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Die Entschlisselung des Codes, der
die Proteinsequenz mit der Struktur
verkniipft, ist eine der wichtigsten, aber
auch schwierigsten Aufgaben der Com-
puterbiologie. Wire dieser Code be-
kannt, konnten wir aus den Sequenzen
der Proteine auf ihre Struktur schlieSen
(,,direktes Faltungsproblem®, Struktur-
vorhersage) und Sequenzen entwerfen,
die vorher festgelegte Faltungen anneh-
men (,,inverses Faltungsproblem*, Pro-
teindesign).

Durch Losen des direkten Faltungs-
problems konnten wir Strukturinforma-
tionen iber zahlreiche Proteine mit
bekannter Sequenz erhalten und so auf
ihre molekulare Wirkungsweise schlie-
Ben und diese beeinflussen. Das erfolg-
reiche Design neuartiger Proteine hétte
nicht nur wichtige praktische Auswir-
kungen fiir biotechnologische, nano-
technologische und therapeutische An-
wendungen, sondern eine ebenso grofie
theoretische Bedeutung fiir die Formu-
lierung und Priifung von Hypothesen zu
Sequenz-Struktur-Beziehungen von
Proteinen.

Historisch gesehen gibt es drei Ar-
ten von Proteindesign:!"! 1) das Rede-
sign der Sequenz eines bekannten Pro-
teins, 2) den Einbau einer neuartigen
Funktion in ein gegebenes Proteingertiist
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und 3) das Design einer Sequenz, die
eine neuartige, bisher noch nicht beob-
achtete Topologie oder Faltung an-
nimmt. Jeder dieser Ansitze zielt auf
unterschiedliche, aber verwandte Frage-
stellungen ab.

Natiirlich vorkommende Proteinse-
quenzen werden meist aufgrund ihrer
Stabilitiat, Loslichkeit, Wirkungsweise,
Kompartimentbildung, ihres kineti-
schen Verhaltens, der Vermeidung einer
nicht erwiinschten Konformation oder
aus anderen Griinden selektiert. Durch
das Redesign der Sequenz eines be-
kannten Proteins lédsst sich besser ver-
stehen, welche relative Bedeutung diese
Faktoren haben, welche Rolle sie bei
der Formgebung natiirlicher Sequenzen
spielen und in welchem Umfang der
Proteinsequenzraum wéhrend der Evo-
lution ausgetestet wurde.”! Das zweite
Verfahren ermoglicht die Herstellung
niitzlicher Reagentien, kann aber auch
dazu beitragen, die Eigenschaften von
aktiven Zentren aufzudecken und die
Frage der molekularen Spezifitit zu
untersuchen.”) Das Design einer vollig
neuartigen Faltung kann schlieBlich
Aufschluss tiber die Eigenschaften ge-
ben, die eine Faltung physikalisch reali-
sierbar machen, denn wihrend der Evo-
lution bestand sicher nicht die Moglich-
keit, den gesamten verfiigbaren Fal-
tungsraum auszutesten. Im Idealfall
konnten wir auf diese Weise ein Ver-
zeichnis ausfiithrbarer und nichtausfiihr-
barer Topologien zusammenstellen, die-
se testen und unterscheiden und so die
Grundregeln der ,Faltbarkeit verste-
hen.

Wihrend die beiden ersten Metho-
den in einigen Fillen gute Ergebnisse
lieferten, war die dritte Strategie — bis
vor kurzem - weniger erfolgreich. In
dieser Hinsicht setzt eine neuere Arbeit
von Baker etal™ einen Meilenstein.
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Berichtet wird darin iiber das automati-
sierte Design eines neuartigen Proteins,
was die Hoffnung auf weitere Erkennt-
nisse zum schwer zugénglichen Problem
der Proteinfaltung weckt.

Mit dem Design von Proteinen hatte
man in den 80er Jahren begonnen —
ausgehend von einer recht optimisti-
schen Betrachtung des Problems: Es
war bekannt, dass eine gegebene Se-
quenz zwar eine charakteristische drei-
dimensionale Struktur einnimmt, es
aber mehrere Sequenzen mit der glei-
chen Faltung gibt.’! Aufgrund dieser
Degeneriertheit der Sequenz-Struktur-
Beziehung wurde geschlossen, dass das
Design einer Sequenz, die sich zu einer
bestimmten Struktur faltet, einfacher
sein konnte als die Vorhersage der
charakteristischen Struktur, die eine
bestimmte Aminosduresequenz  an-
nimmt. Dennoch war der Weg zum
Erfolg schwieriger als erwartet; in eini-
gen Fillen zeigten die Design-Proteine
zwar gewisse Protein-dhnliche Eigen-
schaften, z.B. kooperative Entfaltung
und die erwarteten CD-Spektren, gli-
chen aber sonst eher einem geschmol-
zenen Kiigelchen (,,molten globule*) als
einem natiirlich gefalteten Protein.*™

Tatséachlich zeigten diese Versuche
einen Hauptunterschied zwischen dem
direkten und dem inversen Faltungs-
problem auf: Es ist relativ einfach, die
Richtigkeit einer Strukturvorhersage zu
beurteilen — sodass Methoden vergli-
chen, kombiniert und schrittweise ver-
bessert werden konnen —, hingegen ist es
angesichts der schwierigen Charakteri-
sierung anndhernd nativer Strukturen
problematisch zu priifen, wie erfolgreich
eine Design-Faltung ist. Selbst wenn es
fir das Design eines Proteins mehr
akzeptable Losungen gibt als fiir die
Strukturvorhersage, lisst sich der Erfolg
eines Proteindesigns nur bewerten,
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wenn eine der Losungen korrekt und
exakt nachgewiesen ist.

Die Arbeit von Baker et al.l¥! bildet
einen Durchbruch aus mehreren Griin-
den: Das Design lieferte ein Protein, das
zum nativen Protein ausreichend dhn-
lich war, um fiir eine Rontgenkristall-
strukturanalyse geeignet zu sein. Das
verwendete Verfahren ist automatisiert,
offenbar allgemein anwendbar und be-
ruht im Wesentlichen auf dem gleichen
Proteinkriftemodell wie die von dersel-
ben Arbeitsgruppe entwickelte Rosetta-
Methode zur Strukturvorhersage.”)

Der erste Schritt der Methode be-
steht in der Wahl eines Satzes aus Ab-
stands-Restraints, die die gewiinschte
Faltung definieren. Mit diesen Parame-
tern werden Proteinfragmente bekann-
ter Struktur zu mehreren Anfangskon-
formationen zusammengesetzt. Die Se-
quenzoptimierung fiir jede dieser Aus-
gangsstrukturen erfolgte mit Monte-
Carlo-Simulationen und im Wesentli-
chen der gleichen Energiefunktion wie
bei der Rosetta-Methode. Aufeinander-
folgende Zyklen aus Sequenz- und
Strukturoptimierung fithrten schluss-
endlich zu dem als Top7 bezeichneten
Sequenz-Struktur-Paar. Die biophysika-
lische Charakterisierung des syntheti-
sierten Proteins ergab, dass Top7 16slich,
monomer und stabil ist und eine koope-
rative Zweizustands-Entfaltung eingeht.
Seine hochaufgeloste Struktur im Kris-
tall weist eine eindrucksvolle Uberein-

stimmung mit dem Design-Modell auf
und weicht nur in zwei kurzen exponier-
ten Windungen von diesem ab (Abbil-
dung 1).

Abbildung 1. Co-Uberlagerung der durch
Design erhaltenen (blau) und der kristallogra-
phisch bestimmten Struktur (rot) von Top7.
(Mit freundlicher Genehmigung von David Ba-
ker und Gautam Dantas, Department of Bio-
chemistry, University of Washington, USA.)
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Wie bereits erwdhnt wurde, ergeben
sich aus einem erfolgreichen Design
mehrere Schlussfolgerungen. Zunéchst
bestitigt es die Wirksamkeit der Strate-
gie, durch Verwendung bekannter Un-
terfragmente mehrere Modelle auf
atomarer Ebene herzustellen, ein An-
satz, der auch zur Vorhersage der Pro-
teinstruktur bemerkenswert erfolgreich
ist.'! Des Weiteren unterstreicht es die
ZweckmaiBigkeit einer simultanen Op-
timierung von Sequenz und Struktur.
SchlieBlich wird eine der Schlussfolge-
rungen aus Experimenten zur Struktur-
vorhersage von Proteinen bestitigt: Ein
korrektes Modell auf atomarer Ebene
lasst sich nach umfassender Optimie-
rung der Seitenkettenpackung leichter
identifizieren als auf einer der Zwi-
schenstufen des Verfahrens.!"”

Interessanterweise beriicksichtigte
die Vorgehensweise von Baker etal.
keinen der Punkte, die als Ursache fiir
frithere Fehlschldge angesehen wurden;
weder wurde versucht, vermutete alter-
native Faltungen zu destabilisieren,
noch wurde die Kinetik der Faltung
beim Design beriicksichtigt. Die Auto-
ren fiihren die groBe Ubereinstimmung
von Design und Vorhersage darauf zu-
riick, dass die Sequenz im Verlauf des
Designprozesses gedndert werden kann
und keine Bedingungen an eine Funk-
tionalitdt des Design-Proteins vorgege-
ben wurden.

Einerseits kann die Moglichkeit, die
Sequenz und damit die Energieland-
schaft zu dndern, zumindest teilweise
die begrenzte Genauigkeit der verfiig-
baren Kraftfelder bei der Durchsuchung
des komplexen, ausgedehnten und zer-
kliifteten Konformationsraums von
Proteinen kompensieren. Andererseits
sind die aktiven Zentren von Proteinen
in struktureller Hinsicht hochstwahr-
scheinlich suboptimal, da sie funktio-
nalen und dynamischen Vorgaben
geniigen missen; eine Vorhersage ihrer
Konformation auf der Basis einer En-
ergieoptimierung kann daher irrefiih-
rend sein. Es gibt allerdings mehrere
Beispiele fiir den erfolgreichen Einbau
von aktiven Zentren in bekannte Pro-
teine. Die Gibbs-Energie fiir die Ent-
faltung von Top7 ist mit 13.2 kcalmol !
hoher als fiir die meisten Proteine
dhnlicher GroB3e, sodass es nicht iiber-
raschen wiirde, wenn tatsdchlich ein
funktionelles Zentrum in diesem Des-
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ign-Geriist untergebracht werden konn-
te. Ein solcher Ansatz wiirde den Weg
zur Konstruktion von mafgeschneider-
ten molekularen Maschinen ebnen.
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