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Rechnergestitzte Methoden erleichtern die Aufklirung
von Proteinfunktionen**

Gerd Folkers* und Christian D. P. Klein

Die Biochemie steht vor ihrer bisher grofiten Heraus-
forderung: Sie muss die in immer stirkerem MaBe anfallen-
den Genomdaten in einen funktionellen Zusammenhang
stellen. Die Durchsequenzierung eines Genoms stellt in erster
Linie logistische Anforderungen an die beteiligten Firmen
und Institute. Hier ist durch vermehrten Materialaufwand
eine fast beliebige Steigerung des Durchsatzes moglich.
Anders ist die Lage, zumindest jetzt noch, beim wichtigsten
nachfolgenden Schritt: Der Funktionsaufkldrung jener Pro-
teine, welche von den nun bekannten Gensequenzen kodiert
werden. Dieser Forschungszweig wird als ,,Functional Geno-
mics“ bezeichnet.

Von einer DNA-Sequenz kann zwanglos auf die Sequenz
des Proteins geschlossen werden. Proteinsequenzen werden
seit Jahrzehnten archiviert, und inzwischen sind viele tausend
Sequenzen von Proteinen mit oftmals bekannter Funktion
allgemein verfiigbar.'l Da Proteine dhnlicher Sequenz in
vielen Fillen die gleiche Funktion erfiillen, liegt es nahe,
durch Sequenzvergleiche auf die Funktion neuer Proteine zu
schlieBen. Dieser Ansatz wird seit lingerer Zeit verfolgt? und
ist durch Verbesserung der zugrunde liegenden Algorithmen
zu einem wichtigen Handwerkszeug der Genetiker und
Biochemiker geworden. Einer der groflen Vorteile dieser
Methode ist ihre Schnelligkeit, auerdem benotigt sie keine
Daten zur dreidimensionalen Struktur. Sie hat aber auch
einen schwerwiegenden Nachteil: Im Laufe der Evolution
haben sich Proteine oft konvergent in Richtung auf ihre
heutige Funktion entwickelt, d.h., dass nicht entwicklungs-
geschichtlich verwandte Proteine, deren Aminosiduresequen-
zen nur wenig dhnlich sind, dhnliche oder identische Funk-
tionen haben.B! So sind sich die Enzyme Trypsin und Subtilisin
in grofen Teilen sehr undhnlich. Es wire nicht moglich, eine
funktionelle Verwandschaft dieser Enzyme aufgrund ihrer
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Primérstruktur festzustellen, da hier die Ubereinstimmung
nur etwa 10 % betrédgt — wenig mehr, als der statistische Zufall
erwarten liee. Ein bestimmter Teil dieser Enzyme ist jedoch
sehr dhnlich: Es ist jener Bereich, welcher den eigentlichen
katalytischen Apparat ausmacht. Die an der Katalyse betei-
ligten Aminosduren sind zwar in der dreidimensionalen
Struktur der beiden Enzyme benachbart, befinden sich aber
nicht hintereinander auf dem Peptidstrang. Es wire nicht
moglich, diese beiden Enzyme mittels eines paarweisen
Sequenzvergleichs als funktionell verwandte Serinproteasen
einzuordnen.

Die Konservierung des funktionsbestimmenden Bereichs
ist eines der Paradigmen der Proteinchemie. Unabhéngig von
der Primérstruktur finden sich hier immer wieder dhnliche
physikalisch-chemische Eigenschaften, oft sind sogar die
beteiligten Aminosiuren identisch.

Von der Struktur zur Funktion

S. Schmitt, M. Hendlich und G. Klebe stellten in dieser
Zeitschrift einen neuen Ansatz zur Feststellung funktioneller
Ahnlichkeit vor, welcher sich die Konservierung des aktiven
Zentrums von Enzymen und des Ligandbindungsbereichs von
Rezeptoren zunutze macht.l Sie beginnen damit, die Bin-
dungstaschen von Proteinen mit bekannter Funktion und
bekannter dreidimensionaler Struktur weitgehend zu abstra-
hieren. Eine Bindungstasche wird dann nicht mehr durch
Aminosduren, sondern durch die rdumliche Verteilung be-
stimmter Pseudofunktionalitdten wie Wasserstoffbriickendo-
nor oder -acceptor und dhnliche reprisentiert (Abbildung 1).
Mit dieser Datenreduktion wird eine einfach zu handhaben-
de, aber immer noch aussagekréftige Datenbank erzeugt. Die

Abbildung 1. Oberflichen und Pseudozentren einer Bindungstasche (aus
Lit. [4]).
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(vermuteten) Bindungstaschen von Proteinen unbekannter
Funktion werden identisch behandelt und konnen nun mit der
Datenbank verglichen werden. Wird dort eine dhnliche
rdumliche Verteilung der Pseudofunktionalititen in der
Bindungstasche gefunden, so sind Riickschliisse auf die
Funktion des unbekannten Proteins moglich.

Diese Methode ist konzeptionell verwandt mit Techniken,
die bisher insbesondere zur Identifizierung von Protein-
Wechselwirkungspartnern, also Liganden oder Enzyminhibi-
toren, verwendet wurden. Sie steht gewissermaflen in der
Tradition von heute viel genutzten Programmen wie GRID,P!
RELIBASE und anderen.

Dies ist nicht der erste Versuch, die Geometrie von
Bindungstaschen zur funktionellen Analyse zu verwenden.[’]
Der wesentliche Vorteil der neuen Methode besteht darin,
dass nicht nur die geometrischen Eigenschaften der Bin-
dungstasche (also ihre Form), sondern auch die Anordnung
physikalisch-chemischer Eigenschaften beriicksichtigt wird.

Fiir Leser, welche mit den Techniken des Molecular
Modeling etwas vertraut sind, ist die Tatsache erstaunlich,
dass das von Klebe et al. entwickelte Verfahren mit nur fiinf
Pseudofunktionalititen auskommt und dabei sehr gute Er-
gebnisse erzielt. Programme, welche die intermolekularen
Wechselwirkungseigenschaften kleiner Molekiile bestimmen,
verwenden sehr viel komplexere Darstellungen. Elektrosta-
tische Eigenschaften der Bindungstasche werden beim Ver-
fahren der Arbeitsgruppe Klebe beispielsweise nicht (oder
nur indirekt) betrachtet — dies hat allerdings auch wieder den
Vorteil, dass diese Eigenschaften nicht erst berechnet werden
miissen.

Um den Ansatz von Schmitt, Hendlich und Klebe nutzen zu
konnen, reicht die Kenntnis der Gensequenz oder der
Primérstruktur eines Proteins nicht aus. Es miissen genaue
Informationen iiber die dreidimensionale Struktur des Pro-
teins vorliegen. Solche Daten werden oft durch Rontgen-
strukturanalyse erhalten, seit einigen Jahren gewinnen NMR-
Verfahren zunehmend an Bedeutung.®® Beide Methoden sind
bisher nicht fiir ihre Schnelligkeit oder Einfachheit bekannt.
Wegen des groflien kommerziellen Potentials hat dieses
Gebiet viel Interesse auf sich gezogen, und es gibt Bestre-
bungen, die experimentelle Bestimmung von Proteinstruktu-
ren durch zunehmende Automatisierung zum Hochdurch-
satzverfahren zu entwickeln.”! Neben den experimentellen
Methoden finden theoretische Verfahren breite Verwen-
dung.[' Tn vielen Fillen ermdglichen sie Vorhersagen, welche
fiir alle praktischen Zwecke ausreichend genau sind. Auch
hier gibt es, wie bei der Funktionszuweisung, Ansétze, welche
auf der Suche nach &hnlichen Primérstrukturen beruhen.
Daneben wurden aber auch Methoden beschrieben, welche
ohne solche zusitzlichen, empirisch gewonnenen Informatio-
nen auskommen.'!

Die momentan vorliegenden Genomdaten hoherer Orga-
nismen sind noch mit vielen Fehlern behaftet.l'”l Wird eine
fehlerhafte Proteinsequenz zur Vorhersage einer Protein-
struktur und schlieBlich zur Funktionsvorhersage verwendet,
kann sich die von Schmitt et al. durchgefiihrte Abstraktion
von Vorteil sein, indem der Einfluss einer ,,falschen*“ Ami-
nosdure auf die Repridsentation der Bindungstasche und
damit das Ergebnis der Vorhersage verringert wird.
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Gene, Proteine, Arzneimittel

Die Sequenzierung von Genomen wird vor allem von der
Hoffnung getrieben, neue therapeutische Ansatzpunkte zu
finden. Die Intervention durch Medikamente findet nur sehr
selten auf der Ebene der Gene statt, sondern erfolgt meistens
an einem Protein. Es macht natiirlich keinen Sinn, ein Protein
mit unbekannter Funktion als Interventionspunkt auszuwih-
len. Abbildung 2 zeigt schematisch, worin die Bedeutung von
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Abbildung 2. 1: Genomsequenzierung; 2: Ubersetzung in Primirstruktur;

3: Ableitung oder Bestimmung der rdumlichen Struktur; 4: funktionelle
Einordnung; 5: Entwurf von Liganden oder Inhibitoren.

Genomdaten bei der Entwicklung neuer Arzneimittel be-
steht: Die DNA-Sequenz fiihrt unmittelbar zur Proteinse-
quenz. Daraus kann die dreidimensionale Struktur theore-
tisch abgeleitet werden, oder es wird eine experimentelle
Strukturanalyse durchgefiihrt. Der néchste Schritt, die Zu-
weisung einer Funktion, ist kritisch und mit groen Schwie-
rigkeiten verbunden. Eine viel verwendete experimentelle
Methode besteht darin, durch gentechnische Methoden Orga-
nismen zu erzeugen, denen das betreffende Gen fehlt (z.B. so
genannte ,Knock-out-Mduse*), und die Auswirkung der
Mutation auf den Organismus zu studieren. Die Generierung
entsprechender Organismen ist aufwindig, im Falle des
Menschen nicht moglich, und die Interpretation der Resultate
fallt oft schwer. Wie bei der Strukturaufkldrung von Proteinen
gibt es Bemiithungen, die experimentellen Verfahren, bei-
spielsweise bei der Erzeugung transgener Tiere, weitgehend
zu automatisieren.!'3] Dennoch sind valide theoretische An-
sétze ein willkommenes Hilfsmittel.

Auf der Stufe der Funktionszuweisung entscheidet sich, ob
ein Protein ein lohnendes Interventionsziel fiir die Wirkstoff-
entwicklung, ein ,, Target”, ist. Falls dem so ist, konnen z.B.
mit den Mitteln des strukturbasierten Wirkstoffdesigns ge-
eignete Inhibitoren oder Antagonisten gesucht werden.

Eine zunichst nicht offensichtliche Anwendung der von
Klebe et al. aufgebauten Datenbank besteht darin, dass sie
die theoretische Abschidtzung von Nebenwirkungen ermogli-
chen wird. Ein idealer Arzneistoff bindet ausschlieBlich und
mit groBer Affinitéit an das gewiinschte Protein. Unerwiinsch-
te Wirkungen werden oft dadurch hervorgerufen, dass es auch
an andere Proteine bindet. Es gibt bisher kein Verfahren,
welches die Abschétzung solcher unerwiinschter Bindungen
ohne aufwindige biologische Tests erlauben wiirde. Daher
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wird bei neuen Arzneistoffen oft erst in einem spiten
Entwicklungsstadium, nach der Investition betréchtlicher
finanzieller Mittel, festgestellt, dass sie Nebenwirkungen
hervorrufen. Die von der Arbeitsgruppe Klebe entwickelte
Methode ermoglicht eine ,,virtuelle“ Suche nach unerwiinsch-
ten Wechselwirkungspartnern fiir Arzneistoffe, indem die
Datenbank nach solchen Enzymen oder Rezeptoren durch-
sucht wird, welche den Entwicklungskandidaten binden kon-
nen. Diese Strategie wire die Umkehrung einer heute
vielfach angewandten Methode zur Suche nach Liganden,
dem ,virtuellen Screening® (Abbildung 3 A).l Es wiirde

A)

B)

Abbildung 3. Virtuelle Suche nach einem Liganden (A) und nach einem
Protein (B).

dabei nicht nach den kleinen Liganden, sondern nach ihren
makromolekularen Targets gesucht werden (Abbildung 3 B).
Solch ein ,inverses“ virtuelles Screening wire nicht nur bei
der Suche nach Nebenwirkungen, sondern auch viel allge-

meiner anwendbar. Beispielsweise konnte nach dem An-
griffspunkt von biologisch aktiven Molekiilen mit unbekann-
tem Wirkungsmechanismus gesucht werden.
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