebnisse zusammengefiihrt werden, die Literaturzitate
nicht wiederholen.) Unter fiir die Riickfaltung der Polypep-
tidkette giinstigen Bedingungen stabilisieren die van-der-
Waals- und die elektrostatischen Wechselwirkungen inner-

925



AUFSATZE

C. M. Dobson, M. Karplus et al.

halb des Proteins sowie die zwischen Protein und Losungsmit-
tel den nativen Zustand. Doch die héhere Stabilitidt des nati-
ven im Vergleich zu der des denaturierten Zustands erklart
allein noch nicht, wie die Polypeptidkette vom letzteren aus-
gehend den ersteren findet (also einen einzigen Zustand aus
einer astronomisch hohen Zahl denaturierter Konformatio-
nen). Wie die Gittersimulationen ergeben, besteht der ent-
scheidende Punkt darin, daf3 die Suche nicht zuféllig verlauft,
sondern durch die Tatsache erheblich eingeschrénkt wird, daf3
nur ein Teil der Fldche der gemittelten effektiven Energie zu-
génglich ist (siehe Abb. 6 und 7). Das hei3t, gewisse Bereiche
haben eine zu hohe Energie, als daf} sie mit nennenswerter
Wabhrscheinlichkeit von Faltungstrajektorien erreicht werden
konnten. Diese Einschrankungen fiir den abzusuchenden
Raum und die generelle Neigung des Energiegefilles in Rich-
tung des nativen Zustands bedeuten, daf3 bei der Polypeptid-
kette nie das im Levinthal-Paradoxon formulierte Problem
besteht.

Im einen Szenario der Proteinfaltung kollabiert die Poly-
peptidkette schnell zu einem kompakten Kniduel. Der wich-
tigste Faktor, der zu einem solch frithen Kollaps fiihrt, ist
das Verbergen der hydrophoben Gruppen, doch die Art des
Kollapses hingt von der Heterogenitét der stabilisierenden
Wechselwirkungen ab. Der Kollaps kann zu einem unorgani-
sierten Knéuel ohne spezifische Kontakte und mit einer rela-
tiv groBen Konformationsentropie fithren oder zu einer kom-
pakten Struktur mit einigen sehr wahrscheinlichen Kontakten
und einer geringeren Konformationsentropie. Im ersten Fall
erfordert der Kollaps keinen Suchvorgang (d.h., Kontakte
konnen in beliebiger Reihenfolge gebildet werden) und kann
deshalb schnell erfolgen. Fluktuationen innerhalb des kolla-
bierten Zustands bringen verschiedene Gruppen miteinander
in Berithrung, und die Suche nach den kritischen, zum Errei-
chen des Ubergangsbereichs erforderlichen Kontakten ist der
langsame Schritt. Diese Art der Faltung hat viele Merkmale,
die den in Abbildung 6 gezeigten Flichen von effektiver
und von Freier Energie entsprechen. Unter anderen Umstén-
den entspricht der Kollaps der Kette nicht einer Abnahme der
Freien Energie ohne das Auftreten spezifischer Wechselwir-
kungen. Der Suchvorgang, der die erforderlichen Aminosau-
ren zusammenbringt, kann durch intrinsische Strukturprife-
renzen und die Bildung hydrophober Cluster, die selbst im
hochgradig entfalteten Zustand vorliegen, unterstiitzt wer-
den. Diese rudimentéren Strukturelemente konnen weiterhin
durch die Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen inner-
halb der Hauptkette (z.B. zwischen benachbarten Stringen
eines [-Faltblatts oder in a-Helices) stabilisiert werden, so
daf groBere Strukturbereiche in synergistischer Weise entste-
hen. Voriibergehende Fluktuationen solcher sich bildenden
Strukturen innerhalb eines nichtkompakten Zustands fithren
nur dann zum Kollaps, wenn die erforderlichen stabilisieren-
den nativ-dhnlichen Kontakte gebildet werden. Sie bilden ei-
nen Faltungskern (Nucleus), um den herum der Rest der
Struktur entstehen kann. Der langsame Schritt entspricht
der Suche nach der Kernstruktur, von der aus die Faltung
rasch zum nativen Zustand fortschreiten kann. Es gibt einen
relativ frithen Ubergangsbereich, und Proteine mit einer sol-
chen Fliache der Freien Energie werden sich wahrscheinlich
schnell und in einer scheinbaren ,,Zwei-Zustands“-Reaktion
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falten. Je instabiler der native Zustand ist, um so mehr na-
tiv-dhnliche Kontakte werden fiir die Bildung des kompakten
Molten-globule-Zustands benétigt und um so langsamer ist
der FaltungsprozeB.

Mit zunehmender Grofle der Proteine werden die Szena-
rien komplexer, obwohl die Wechselwirkungen die gleichen
bleiben und die Faltungsmechanismen auf den fiir kleinere
Systeme beschriebenen Elementen aufbauen. Bei der stocha-
stischen Suche oder beim Nucleationsmechanismus kann ein
begrenzter Faltungskern von der GroBe eines kleinen Pro-
teins gefunden werden, und zusitzliche Beschriankungen der
Suche sind erforderlich, um die Faltung in einer annehmbaren
Zeit zu ermoglichen. Diese konnen zum Teil auf den Prife-
renzen beruhen, welche die Kette bereits im Random-coil-
Zustand hat.'3 4 Unter nativen Bedingungen kénnen
Wechselwirkungen kurzer Reichweite zur Bildung von Struk-
turelementen (z.B. -Turns oder gerade entstehende Helices)
fithren, die als Initiationsstellen die Wahrscheinlichkeit einer
Zusammenlagerung zu Strukturen mit Kontakten ldngerer
Reichweite erhohen. In vielen Fillen werden sich falsche
Strukturen bilden, die aufgelost werden miissen. In den frii-
hen Stadien der Faltung wird dies wahrscheinlich schnell statt-
finden, doch spiter konnen signifikante Barrieren gegeniiber
der Umordnung falsch gefalteter Elemente zu einer Verlang-
samung von Faltungsschritten fithren. Der Kern muf} hinrei-
chend stabil sein, damit er lange genug fiir die Zusammenla-
gerung der restlichen Polypeptidkette existiert. Zuviel Stabili-
tiat in Nicht-Kern-Bereichen kann zu Zwischenstufen fithren,
von denen manche falsch gefaltet sein konnen. Populationen
sich faltender Ketten konnen verschiedene Bereiche des Kon-
formationsraums durchlaufen, so daB3 sie unterschiedliche
Barrieren iiberwinden miissen, was zu einer komplexen Fal-
tungskinetik fiihrt. Diese Art der Faltung mit komplexer Ki-
netik tritt sowohl in Gittersimulationen fiir groere Proteine
als auch im Experiment auf. Sie erfolgt dann mit hoher Wahr-
scheinlichkeit, wenn es vergleichsweise strukturierte Teile des
Proteins gibt, die in der Sequenz weit voneinander entfernt
sind und fiir die Bildung des nativen Zustands zusammenge-
bracht werden miissen. Daraus folgt, daf die grundlegenden
Merkmale des Faltungsmechanismus dieselben bleiben, auch
wenn sich die Ereignisse bei der Faltung unterschiedlicher
Proteine oder bei der desselben Proteins unter verschiedenen
Bedingungen sehr unterscheiden mogen. Die Faltung ist ein
fortschreitender Prozef3, in dem nichtnative und native Kon-
takte, von denen einige besonders wichtig sein konnen, na-
tiv-dhnliche Strukturelemente stabilisieren. Die Energie-
,»Gebiihr fiir nichtnative Wechselwirkungen oder eine fal-
sche Faltung nimmt wihrend des Faltungsprozesses zu. Die
Polypeptidkette wird von stabilisierenden Wechselwirkungen
in fiir die Faltung produktive Bereiche des Konformations-
raums gelenkt, die eine wirkungsvolle Suche nach dem nati-
ven Zustand ermoglichen. Obwohl Energiegefille, die den
Konformationsraum einschrénken, fiir die Faltung in einer an-
nehmbaren Zeit essentiell sind, ist ein kontinuierlicher trich-
terartiger Gradient der effektiven Energie nicht erforderlich,
und es ist unwahrscheinlich, daB er in realen Proteinen exi-
stiert. Ein eher ,stufenweises* Verhalten ist wahrscheinlich,
bei dem Bereiche der Energiefldche aufgesucht werden, in de-
nen der Energiegradient abwirts verlduft, aber auch solche, in
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denen er relativ konstant ist oder sogar aufwirts verlduft. Ein
analoges Verhalten ist in Simulationen fiir Edelgas-Cluster
festgestellt worden.! Anders als bei Reaktionen kleiner Mo-
lekiile sind die Trajektorien, denen die einzelnen Polypeptid-
ketten folgen, wahrscheinlich — zumindest zu Beginn der Fal-
tung — sehr verschieden, wobei die Zahl gemeinsamer Merk-
male zunimmt, wenn das System sich dem nativen Zustand
ndhert.

Um die vorstehende Beschreibung des Faltungsvorgangs zu
vervollstindigen, muf3 man verstehen, wie dieser in der Se-
quenz codiert ist, denn es ist die Sequenz, welche die Energie-
flache jedes einzelnen Proteins bestimmt. Diese Information
kann man nicht direkt aus den verfiigbaren Gittersimulatio-
nen erhalten, die verwendet wurden, um den vollstindigen
Konformationsraum zu erkunden. Diese sind iiberméaBig ver-
einfacht und enthalten zu wenig Detailinformation, als daf3
man ihre jeweiligen Ergebnisse mit denen fiir einzelne Protei-
ne in Beziehung setzen konnte. Dennoch gibt die gegenwarti-
ge Analyse des Faltungsmechanismus Hinweise darauf, wie
die Faltung ablaufen konnte. Ein wichtiger Gesichtspunkt
des Faltungsvorgangs ist der, da$3 die spezifischen Eigenschaf-
ten der einzelnen Aminosdurereste wichtiger werden, wenn
die Polypeptidkette sich dem nativen Zustand néhert. Die lo-
kalen Wechselwirkungen im entfalteten Zustand fithren zu
einer signifikanten Wahrscheinlichkeit fiir die Bildung von
nativ-dhnlichen Helices und von Faltblattstrangen innerhalb
des Ensembles von sich schnell ineinander umwandelnden
Konformeren.[''> 4] Wihrend eine sich faltende Polypeptid-
kette einen kollapsartigen Ubergang durchlauft, fiihrt die
nichtzuféllige Verteilung von Aminosdureresten unterschied-
lichen Charakters (z.B. von solchen mit hydrophoben oder
hydrophilen Seitenketten) zu einer Architektur (einem glo-
balen Faltungsmuster), welche die Eigenschaften des nativen
Zustands aufweist. In diesem Stadium der Faltung, das oft zu
einem Molten globule fiihrt, sind jedoch die spezifischen Ei-
genschaften der Reste von geringer Bedeutung, und sehr un-
terschiedliche Sequenzen mit dhnlichen globalen Eigenschaf-
ten konnen dasselbe Faltungsmuster bilden. Fiir die Festle-
gung dieser Architektur sind Kontakte zwischen einigen
bestimmten Aminosidureresten wichtiger als andere, da sie
Bereiche der Polypeptidkette zusammenbringen, die in der
Sequenz nicht benachbart sind. Ein weiterer essentieller Ge-
sichtspunkt der Suche nach dem korrekten Faltungsmuster
ist die Notwendigkeit, hochgradig destabilisierende Situatio-
nen zu vermeiden, z.B. eine nicht kompensierte Ladung im
Inneren des Proteins. Bei der endgiiltigen Zusammenlage-
rung zum nativen Zustand werden die Wechselwirkungen in
allen Bereichen der Sequenz wichtig. Die Bildung der dicht-
gepackten Struktur optimiert die van-der-Waals- und andere
stabilisierende Wechselwirkungen. Selbst eine Aminosédure
in einer nichtnativen Umgebung (beispielsweise eine mit ei-
ner Seitenkette, die zu einem groBen Hohlraum im Proteinin-
neren fiihrt) kann die Struktur erheblich destabilisieren, ob-
wohl durchaus eine Toleranz gegeniiber dem Ersatz bestimm-
ter Reste durch andere besteht.[''> 1% Da der native Zustand
in einer tiefen Energiesenke liegt, erreichen die meisten Poly-
peptidketten diesen Zustand und bleiben dort, wenn die Be-
dingungen die Faltung begiinstigen. Diese physikalischen As-
pekte der Thermodynamik und Kinetik der Proteinfaltung ha-
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ben ihre Entsprechung im theoretischen Modell in der
Verwendung von Threading(,, Einfddelungs*)-Algorithmen
zur Identifizierung der aus einer gegebenen Sequenz resultie-
renden Struktur.[ 117-1221

Es ist unwahrscheinlich, dal die Packung der Seitenketten
an der Losung des Levinthal-Paradoxons beteiligt ist, und da-
her sind die Seitenketten auch nicht in den Gittermodellen
enthalten, die fiir die Entwicklung der hier vorgestellten Kon-
zepte verwendet wurden. Thre Packung konnte jedoch wichtig
sein fiir einen Ubergang erster Ordnung zwischen dem tiefen
Energieminimum der nativen Struktur und der groen Popu-
lation locker gepackter Molten globules mit nativ-dhnlichen
Riickgratstrukturen. Tatsédchlich scheint es beim Design klei-
ner Proteine relativ einfach zu sein, ein kompaktes Molten
globule mit der korrekten Topologie zu erhalten (z.B. ein
Vier-Helix-Biindel).'”> 24 Die Schwierigkeit dabei ist, dieses
dann so zu modifizieren, daf} es die nativen Eigenschaften er-
hélt, die aus der feststoffartigen Packung der Seitenketten re-
sultieren. Die Sequenz eines realen Proteins erreicht das Mi-
nimum des nativen Zustands durch eine Spezifitét, die tiber
die einfachen Muster von hydrophoben Seitenketten einer-
seits und hydrophilen andererseits hinausgeht; die Sequenz
muf so aufgebaut sein, dafl bestimmte Reste sich korrekt pak-
ken koénnen, um so die einzigartige native Struktur zu bilden.
Eine solche Packung muB so stabil sein, daf3 sie den zusétzli-
chen Entropieverlust iiberwinden kann, den der Ubergang
von den vielen Konformationen des Molten globule zum ein-
zigartigen nativen Zustand mit sich bringt. Das letzte Stadium
der Faltung besteht demnach in der kooperativen Bildung ei-
ner hochgradig kompakten Struktur, in der die spezifische
Packung der Seitenketten eine Schliisselrolle spielt.

9. Zusammenfassung und Ausblick

Detaillierte Rechnungen fiir die Reaktion H + H, sowie das
Konzept der Reaktionsflichen haben das grundlegende Ver-
standnis chemischer Reaktionen revolutioniert. Diese ,,neue
Sichtweise®,[1% 1251261 die auf den Flichen der gemittelten ef-
fektiven Energie oder Energie-,Landschaften*l'* 17127l be-
ruht, hat derzeit eine dhnliche Bedeutung fiir unser Versténd-
nis der Proteinfaltung. Die neue Sichtweise ist aus theoreti-
schen Modellen und aus Gittersimulationen entstanden.
Letztere haben eine unverzichtbare Rolle gespielt, weil sie
viele komplexe Eigenschaften der Proteinfaltung beriicksich-
tigen, aber noch einfach genug sind, um detaillierte Untersu-
chungen des Faltungsvorgangs zu erméglichen.[> 52 Es gibt ei-
nen wesentlichen Unterschied zur Sichtweise Levinthals, die
wir in Abschnitt 1 dargestellt haben. Die astronomisch hohe
Zahl von Zustdnden fiir das denaturierte Protein muf3 nur
dann in einer zufilligen Weise nach dem nativen Zustand ab-
gesucht werden, wenn alle auler diesem im wesentlichen die
gleiche Energie aufweisen. Diese Version ist als das ,,Golf-
platz-Modell“ der Energiefliche bezeichnet worden.? 5%
Wie die Gittersimulationen fiir das 27mer ergeben, enthilt so-
gar ein Satz von Zufallssequenzen einen hohen Anteil an Se-
quenzen mit einer schnellen Faltung.>! Die Suche unter den
denaturierten Konformationen ist stark eingeschrinkt, weil
nur ein kleiner Teil der Zustédnde hinreichend niedrige Ener-
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gien hat, um bei einer gegebenen Temperatur erreicht werden
zu konnen. Moglicherweise wird die Suche auch durch eine
Energieabnahme in Richtung des nativen Zustands geleitet.
Dies fiihrt zu einer Reihe von Faltungsszenarien, bei denen
es viele Wege gibt, um vom ausgestreckten Knduel zum nati-
ven Zustand zu gelangen. Die resultierende Vielfalt von Fal-
tungspopulationen erfordert die Verwendung reduzierter
Fortschrittsvariablen auf der Fldche der mittleren effektiven
Energie fiir die Beschreibung der Proteinfaltung (anstelle
der Reaktionskoordinate auf einer Potentialenergiefldche
bei kleinen Molekiilen). Die geeignete(n) Fortschrittsvaria-
ble(n) muB (miissen) die wesentlichen Merkmale der Fal-
tungsreaktion erfassen und experimentell untersucht werden
konnen. Eine Art von Fortschrittsvariablen, der Anteil na-
tiv-dhnlicher Kontakte, ist fiir einfache Fldchen hinreichend,
doch wie wir bei der Analyse der Faltung von Lysozym gese-
hen haben, sind bei komplexeren Systemen weitere Variablen
erforderlich. Dariiber hinaus ist deutlich geworden, da3 man
fiir das Versténdnis der grundlegenden Prinzipien der Pro-
teinfaltung auBer der gesamten Freien Energie auch die mitt-
lere effektive Energie und die Konformationsentropie be-
riicksichtigen muB. Dies ist beispielsweise essentiell fiir die
Analyse des Verhaltens der Temperaturabhingigkeit der Pro-
teinfaltung, das nicht durch eine Arrhenius-Beziehung be-
schrieben werden kann.

Infolge der groBen Zahl signifikanter Freiheitsgrade ist der
Ubergangs-,,Zustand“ viel komplexer als bei Reaktionen
kleiner Molekiile. Gittersimulationen deuten darauf hin,
daB es wahrscheinlich einen oder auch mehrere Ubergangsbe-
reiche mit mehreren Konformationen gibt, die schnell zum
nativen Zustand fiihren. Falls es sich um einen spéten Uber-
gangsbereich handelt, besteht er aus einem Ensemble von
Strukturen, die alle dem nativen Zustand dhneln, und der in-
teressante, an der Losung des Levinthal-Paradoxons beteilig-
te Schritt betrifft den Mechanismus, durch welchen diese Lo-
sung gefunden wird. Ein friiher Ubergangsbereich kann hin-
gegen viele unterschiedliche Strukturen beinhalten, wobei
jeweils nur ein kleiner Teil der Struktur wohldefiniert ist.
Die Kenntnis dieses Teils ist dann ausschlaggebend fiir das
Verstiandnis des Faltungsvorgangs.

Ein wichtiges Ergebnis der Gittersimulationen ist, daf3 das
im Experiment auftretende unterschiedliche Verhalten von
Proteinen, die sich aus dem Zustand eines ausgedehnten
Kniuels schnell und ohne Zwischenstufen zu durchlaufen fal-
ten konnen, und jenen, die kollabierte Zustédnde und kineti-
sche Fallen durchlaufen, keinen qualitativen Unterschied in
den Flachen der mittleren effektiven Energie erfordert. Statt
dessen konnen die Unterschiede im Faltungsverhalten aus ei-
ner Verdnderung der Balance zwischen der Konformations-
entropie und der mittleren effektiven Energie als Funktion
der Fortschrittsvariablen resultieren. Es ist moglich, experi-
mentell von einem Faltungsverhalten zum anderen zu wech-
seln, indem man z.B. durch Mutagenese zusitzliche hydro-
phobe Gruppen in den Kern des Proteins einbaut (siche Ab-
schnitt 6).°1 In Simulationen kann man die Umstellung des
Verhaltens erreichen, indem man die Temperatur senkt, um
den entropischen Beitrag zu vermindern (siche Abb. 6 und
7), und indem man die anziechende hydrophobe Wechselwir-
kung zwischen den Aminoséduren erhoht.['2]
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Die Vielfalt der Wege, auf denen der native Zustand er-
reicht werden kann, deutet darauf hin, daf3 die Verwendung
einfacher kinetischer Schemata fiir die Analyse der Protein-
faltungsreaktion neu bewertet werden mufB. Solange Messun-
gen auf einer Zeitskala (<ms) ein einfach-exponentielles
Verhalten ergeben oder die Ergebnisse durch einige wenige
Exponentialterme beschrieben werden konnen, ist die An-
nahme ,,chemischer” Spezies eine geeignete Modellvorstel-
lung. Diese Spezies entsprechen jedoch moglicherweise nicht
den konformativ gut definierten Einheiten bei den Reaktio-
nen kleiner Molekiile, sondern eher einer sehr breiten Vertei-
lung von Strukturen. Dieses einfache Schema ist angemessen,
wenn die Prozesse auf unterschiedlichen Zeitskalen ablaufen,
die Einstellung des Gleichgewichts zwischen den Konforme-
ren einer chemischen Spezies im Vergleich zur Umwandlung
zwischen unterschiedlichen Spezies also schnell abliuft. Bei-
spielsweise treten in den Faltungssimulationen, die den Ab-
bildungen 6 und 7 entsprechen, einfach-exponentielle Kineti-
ken auf. Man kann diese nach dem Standardschema U —N
beschreiben, in dem die entfaltete Spezies U die Bereiche
des Random coil und des kollabierten Knéduels einschlief3t
(10'6 Zustinde fiir das 27mer) und N dem einzigartigen nati-
ven Zustand entspricht. Der Kollaps zu einem Kniuel, der
ein wichtiger Teil des Faltungsvorgangs ist, erscheint in die-
sem einfachsten kinetischen Schema nicht, weil er schnell
stattfindet und die Gesamtreaktionsgeschwindigkeit nicht be-
einfluf3t. Selbst wenn die verfiigbaren Daten mit einem einfa-
chen kinetischen Modell beschrieben werden konnen, heif3t
das noch nicht, daf die Faltungsreaktion verstanden ist. Die
Simulationsergebnisse und deren Analyse weisen darauf hin,
daB es ,,versteckte“ komplexe Eigenschaften des Faltungspro-
zesses gibt. Die Prozesse bei Proteinen, die sich unter Beteili-
gung von ,,Zwei-Zustands“-Ubergingen falten, werden auf
einer kurzen Zeitskala wahrscheinlich vielstufig erscheinen.
Dies ist analog zur Zunahme der beobachteten komplexen Ei-
genschaften mit jeder Verbesserung der experimentellen
Techniken, wie man sie bei anderen scheinbar einfachen Re-
aktionen von Proteinen — z. B. bei der erneuten Ligandenbin-
dung nach einer Photodissoziation bei Myoglobin!'?’l - findet.

Es besteht ein erheblicher Bedarf an Experimenten, die ei-
ne Untersuchung der Proteinfaltung in einem kiirzeren Zeit-
rahmen und mit héherer Strukturauflésung ermdglichen. 3]
Genau diese Techniken werden derzeit etabliert, und mit eini-
gen davon sind bereits erste Ergebnisse erhalten worden. Von
besonderer Bedeutung ist die NMR-Spektroskopie, mit der es
neuerdings moglich ist, den Faltungsprozef3 in Echtzeit zu ver-
folgen.3 131.1321 Zy den neueren Entwicklungen zéhlen die
Einfiihrung neuartiger zweidimensionaler Methoden zur Un-
tersuchung der Faltung auf der Ebene einzelner Aminosiure-
restel® sowie die Moglichkeit, zumindest einige Aspekte des
Faltungsprozesses auf einer Zeitskala von Hundertstelsekun-
den zu verfolgen.'*3 Durch Messungen des Kern-Overhauser-
Effekts (NOE) zur Bestimmung von intramolekularen Ab-
stinden kann die Entwicklung nativer und nichtnativer Kon-
takte wahrend der Faltung untersucht werden — ein Schliissel-
aspekt bei detaillierten Vergleichen mit Simulationen.®l An-
dere spektroskopische Methoden, die spezifische Strukturin-
formationen liefern, wie die IR-Spektroskopiel'** und die Ra-
man-Spektroskopie,'*l werden neuerdings auch zum Studium
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der Proteinfaltung verwendet. Ergebnisse aus Untersuchun-
gen der groBeren Fluktuationen in Proteinen im Gleichge-
wichtszustand durch Amidprotonenaustausch und andere
Techniken werden mit den Energieflichen der Faltung und
Entfaltung in Beziehung gesetzt.[3 137]

Zur Zeit werden Methoden entwickelt, um die sehr frithen
Ereignisse bei der Faltung durch Verwendung schneller Mi-
schungsapparaturen oder Anwendung von Initiationsmetho-
den auf der Nanosekunden-Zeitskala zu erforschen.!3$-1421
Untersuchungen der Ereignisse bei der Entfaltung im Sub-
Mikrosekunden-Bereich['*! sind als Ergéinzung des Studiums
des Faltungsvorgangs von Interesse. Des weiteren konnen sol-
che Entfaltungsexperimente direkt mit detaillierten, alle Ato-
me enthaltenden Simulationen der durch hohe Temperaturen
oder niedrigen pH-Wert eingeleiteten Entfaltungl? 34 3% 143-143]
verglichen werden. Gleichzeitig mit den experimentellen Ent-
wicklungen werden auch theoretische Ansitze verbessert, um
zu immer realistischeren Faltungssimulationen zu gelangen.
Dazu gehoren beispielsweise Rechnungen fiir alle Atome un-
ter Einbeziehung eines Modells fiir das Losungsmittel,[462]
Gittermodelle mit expliziter Einbeziehung der Seitenket-
ten,l1®] vereinfachte, gitterlose(,,off-lattice*-)Modelle poly-
peptidartiger Ketten'”l und die Ausweitung der Methoden,
die zur Bestimmung der Fldichen der mittleren effektiven
Energie und der Konformationsentropie des Faltungsprozes-
ses verwendet werden, auf Modelle, die alle Atome des Pro-
teins und des Losungsmittels enthalten.'s! Die stindige Ver-
besserung der Computerleistung ist fiir den Fortschritt auf
diesem Gebiet von duBlerster Wichtigkeit.

Mit ihrer gegenwirtigen Detailgenauigkeit konnen Gitter-
simulationen fiir kein einziges Protein den Faltungsmechanis-
mus bestimmen. Die Niitzlichkeit der Simulationen liegt dar-
in, daB sie allgemeine Konzepte liefern und mogliche Mecha-
nismen andeuten konnen. Einige Uberpriifungen der
SchluBfolgerungen aus Gittersimulationen sind bereits verof-
fentlicht worden.l® 8141 Dennoch ist unser Wissen derzeit
nicht ausreichend um nachzuweisen, da3 ein Protein eine
Energiefliche aufweist, die einem einfachen ,, Trichter“P”! ent-
spricht, und wir haben bereits angedeutet, daf} eine solche
Flache wahrscheinlich gar nicht existiert, und sei es nur aus
dem Grund, daB es keinen Evolutionsdruck fiir die Ent-
stehung einer fiir Theoretiker idealisierten Welt gibt. Aller-
dings sind die verfiigbaren experimentellen Daten derart be-
schrankt, daB die auf Trichtern beruhenden qualitativen Inter-
pretationen einige der verfiigbaren Faltungsstudien addquat
beschreiben.[”’] In diesem Beitrag haben wir vorgeschlagen,
wie man durch das Zusammenspiel von Simulationen und Ex-
perimenten iiber solche Beschreibungen hinausgehen kann.
Man muf} zunichst eine angendherte Fliche der effektiven
Energie mit den zugehorigen Strukturen kartieren und dann
die Dynamik der Faltung auf dieser Fldche beschreiben und
ermitteln, wie die Struktur sich mit der Zeit entwickelt. Bei
der Bestimmung detaillierterer Strukturen auf kiirzeren Zeit-
skalen und bei der Simulation realistischerer Modelle werden
derzeit erhebliche Fortschritte gemacht. Dies macht es wahr-
scheinlich, daB man die Grundprinzipien der Faltung realer
Proteine in den néchsten Jahren verstanden haben wird.

Diese Prinzipien haben praktische Bedeutung fiir die Nut-
zung der Fortschritte bei der Genomforschung!"*% und fiir das
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Design neuartiger Proteine mit spezifischen Eigenschaf-
ten.[! Dariiber hinaus muf3 betont werden, dal3 ein Proze8,
der fiir ein Lebewesen so wichtig ist wie die Proteinfaltung,
durch eine ausgekliigelte Reihe von Katalysatoren gesteuert
werden muf3. Enzyme beschleunigen potentiell langsame Fal-
tungsereignisse wie die Isomerisierung des Prolins und die
Bildung von Disulfidbriicken.* 'l AuBerdem gibt es in der
Zelle molekulare Chaperons, d.h. Proteine (Faltungshelfer),
die die intermolekularen Wechselwirkungen verhindern, die
sonst unter den Bedingungen im Zellinneren zur Aggregation
fithren wiirden.[* 152 Einige von ihnen weisen moglicherweise
eine Entfaltungsaktivitidt (unfoldase activity) auf,'® die es
falsch gefalteten Proteinen ermdoglicht, aus den kinetischen
Fallen zu entkommen, die wir in Abschnitt 7 diskutiert haben.
Thre Wirkungsweise kann auch mit Energieflichen (dhnlich
jenen, die wir hier fiir die Faltung isolierter Systeme vorge-
stellt haben) beschrieben werden,'** obwohl beim gegenwiir-
tigen Wissensstand bereits einfache kinetische Modelle recht
zufriedenstellende Beschreibungen liefern. Ein weiteres faszi-
nierendes Problem héngt mit der Faltung von Proteinen in
Membranen oder an deren Oberfldchen zusammen. Die expe-
rimentelle Erforschung dieses Vorgangs steht erst am An-
fang.'! Angesichts der groBen Zahl membranassoziierter
Proteine wirft die Art des Faltungsprozesses in einer iiberwie-
gend hydrophoben Umgebung wichtige Fragen auf.

Parallel zu unserem sich vergroBernden Wissen iiber die
Prinzipien der Proteinfaltung wichst auch das BewuBtsein,
daf Faltung und Entfaltung eine wichtige Rolle bei den Me-
chanismen und der Steuerung einer Vielfalt von zelluldren
Prozessen spielen. Dazu gehoren die Translokation von Pro-
teinen durch Membranen in die richtigen Zellkompartimen-
tel'> sowie die Regulierung der komplexen Ereignisse, die
withrend des Zellcyclus stattfinden.['*! Dariiber hinaus wer-
den Proteine, die sich nicht korrekt und effizient falten, zu-
nehmend mit Fehlfunktionen biologischer Systeme in Zusam-
menhang gebracht, und man kennt inzwischen eine beachtli-
che Reihe von Krankheiten, die mit der falschen Faltung
von Proteinen zusammenhingen.'>’ Einige von ihnen, z.B.
Multiple Sklerose, gehen auf Mutationen zuriick, welche die
normale Faltung und Sekretion bestimmter Proteine beein-
trichtigen.l'”8! Andere, beispielsweise die Alzheimer- oder
die Creutzfeld-Jakob-Krankheit, werden mit der nachtragli-
chen Umwandlung normalldslicher Proteine in unldsliche
Amyloid-Plaques und -Fasern in Verbindung gebracht.l'™]
Solche intermolekularen Wechselwirkungen betreffen Berei-
che des Konformationsraums auflerhalb derer, die in diesem
Aufsatz diskutiert werden, doch darf man annehmen, daf
die zugrundeliegenden Krifte sowie die Faltungsprozesse
dhnlich sind, abgesehen von einer Konzentrationsabhingig-
keit als zusédtzlicher Variable. Eines der Proteine, von denen
man weif}, daB Mutationen zu einer durch Amyloid ausgelo-
sten Erkrankung fiihren konnen, ist Lysozym, [ dessen Fal-
tungsverhalten ausfiihrlich beschrieben wurde (siche Ab-
schnitt 4). Nach neueren Untersuchungen sind die zur Aggre-
gation neigenden Spezies, die zur Bildung von Amyloid-
Fasern fithren, den normalen Faltungsintermediaten sehr dhn-
lich. Es gibt auch Proteine, bei denen sich eine monomere Un-
tereinheit nur im dimeren oder oligomeren Assoziat effizient
faltet.l'o! 1921 Ein detaillierteres Verstindnis sowohl des nor-
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malen als auch des abweichenden Faltungsverhaltens konnte
demnach fiir die Entwicklung neuartiger therapeutischer
Strategien zur Verhinderung des Ausbruchs oder der Ab-
schwichung der Auswirkungen solcher Krankheiten wichtig
sein.

Wir hoffen, wir konnten zeigen, dal der Mechanismus der
Proteinfaltung eines der faszinierendsten Probleme auf dem
Gebiet chemischer Reaktionen ist. Wenn dieser Aufsatz das
Interesse von Chemikern an diesem sich schnell entwickeln-
den Thema weckt und einige von ihnen veranlaf3t, zu dessen
weiterer Erforschung beizutragen, hat er seinen Zweck nicht
verfehlt.

10. Anhang: Theoretische und experimentelle
Methoden zur Untersuchung der Proteinfaltung

10.1. Gittermodelle der Proteinfaltung

In einem Gittermodell werden die Aminosduren auf Gitter-
punkten positioniert und gehen je nach Art der beteiligten
Seitenketten spezifische Wechselwirkungen mit ihren néch-
sten Nachbarn ein. Hier wird ein kubisches Gitter be-
nutzt,?* 3 obwohl auch komplexere Geriiste verwendet wur-
den.l'8] Der Faltungsvorgang im Gitter verlduft iiber Monte-
Carlo-Bewegungen der Aminoséuren, bis die native Konfor-
mation (die mit der niedrigsten Energie) erreicht ist. Um
die in den Abbildung 6 und 7 verwendeten Gittermodelle zu
veranschaulichen, betrachten wir eine einfache Polypeptid-
kette aus 27 Aminosduren (27mer) und ihre Faltungstrajek-
torie (Abb. 13). In einem unendlichen kubischen Gitter gibt
es ca. 10' Konformationen fiir diese Kette. Setzt man eine
in der Summe hydrophobe Anziehung zwischen den Amino-
sduren voraus, so wird der native Zustand des Modellproteins
einem 3 x 3 x 3-Wiirfel entsprechen (die Struktur ganz rechts
in Abbildung 13d), der von der Polypeptidkette vollig ausge-
fillt wird. Es gibt 103346 Moglichkeiten, ein 27mer in diesen
Wiirfel einzupassen. Welche davon dem nativen Zustand ent-
spricht, wird durch die Sequenz festgelegt, also von der Art
der Wechselwirkungen zwischen benachbarten Paaren von
Aminosduren bei gegebener Konformation. Da es im Wiirfel
28 Kontakte zwischen néchsten Nachbarn gibt, kann der nati-
ve Zustand anhand dieser Kontakte bestimmt werden. In die-
sem Modell werden einfache Wechselwirkungspotentiale ver-
wendet, um die effektive Energie einer gegebenen Konforma-
tion darzustellen. Dies ermoglicht es, die Thermodynamik
und die Dynamik des Systems in einer vertretbaren Compu-
terrechenzeit zu bestimmen.

Obwohl die in den Gittersimulationen verwendeten Poten-
tiale vereinfacht sind, liefern sie allgemeine Informationen
iiber mogliche Szenarien der Proteinfaltung, um die es hier
vor allem geht. Um das Verhalten eines Proteins im Detail
zu ermitteln, bendtigt man kompliziertere Modelle und ge-
nauere Wechselwirkungspotentiale. Die aus den Faltungssi-
mulationen mit Gittermodellen und aus den ergénzenden Er-
gebnissen der detaillierten, alle Atome umfassenden Simula-
tionen der Entfaltung gewonnenen FEinblicke kénnen mit
experimentellen Daten kombiniert werden, um so zu einem
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Verstindnis der Proteinfaltung zu gelangen. Die Simulatio-
nen tragen hierzu insofern wesentlich bei, als daf3 sie es er-
moglichen, die Strukturen, die Energetik und die Dynamik
der Reaktionen mit einer Detailgenauigkeit zu analysieren,
die experimentell nicht erreichbar wire.

Um den zeitlichen Verlauf einer Trajektorie bei einer Tem-
peratur nahe der Ubergangstemperatur T,, der Faltung zu ver-
anschaulichen, ist in Abbildung 13 e die Energie E, die Zahl N
der Kontakte, die als Maf3 der Kompaktheit dem Gyrationsra-
dius dhnelt, und der Anteil Q der nativen Kontakte aufgetra-
gen. Fiir ein 27mer steigt N von 0 fiir die vollig ausgestreckte
Kette (keine Kontakte) bis auf 28 fiir den vollstindig kom-
pakten Wiirfel an, ganz gleich, ob dies der native Zustand
ist oder nicht. Man sieht, da N bereits frither ansteigt als
Q. Dies entspricht einem schnellen Kollaps (nach etwa 10*
Monte-Carlo-Schritten) und der Bildung eines ungeordneten,
relativ kompakten Knéuels. Dem Kollaps folgt ein langsamer
Suchproze (107 Schritte) innerhalb der 10'° halbkompakten
Zustinde (die Struktur dndert sich vollstindig in etwa 10°
Schritten, doch die Zahl der Kontakte bleibt gro8), bis einer
von 10° Zustinden des Ubergangsbereichs gefunden wird.
Da Q in diesem Ubergangsbereich zwischen 0.8 und 0.9 liegt
(entsprechend 22 -26 nativen Kontakten), dhneln die Uber-
gangszustdnde einander und auch dem nativen Zustand.
Von dort aus gibt es, wie man es fiir einen Ubergangszustand
erwartet, eine rasche Umordnung (10* Schritte) zum nativen
Zustand.

Man kann eine Beziehung zwischen der Zahl der Monte-
Carlo-Schritte und der Zeit herstellen, da die Pseudo-Dieder-
winkel im Gittermodell (z.B. der Diederwinkel, der von den
Aminosduren 2-5 in Abbildung 13d definiert wird) als die
C,-C,-C,-C,-Pseudo-Diederwinkel eines Proteinriickgrats
angesehen werden koénnen. Die Geschwindigkeit fiir die An-
derung des C,-Pseudo-Diederwinkels liegt in der GroBenord-
nung von 10° s1[1%: 17 g0 daB 10° Monte-Carlo-Schritte etwa
103 s entsprechen. In einer typischen Faltungssimulation des
Modellproteins werden ca. 107 Schritte benotigt; dies ent-
spricht einer Zeit von 10 ms, die der fiir die Faltung kleiner
Proteine experimentell ermittelten dhnelt.

10.2. Strukturuntersuchungen zur Proteinfaltung

Die Faltung eines Proteins kann im Labor auf mehrere Ar-
ten ausgelost werden. Eine der einfachsten ist, das Protein
durch ein chemisches Denaturierungsmittel, wie Guanidi-
niumchlorid, in hoher Konzentration zu entfalten und die L6-
sung dann schnell zu verdiinnen, so da} die Konzentration des
Denaturierungsmittels bis in einen Bereich absinkt, in dem
der native Zustand thermodynamisch stabil ist. Dabei stellt
sich die Frage, wie die Strukturédnderungen verfolgt werden
konnen, da die Faltung oft in weniger als einer Sekunde been-
det ist und (wie die Energiefldche zeigt) zumindest bis auf die
letzten Schritte extrem heterogen verlduft.

Eine hierfiir entwickelte Strategie ist die Verwendung einer
Serie von komplementiren Stopped-flow-Techniken, mit de-
nen jeweils ein ganz bestimmter Aspekt der Bildung einer na-
tiv-dhnlichen Struktur untersucht werden kann.[® %I Dies ist
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Abb. 13. a) Die Gesamtenergie E einer beliebigen Kettenkonformation entspricht der Summe der Kontaktenergien B zwischen den Aminosiurebaustei-
nen, die sich aus einer GauB-Verteilung mit dem Mittelwert B, und der Standardabweichung oy ableiten lassen. Dabei sind r, und r; die Ortsvektoren der
Aminoséduren mit den Sequenznummern i bzw. j. Der Wert von B, betridgt —2 kg7 und entspricht der mittleren Anziehung zwischen den Aminosiurebau-
steinen, womit dem hydrophoben Effekt Rechnung getragen wird. Der Wert von op betrégt kg Tund entspricht der Variationsbreite der Kontaktenergien der
Aminosiuren. b) Die Kontaktenergiematrix fiir die Sequenz, die in e) und in Abbildung 6 verwendet wurde. c¢) Die drei erlaubten Monte-Carlo-Bewegun-
gen: Umklappen eines freien Endes (oben links), Umklappen einer Ecke (unten links) und die kurbelartige Drehung zweier Aminoséurebausteine (rechts).
d) Beispielstrukturen fiir unterschiedliche Bereiche der in e) gezeigten Faltungstrajektorie (die Zugehorigkeiten sind durch Pfeile angezeigt): Random coil,
ungeordnetes halbkompaktes Kniuel, Ubergangszustand und nativer Zustand (von links nach rechts). e) Die Faltungstrajektorie mit £, N und Q als Funk-
tion der Zahl der Monte-Carlo-Schritte. (Mit Veridnderungen aus Lit.?% 5 {ibernommen.)

schematisch in Abbildung 14 dargestellt. Anhand des zeitli-
chen Verlaufs des Fern-UV-CD-Signals kann z. B. die Bildung
der Sekundérstruktur (insbesondere von a-Helices) verfolgt
werden, und der zeitliche Verlauf des Nah-UV-CD-Signals
kann Hinweise auf die nativ-dhnliche Packung der aromati-
schen Seitenketten geben. Der Untersuchungsbereich der so
verwendeten Techniken nimmt rasch zu. Eine der bedeuten-
deren Methoden ist die Moglichkeit, die dufleren Abmessun-
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gen des Proteins (R,) durch zeitaufgeloste Rontgenkleinwin-
kelstreuung zu bestimmen.[*)

Selbst bei den besten konventionellen Mischungsverfahren
betrigt die Totzeit typischerweise einige Millisekunden, doch
es gibt Fortschritte bei der Entwicklung von Geréten, mit de-
nen sie erheblich verringert werden kann. Dariiber hinaus
werden neue Methoden zur Auslosung der Riickfaltungsreak-
tion eingefiihrt.**'%1 Dazu z4hlt die Verwendung von Tem-
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Abb. 14. Schematische Darstellung einiger charakteristischer Eigenschaften eines globuldren Proteins, die
wihrend der Faltung durch biophysikalische Methoden (stopped oder quenched flow) mit einer Zeitauflo-
sung im Bereich von Sekunden bis Millisekunden verfolgt werden kénnen (mit Verdnderungen aus Lit.['*]
iibernommen). Beispiele fiir spezifische Methoden, mit denen unterschiedliche Merkmale untersucht wer-
den konnen, sind angegeben. Zu den anderen Eigenschaften, die untersucht werden konnen, aber hier nicht
aufgefiihrt sind, gehoren das Vorhandensein hydrophober Hohlrdume sowie die thermodynamische Ge-
samtstabilitdt. Obwohl keine Methode allein alle wihrend der Faltung auftretenden Strukturdnderungen
erfassen kann, liefert die Anwendung mehrerer komplementéirer Methoden ein detaillierteres Bild von
der Verteilung der Konformationen, die in verschiedenen Stadien der Faltung eingenommen werden.

dergegeben. Dariiber hinaus wur-
de gezeigt, daf} es mit nur einem
zweidimensionalen NMR-Expe-
riment moglich ist, die Faltung
an einzelnen Aminosiureresten
eines isotopenmarkierten Pro-
teins zu untersuchen, was den
Weg zu hochauflosenden Experi-
menten bahnt.[®*! Ebenso wichtig
war die Demonstration, da3 man
durch das Anregen einer Kernpo-
larisation mit Lasern (Photo-
CIDNP-Experimente; CIDNP =
chemically induced dynamic nu-
clear polarization) die Zeitspan-
ne, innerhalb derer die Ereignisse
verfolgt werden konnen, bis auf
ca. 10 ms verringern kann, was
die Zeitauflosung der NMR-
Techniken in die Néhe derer bei
der optischen Spektroskopie
bringt.

Ein weiterer Ansatz, die Fal-
tung mit NMR-Methoden zu un-
tersuchen, sind die Methoden
der Wasserstoffatom-Pulsmarkie-
rung.[150-168.1] Diese beruhen dar-
auf, daf labile Wasserstoffatome
(zum Beispiel jene, die an das
Amid-Stickstoffatom der Peptid-
bindung gebunden sind) in entfal-
teten Zustdnden schnell gegen die
Wasserstoffatome des Losungs-
mittels ausgetauscht werden. Sie
sind aber wihrend der Faltung
des Proteins oft gegen diesen
Austausch geschiitzt, weil die
Amidgruppen dann an Wasser-
stoffbriickenbindungen Dbeteiligt

peraturspriingen unter Bedingungen, bei denen eine Kilte-
denaturierung stattgefunden hat und ein Temperaturanstieg
die Riickfaltung ausldst.'** 411 In manchen Fillen 16st die
schnelle Anderung der Oxidationsstufe eines Metalloproteins
die Faltungsreaktion aus.l'*) Mit solchen Methoden kénnen
Erkenntnisse tiber Faltungsereignisse auf der Sub-Mikrose-
kunden-Zeitskala erhalten werden.

Ein besonderes Ziel der Strukturuntersuchungen ist es, die
Bildung von Kontakten auf der Ebene einzelner Aminoséure-
reste zu verfolgen. Diese Daten konnen direkt mit den Erge-
bnissen der Simulationen verglichen werden. Die NMR-Spek-
troskopie ist bekanntermaflen das Verfahren, mit dem dieses
Ziel — zumindest im Prinzip — erreicht werden kann, und in
der Praxis werden hier derzeit betriachtliche Fortschritte ge-
macht. Wenn die Faltung relativ langsam erfolgt, auf der Zeit-
skala von Sekunden oder dariiber, kann man eindimensionale
Spektren sequentiell aufzeichnen und deren Veridnderung
verfolgen.['3: 1321 Ein Beispiel hierfiir ist in Abbildung 15 wie-
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oder im Inneren des Proteins ver-

borgen sind. Zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Beginn der Faltung des Proteins kann
man das Ausmalf des Schutzes einzelner Wasserstoffatome er-
mitteln, indem man einen durch hohen pH-Wert verursachten
»Markierungs“-Puls anwendet, bei dem frei zugéngliche Amid-
protonen durch Deuterium ersetzt werden. Der Austausch
wird dann bei niedrigem pH-Wert unterdriickt (,,quenching*),
und das Protein kann sich zuriickfalten. Das NMR-spektro-
skopisch ermittelte Maf3 der Markierung an unterschiedlichen
Stellen spiegelt dann die jeweilige Proteinstruktur im Verlauf
des Faltungsprozesses wider. Die Zahl der markierten Stellen
kann auch durch Massenspektrometrie ermittelt werden, was
wichtige Informationen iiber die Verteilung von Strukturhete-
rogenititen wihrend des Faltungsprozesses liefert.['7]

Wir danken Azat Badretdinov, Aaron Dinner, Alan Fersht,
Andrew Miranker, Lorna Smith und Eugene Shakhnovich fiir
hilfreiche Diskussionen, Oren Becker, der Abbildung 9 zur Ver-
fiigung stellte, und Eric Feyfont fiir die Hilfe bei der Erstellung
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Abb. 15. Untersuchung der Proteinfaltung in Echtzeit durch 'H-NMR-
Spektroskopie. In 6M Guanidiniumchlorid geldstes Rinder-a-Lactalbumin
wurde direkt im NMR-Gerit in einen Riickfaltungspuffer verdiinnt. Die
Spektren wurden zu bestimmten Zeitpunkten zwischen 1.2 s und 10.3 min
nach der Auslosung der Riickfaltung aufgezeichnet, und ihre gestaffelte
Darstellung zeigt die Verdanderungen im Bereich der Signale von Methyl-
und Methylengruppen (oben) sowie von aromatischen Seitenketten (un-
ten). Das Verschwinden der breiten und einander tiberlappenden Signale
des anfinglich gebildeten Molten-globule-Zustands und das Auftreten
der gut aufgelosten Signale, die fiir den nativen Zustand charakteristisch
sind, ist klar ersichtlich. (Ubernommen aus Lit.[32)
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