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„Wie ich zur Proteaseforschung kam oder, richtiger
gesagt, wie die Proteaseforschung zu mir kam“
Robert Huber*

Protease · Proteinkristallographie · Rçntgenbeu-
gung · Strukturaufkl�rung

Alles begann an einem Tag im Jahr 1968, als mir Professor
Ernst Auhagen (Abbildung 1), Leiter der Biochemie-
forschung bei Bayer, einen Besuch abstattete. Ich hatte ein
kleines Laboratorium und B�ro in der Schillerstraße am
M�nchner Max-Planck-Institut f�r Eiweiß- und Leder-
forschung, das mit zwei St�hlen, einem Tisch, einem Ri-
chards-Kasten zum Bau von Proteinmodellen und einem
Abzug ausger�stet war.

Es war nicht einfach, sich an diesen sperrigen Gegen-
st�nden vorbeizuzw�ngen, aber Auhagen war ein großer,
schlanker Mann. Er w�hlte in seiner Jackentasche und zog ein
Reagenzglas hervor, an dessen Boden ich glitzernde Kristalle
sehen konnte. Ein Chemiker forscht mit Augen und Nase. Ich
çffnete deshalb das Gl�schen, erstickte aber fast augen-
blicklich an dem intensiven Gestank von Ammoniak. Die
Substanz war in konzentrierter Ammoniaklçsung suspen-

diert, aus der sie zum Zwecke der finalen Aufreinigung kris-
tallisiert worden war. Es war das bei Bayer produzierte
Trasylol/Aprotinin, das, wie Auhagen mir erkl�rte, bei Ein-
griffen am Herzen zur Verminderung des Blutverlustes an-
gewendet wurde. Es wurde in der Rinderlunge entdeckt und
daraus isoliert und wirkte als Hemmstoff des von Kraut, Frey
und Werle entdeckten Kallikrein-Kininogen-Systems, das bei
der Regulation des Blutdrucks und vielen anderen physiolo-
gischen Prozessen eine zentrale Rolle spielt. (Kallikrein ist
eine Trypsin-artige Protease, Kininogen ist eine Vorstufe der
Kinin-Hormone.) Auhagen fragte mich, ob ich an einer kris-
tallographischen und strukturellen Studie von Trasylol inter-
essiert w�re. Ich war.

Bevor ich mit Trasylol/Aprotinin fortfahre, mçchte ich
einige Hintergr�nde erl�utern und einen fl�chtigen Blick auf
die Situation 10 Jahre fr�her werfen: Ich hatte an der Tech-
nischen Hochschule M�nchen (THM) Chemie studiert und
interessierte mich besonders f�r Mineralien und Kristalle, die
ich auch bei meinen Klettertouren in den Alpen sammelte.
Warum waren sie symmetrisch, hatten eine regelm�ßige Ge-
stalt, scharfe Kanten, gl�nzende Fl�chen und intensive Far-
ben? Es war offensichtlich, dass es nur mittels Rçntgen-
strahlen gelingen w�rde, in das Innere zu schauen und eine
Antwort zu finden. Ich fragte deshalb Professor Walter
Hoppe (siehe Abbildung 3), ob ich meine Diplomarbeit und
sp�ter auch die Doktorarbeit in seinem Arbeitskreis an
G�nter Scheibes Institut f�r physikalische Chemie und
Elektrochemie an der THM (jetzt TUM) anfertigen kçnne.

Das Institut befand sich im Zentralgeb�ude der THM in
der Luisenstraße und war damals, Ende der 50er Jahre, noch
schwer von den Bombardierungen des Krieges gezeichnet.
Heinz Gerischer war am Institut Professor f�r Elektrochemie,
einer seiner Mitarbeiter war Gerhard Ertl. Unsere Wege
kreuzten sich gelegentlich in dem alten Geb�ude, wir nahmen
aber keine Notiz voneinander. Unsere Forschungsobjekte
waren in der Tat recht verschieden: Ich versuchte, das Innere
von Kristallen (und Molek�len) sichtbar zu machen, er stu-
dierte ihre Oberfl�che. Beide Forschungsfelder sollten sich als
interessant und lohnend erweisen und dereinst mit Nobel-
preisen gew�rdigt werden.

In Deuschland war die molekulare Rçntgenkristallogra-
phie damals ein vernachl�ssigtes Gebiet. Hoppe war hoch
anerkannt f�r seine Erfindung und Konstruktion eines me-
chanischen Fourier-Synthesizers (elektronische Rechner f�r
die Berechnung von Fourier-Serien waren noch nicht ver-
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f�gbar) und eines Einkristall-Diffraktometers (das sp�ter von
Siemens vermarktet wurde) sowie f�r die Entwicklung von
Methoden zur Kristallstrukturlçsung. Wie wir heute wissen,
bedeutete seine Entdeckung der Faltmolek�lmethode[1] zur
Bestimmung der Orientierung und Position von Molek�len
oder Molek�lfragmenten bekannter Struktur in Patterson-
Funktionen einer unbekannten Kristallstruktur eine Revo-
lution der modernen Proteinkristallographie, denn die meis-
ten Proteinstrukturen werden heute durch das auf sehr �hn-
lichen Prinzipien beruhende Verfahren des „molekularen
Ersatzes“ gelçst, das Rossmann und Blow 1962 unabh�ngig
entdeckten und entwickelten.[2] Hoppes Verçffentlichung von
1957 wurde nicht sofort als ein Meilenstein erkannt, vielleicht
weil sie auf Deutsch geschrieben war (obgleich so klar und
pr�gnant, dass auch des Deutschen nicht m�chtige Leser das
Konzept leicht verstehen), vielleicht aber auch, weil die
Analyse von Kristallen verwandter Molek�le – der Kern der
Methode – in der Proteinkristallographie erst viele Jahre
sp�ter wichtig wurde, als die Datenbasis der Proteinstruktu-
ren auf eine gen�gende Grçße angewachsen war. Zu jener
Zeit wurden Patterson-Funktionen, die den Vektorsatz aller
Atome in der Elementarzelle des Kristalls darstellen, und
Faltmolek�le, die intra- oder intermolekularen Vektors�tze
des Suchmodells, auf Transparenzpapier gezeichnet und per
Hand gedreht und verschoben, bis beide zueinander passten.
Dies konnte nat�rlich nur in zwei Dimensionen getan werden.

Als in den sp�ten 50er Jahren Computer verf�gbar wur-
den, begann ich mit der Entwicklung eines Programms f�r die
Faltmolek�lmethode. Ich bekam die Gelegenheit, es in einem
herausfordernden Projekt anzuwenden, das mich mit einem
neuen Forschungsfeld, der Biochemie, und ber�hmten Bio-
chemikern, Peter Karlson (Abbildung 2) und Adolf Bute-

nandt (Abbildung 3) am Max-Planck-Institut f�r Biochemie,
bekannt machte. Karlson und Butenandt hatten das Insek-
tenverpuppungshormon Ecdyson isoliert, dessen Molek�l-
struktur und sogar Molek�lmasse jedoch unbekannt waren.
Man gab mir Kristalle, und ich nahm die ersten Rçntgen-
beugungsbilder auf, anhand derer ich die Molek�lmasse be-
stimmte und fr�here Werte korrigierte. Anschließend sam-
melte ich einen vollst�ndigen Datensatz. Ich br�tete lange
�ber ein Modell f�r den Aufbau des Faltmolek�ls, und nach
vielen Versuchen hatte ich mit der Einpassung einer Steroid-
einheit in die Patterson-Karte Erfolg. Durch wiederholtes

Hinzuf�gen und Entfernen von Atomen und Ver�nderung
der Stereochemie gelang es mir, alle Substituenten, ein-
schließlich der Wasserstoffatome und stereochemischen
Zentren, zu lokalisieren und Ecdyson als 2b.3b.14a.22bF.25-
Pentahydroxy-d7-5b-cholestenon-6 zu identifizieren.[3] Pro-
fessor Wolfgang Steglich an der THM half mir mit dem er-
heblichen Nomenklaturproblem. Karlson war von meiner
Entdeckung begeistert. Butenandt war als Pr�sident der Max-
Planck-Gesellschaft f�r einen Doktoranden damals kaum
erreichbar, er muss aber recht zufrieden damit gewesen sein,
dass es in Insekten ein Hormon gab, das mit den von ihm 30
Jahre zuvor im Menschen entdeckten Sexualhormonen ver-
wandt war, deren Erforschung ihm 1939 den Nobelpreis ein-
gebracht hatte. Zu dieser Zeit war Ecdyson die grçßte Mo-
lek�l, dessen Struktur ohne die Einf�hrung eines Schwer-
atoms zur Phasenbestimmung gelçst worden war. Die Be-
stimmung der genauen Struktur schuf die Voraussetzung f�r
die chemische Synthese des Ecdysons durch Forschungs-
gruppen bei Schering und Hoffmann-LaRoche – im Wettlauf
mit dem kalifornischen Pharmaunternehmen Syntix –, und
man vertraute darauf, dass Ecdyson eine neuartige Strategie
f�r die Entwicklung von Insektiziden bieten kçnnte. F�r mich
war es die erste Begegnung mit der Pharmaindustrie.

Ich erfuhr sp�ter, dass Max Perutz von meinem Erfolg
Kenntnis erlangte und gute Worte f�r mich einlegte, was f�r
meine zuk�nftige Karriere hilfreich war und vor allem Walter
Hoppe dazu brachte, dass er mir 1967 die Mçglichkeit gab,
eine kleine Arbeitsgruppe f�r die Proteinkristallographie zu
gr�nden. Hoppes Arbeitskreis war inzwischen in die Schil-
lerstraße an das Max-Planck-Institut f�r Eiweiß- und Leder-
forschung gezogen, wo sich auch mein Laboratorium befand.
Dort isolierte ich zusammen mit Helmut Formanek aus In-
sektenlarven ein rotes Protein namens Erythrocruorin. Durch
klassischen isomorphen Schweratomersatz fanden wir – an-
fangs in niedriger, sp�ter dann in atomarer Auflçsung –,[4,5]

dass die Polypeptidkette die gleiche Faltung besaß wie die von
Perutz und Kendrew analysierten Molek�le Myoglobin und
H�moglobin.

Diese Entdeckung dokumentierte, dass Proteine in S�u-
getieren und Insekten – Spezies also, die in der Stammes-
entwicklung vor mehreren hundert Millionen Jahre diver-
gierten – konserviert sind. Heute ist dies Lehrbuchwissen,
abgeleitet aus der großen Menge von bekannten Gen- und
Proteinsequenzen, stellte damals jedoch die erstmalige Be-
obachtung dieses Ph�nomens dar. Tats�chlich deckte sich der
Befund mit dem, was ich bei einer vçllig anderen chemischen
Klasse, den Steroiden, am Beispiel des Ecdysons von Insekten
und dem humanen Sexualhormonen gesehen hatte.

Mit dieser Arbeit war meine kleine Proteinkristallogra-
phiegruppe etabliert. Zu der Zeit, 1968, gab es weltweit nicht
mehr als eine Handvoll solcher Gruppen, wir waren aber nun
gen�gend Mitarbeiter, um ein neues Projekt – Trasylol/
Aprotinin – in Angriff zu nehmen. Die Kristalle, die mir
Auhagen gegeben hatte, waren gut geordnet und beugten bis
zu hoher Auflçsung (nach einigen Kunstgriffen und Aus-
tausch der Mutterlauge). Die Phasenbestimmung durch iso-
morphen Ersatz gelang problemlos. Ich konnte die erhaltene
Elektronendichtekarte auf Basis der Aminos�uresequenz, die
in zwei unabh�ngig bestimmten und identischen (als Kalli-

Abbildung 2. Peter Karlson.
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krein-Inaktivator und als Trypsininhibitor des Rinderpan-
kreas (BPTI)) Versionen verf�gbar war, leicht interpretie-
ren.[6]

In Anlehnung an die Prozedur der organischen Mole-
k�lkristallographie kam es mir in den Sinn, dass durch Hin-
zugabe weiterer Informationen zur Geometrie der Amino-
s�uren und Peptidbindungen Phasen verbessert und in hç-
herer Auflçsung erhalten werden kçnnten. W�hrend wir aber
bei der Kristallographie kleiner Molek�le �blicherweise
atomare Auflçsungen erhalten und einzelne Molek�le sehen,
ist dies bei Proteinkristallen nicht der Fall. Bob Diamond in
Cambridge, Großbritannien, hatte ein Computerprogramm
entwickelt, das durch Drehen und Verschieben die �berlap-
pung der Molek�lfragmente mit der Elektronendichte maxi-
miert, und zwar unter Beibehaltung der korrekten Bin-
dungsgeometrien. Unsere Arbeitsgruppe (zwei Doktoranden
aus der Physik, Wolfgang Steigemann und Johann Deisen-
hofer, hatten sich meiner kleinen Gruppe angeschlossen) war
inzwischen im neuen Max-Planck-Institut f�r Biochemie in
Martinsried zu Hause, wo ich 1972 das Angebot angenommen
hatte, Mitglied der Max-Planck-Gesellschaft und Direktor am
Institut zu werden (Abbildung 3). Wir dachten an die Ver-

wendung dieses Werkzeugs, wollten es aber in Zyklen ein-
setzen, indem wir die Phasen aus dem verbesserten Protein-
modell immer wieder neu berechneten. Dies funktionierte
ausgezeichnet und lieferte uns Elektronendichtekarten von
nie gesehener Klarheit und Auflçsung.[7, 8]

John Kendrew besuchte mich zu dieser Zeit und meinte:
„Eine solche Elektronendichte h�tte ich gerne f�r Myoglobin
erhalten, aber wir sind gescheitert.“ Ich f�hlte mich ge-
schmeichelt, viele aber dachten, es sei unwissenschaftlicher

Hokuspokus. Es sollte noch einige Jahre dauern, bis die
Verfeinerung von Proteinkristallstrukturen ein von der
Fachwelt akzeptiertes Verfahren wurde. Heute ist es im
Prozess der Strukturbestimmung nat�rlich Routine, nicht
zuletzt auch dank massiv verbesserter Hard- und Software.
Die Verf�gbarkeit interaktiver Graphiksysteme und die
Entwicklung eines Programms f�r die Anwendung in der
Proteinkristallographie sowie dessen erste praktische An-
wendung (Frodo) durch Alwyn Jones,[9] der sich als Post-
doktorand meiner Gruppe angeschlossen hatte, war ein ent-
scheidender Schritt in diesem Prozess. Die Existenz eines
genauen Modells eines relativ kleinen Proteins fand in der
Fachwelt Beachtung, und BPTI wurde weltweit zu einem
Modellprotein f�r experimentelle und theoretische Fal-
tungsstudien und molekulare Simulationen – die „Labor-
ratte“ der Computerchemiker (ein von Michael Levitt ge-
pr�gter Begriff). Die Firma Bayer lieferte anderen Forschern
großz�gig Material, vor allem f�r NMR-Experimente, eine
Technik, deren Potential f�r die Proteinstrukturanalyse man
gerade erst zu erforschen begann. Ein bemerkenswerter
Fortschritt war die Identifizierung der aromatischen Spin-
systeme und ihrer Dynamik in den homonuklearen eindi-
mensionalen 1H-NMR-Spektren durch W�thrich, Wagner,
Sykes und anderen. Zweidimensionale Spektren und syste-
matische Resonanzzuordnungen durch Ernst und W�thrich
sollten sp�ter folgen. Der Befund war, dass aromatische
Reste, die in der Proteinstruktur scheinbar dicht gepackt
waren, Ringflips eingehen. Eine detaillierte Analyse im
Lichte der Molek�lstruktur, die wir 1976 gemeinsam mit
W�thrichs Arbeitsgruppe durchf�hrten, ergab eindeutige
Beweise f�r großamplitudige, niederfrequente konzertierte
Bewegungen im Proteinkern, die f�r die Kristallographie
unsichtbar waren, weil die angeregten Konformationszu-
st�nde nicht signifikant besetzt werden.[10] F�r viele war dies
eine große �berraschung – am meisten vielleicht f�r die
Kristallographen, die durch die wohldefinierten Elektronen-
dichtekarten womçglich voreingenommen waren. Ich erin-
nere mich, dass W�thrich und ich den zweifelnden Max Per-
utz in einer Podiumsdiskussion vor großer Zuhçrerschaft
�berzeugen mussten. Wir wissen heute, dass viele – wahr-
scheinlich alle – untersuchten Proteine Flips der aromati-
schen Ringe zeigen. Auch im Zeitbereich langsamer dyna-
mischer Prozesse diente BPTI als Beispiel, indem der Aus-
tausch der Amidwasserstoffe mit NMR-Techniken und mit
Neutronenkristallographie, eine Methode, die Protonen und
Deuteronen unterscheidet, gemessen und vçllige �berein-
stimmung gefunden wurde.[42,43]

Eine sp�teres Gemeinschaftsprojekt mit W�thrichs For-
schungsgruppe im Jahr 1986 hatte eine unabh�ngige und si-
multane Analyse des Amylase-Inhibitors Tendamistat in
Kristallen und in Lçsung zum Ziel und ergab identische
Strukturen, was sehr �berzeugend die Leistungsf�higkeit der
NMR-Spektroskopie als ein Methode f�r die Proteinstruk-
turbestimmung demonstrierte.[11, 12]

Die Forschungen am BPTI f�hrten mich bald auch zu
dessen Rezeptor, der prototypischen Serinprotease Trypsin.
Wir wollten herausfinden, wie die beiden Proteine wechsel-
wirken. Funktionelle Studien hatten gezeigt, dass die Bindung
extrem stark und der Komplex sehr langlebig ist. Der erste

Abbildung 3. Direktoren am Max-Planck-Institut f�r Biochemie, Mar-
tinsried (Aufnahme von 1974). Erste Reihe (von links nach rechts):
Heinz Dannenberg, Adolf Butenandt, Feodor Lynen, Gerhard Ruhen-
stroth-Bauer. Zweite Reihe: Robert Huber, Pehr Edman, Erich W�nsch,
Gerhard Braunitzer, Peter Hans Hofschneider, Walter Hoppe, Kurt
Hannig, Klaus K�hn, Wolfram Zillig. Butenandt und Hoppe werden im
Essay erw�hnt. Der Bau und die Erçffnung des Max-Planck-Instituts f�r
Biochemie im Jahr 1973 war ein Signal f�r den Ausbau des Campus
Martinsried, der zu einem der grçßten Forschungs- und Technologie-
zentren in Europa gewachsen ist.
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Schritt war, ein Modell zu entwickeln. Hierzu begannen wir
eine Zusammenarbeit mit David Blow, Cambridge, der die
Struktur von Chymotrypsin, einem nahen Verwandten von
Trypsin und ebenfalls ein starker Ligand von BPTI, bestimmt
hatte. Docking-Experimente im Jahr 1971 sahen anders aus
als heute, wo man sich der Computergraphik bedient. Man
musste aus Schrauben und Dr�hten aufgebaute Molek�l-
modelle physikalisch in Kontakt bringen. Ich verstaute also
mein BPTI-Modell in meinem Auto und fuhr nach England.
Ein erstes Hindernis war die Grenze nach Großbritannien,
wo der Zollbeamte wissen wollte, was es mit diesem Haufen
Dr�hten und Schrauben auf sich h�tte. „Ein Modell eines
Proteins“, war meine Antwort. „Was ist es wert?“, war seine
n�chste Frage. „Nichts“, sagte ich. „Wieviel hat es gekostet?“
„Einige zehntausend Pfund, wenn wir Arbeitszeit, Material
und Aufwendungen zusammenrechnen“. Er starrte mich an
und sortierte mich offenbar in die Gruppe der harmlosen
Verr�ckten ein und ließ mich passieren.

Die Docking-Studien in Davids Laboratorium in Cam-
bridge waren harte Arbeit, denn mein Modell, obschon klei-
ner als Chymotrypsin, war schwer zu drehen und zu ver-
schieben. Zur�ck in Martinsried fuhren wir mit der experi-
mentellen Strukturbestimmung des Trypsin-BPTI-Komplexes
fort.

Der stçchiometrische Komplex kristallisierte bereitwillig,
und auch die isomorphe Phasenbestimmung lief gut und lie-
ferte eine leicht interpretierbare Elektronendichtekarte. Das
Modell best�tigte im Wesentlichen unser Docking-Mo-
dell.[7, 13]

Wolfram Bode, der sich 1972 unserer Abteilung ange-
schlossen hatte, bestimmte die Struktur des bovinen Trypsins.
Damit bestand nun die Mçglichkeit, f�r alle drei Spezies, f�r
die der Komplex und die freien Komponenten verf�gbar
waren, Strukturunterschiede zu kartieren. Abgesehen von
einigen unterschiedlichen Seitenkettenrotameren – und ins-
besondere eines Lysins, das in die Spezifit�tstasche des En-
zyms eingeschoben wird –, wurden keine Strukturunter-
schiede beobachtet. Was wir hatten war ein exemplarisches
„Schl�ssel-Schloss“-Modell der Protein-Protein-Wechselwir-
kung, und zwar das erste, das je beobachtet wurde.

Nat�rlich wollten wir nun mehr �ber den Mechanismus
wissen, durch den die inaktive Vorstufe Trypsinogen in das
aktive Enzym Trypsin umgewandelt wird. Dieser Prozess
umfasst die Spaltung eines N-terminalen Hexapeptids unter
Bildung eines neuen N-terminalen Isoleucins, wie die Bio-
chemiker Hans Neurath und Earl Davie 1955 aufgedeckt
hatten. David Blow hatte vorhergesagt, dass die Bildung einer
internen Salzbr�cke durch Ile16 und Asp194, wie sie in
Chymotrypsin und identisch dazu in Trypsin beobachtet
wurde, ein entscheidendes Element in diesem Prozess ist. Wir
kristallisierten Trypsinogen und bestimmten die Phasen,
stießen aber bei der Interpretation der Elektronendichtekarte
auf ein ernsthaftes Problem, denn nach der Verfeinerung
fanden wir keine Spur von der Elektronendichte der drei
Peptidsegmente (oder vier, wenn man das N-terminale Seg-
ment hinzuz�hlt), die eine wohldefinierte koh�rente Dom�ne
im Trypsin bilden. Wir nannten diese Dom�ne aus offen-
sichtlichen Gr�nden die „Aktivierungsdom�ne“. Im Trypsin

bildet sie die haupts�chliche Wechselwirkungsfl�che mit
BPTI und dem Substrat.[14, 15]

Inzwischen hatten wir mit der Hilfe von Peter Colman
und Alwyn Jones, zwei Postdoktoranden unseres Instituts,
mehr Beispiele von ausgedehnter Fehlordnung in Protein-
strukturen gesammelt. Ein besonderer Fall war die Kristall-
struktur eines Antikçrpers, dessen gesamter Fc-Teil von
50 kD Masse unsichtbar war.[16] Wir hatten unsere Methode
der kristallographischen Verfeinerung validiert und waren
daher sicher, dass das Fehlen von Elektronendichte in Tryp-
sinogen eindeutig das Vorhandensein molekularer Fehlord-
nung anzeigte. Im Gegensatz dazu fanden unsere Konkur-
renten, die an der gleichen Struktur arbeiteten und dabei
unverfeinerte Phasen verwendeten, schwache und fragmen-
tierte Elektronendichten, was zu einer irref�hrenden Inter-
pretation mit einem geordneten Modell f�hrte.[17] Sowohl im
Antikçrper als auch in Trypsinogen sind die �berg�nge zwi-
schen geordneten und ungeordneten Segmenten streng dis-
kontinuierlich und in Glycin-reichen Aminos�uresequenzen
zentriert.

Mit dem vollst�ndigen System in H�nden st�tzten wir
unsere weiteren Studien auf die Beobachtung, dass BPTI
ebenfalls einen stabilen und kristallisierbaren Komplex mit
Trypsinogen bildete. Diese Spezies ist isomorph zum Trypsin-
PTI-Komplex und hat in Abwesenheit des N-terminalen
Ile16, eine geordnete Aktivierungsdom�ne. Das Ile16 kann
seine aktivierende Funktion durch Bindung eines exogenen
Ile-Val-Dipeptids unter Entstehung eines tern�ren Komple-
xes, der strukturell nicht vom Trypsin-BPTI-Komplex unter-
schiedbar ist, aus�ben. Diese Strukturen und thermodyna-
mischen Daten definierten ein allosterisches System eines aus
einer einzelnen Untereinheit bestehenden Proteins, des ers-
ten dieser Art, das entdeckt und analysiert wurde. Max Perutz
lud mich ein, diese Befunde auf einer Konferenz �ber Allo-
sterie in Großbritannien vorzutragen, wor�ber ich mich
enorm freute.

Fehlordnung kann dynamisch oder statisch oder eine
Mischung aus beidem sein. Welche Form vorliegt, l�sst sich
durch Tieftemperatur-Kristallographie erkennen. Die Tryp-
sinogenkristalle vertrugen einen hohen Prozentsatz an Me-
thanol, was Strukturbestimmungen bei sehr niedriger Tem-
peratur, ohne die Bildung von Wassereis, ermçglichte. Keine
signifikante Elektronendichte der Aktivierungsdom�ne er-
schien nach dem Abk�hlen, wie f�r ein Vorliegen von
haupts�chlich statischer Fehlordnung zu erwarten war. Die
Frage aber blieb: Wie viele verschiedene Konformere sind
nçtig, um die Elektronendichte auf ein insignifikantes Niveau
abzuschw�chen? Wir markierten ein spezifisches Disulfid
innerhalb der Aktivierungsdom�ne mit einem Quecksilber-
atom (durch Reduktion und Insertion), fanden aber erneut
keine Spur von Elektronendichte, was auf eine ausgepr�gte
Heterogenit�t hinwies; jedoch tauchte nach der Umwandlung
in den Trypsin-Zustand durch Komplexbildung mit BPTI ein
großes Signal mit der erwarteten Intensit�t auf.[18, 19] Weitere
Untersuchungen dieses Systems durch Eberhard Neumann,
der eine elegante Temperatursprungtechnik einsetzte, offen-
barten die allosterische Kupplung zwischen dem Substrat-
artigen Liganden und dem N-terminalen Peptid vermittels
„induced fit“.
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Was wir erstmals am Trypsin-System beobachtet und
mechanistisch erkl�rt hatten, n�mlich den �bergang zwischen
einer ungeordneten und einer geordeten Dom�ne zur Er-
zeugung einer substratbindenden Oberfl�che und einer ge-
eigneten Konfiguration des aktiven Zentrums, erwies sich
innerhalb der Serinproteasefamilie als allgemeing�ltig. Ins-
besondere schlugen Wolfram Bode und ich 1976 vor,[20] dass
innerhalb der Trypsin-artigen Serinproteasefamilie die In-
sertion eines N-terminalen Segments ein allgemeiner Me-
chanismus aktivierender Cofaktoren sein kçnnte und be-
zeichneten dies als „Hypothese der molekularen Sexualit�t“.
Mehr als zwanzig Jahre sp�ter, im Jahr 2003, wurde dieser
Mechanismus bei einem bakteriellen Aktivator des Gerin-
nungsfaktors Thrombin tats�chlich entdeckt und im atomaren
Detail aufgezeigt (durch Staphylokoagulase, in Zusammen-
arbeit mit unserem US-Kollegen Paul Bock).[21]

In den komplexen, mehrdom�nigen HtrA/DegP-Prote-
asen, die eine Trypsin-artige katalytische Dom�ne besitzen,
lçsen verschiedene Auslçsereize den Ordnungsprozess der
Aktivierungsdom�ne und die Oligomerisierung aus. Ein
Beispiel daf�r ist die Bindung eines Liganden an eine PDZ-
Dom�ne, wie Michael Ehrmann und Tim Clausen zeigen
konnten. Die Mechanismen der biologischen Regulierung
sind daher vielseitig und nutzen auf verschiedenste Weise die
grundlegenden Prinzipien der Serinproteaseaktivierung
durch die Bildung einer geeigneten Ligandenbindungsstelle
durch Fehlordnungs-Ordnungs-�berg�nge der Aktivie-
rungsdom�ne.[22,23]

BPTI blieb nicht lange einzigartig. Mehr kleine nat�rliche
proteinische Serinproteaseinhibitoren wurden entdeckt und
strukturell charakterisiert.[24] Viele von ihnen gehorchten dem
gleichen Mechanismus der festen Bindung an die Zielpro-
tease durch vorab gebildete komplement�re Oberfl�chen,
gem�ß dem Schl�ssel-Schloss-Prinzip, das Emil Fischer zur
Erkl�rung der Enzymspezifit�t �ber 100 Jahre vorher vorge-
schlagen hatte. Andere Proteasefamilien wurden erforscht,
und man fand nat�rliche Inhibitoren, die die Bindung des
Substrats mit hoher Spezifit�t und Wirksamkeit blockieren
und, zumindest teilweise, in einer substrat�hnlichen Weise
wechselwirken. Einige dieser Inhinitoren sind grçßer als ihre
Zielproteasen und setzen ausgedehnte Exostellen zur Bin-
dungsverst�rkung ein, wie wir 1997 am Beispiel der Gewe-
beinhibitoren der Matrixmetalloproteasen, den TIMPs, be-
obachten konnten.[25] Nat�rliche Inhibitoren des Gerin-
nungsenzyms Thrombin zeigten jedoch unkonventionelle
Bindungsweisen, unterschiedlich von Substrat, aber teilweise
damit �berlappend, wie wir 1990 in Hirudin,[26] dem Haupt-
gerinnungsinhibitor des Blutegels, sahen. In anderen blut-
saugenden Parasiten, Zecken, entdeckten wir 1996 einen
Thrombin-Inhibitor mit zwei tandemartig angeordneten
BPTI-Dom�nen, die nicht �ber ihre kanonische, im BPTI-
Trypsin-Komplex festgelegte Oberfl�chenschleife binden,
sondern stattdessen den N-Terminus verwenden.[27] Die Natur
kennt viele Kniffe.

Die Strukturen und Mechanismen der Proteasehemmung
schienen also wiederkehrende Charakteristika aufzuweisen
und in feinen Details zu divergieren, deren Erforschung, vor
allem mit Blick auf ihre pharmakologische Bedeutung, loh-
nend war.

Die Serpine (Serinproteasehemmer) hatten jedoch eine
atemberaubende �berraschung parat: ein Sprungfeder-arti-
ges Molek�le. Die Serpine sind im Blut von S�ugetieren
reichlich vorhanden und bilden eine gut bevçlkerte �berfa-
milie von Proteinen, die grçßer sind als die meisten ihrer
Zielstrukturen. In der belebten Welt sind sie fast allgegen-
w�rtig, und einige �ben andere als inhibierende Funktionen
aus. Wir entschieden uns, mit a1-Antitrypsin (a1-PI) zu ar-
beiten, einem reichlich vorhandenen Blutbestandteil. Wir
setzten Kristallisationen eines stçchiometrischen Komplexes
von a1-PI mit Chymotrypsinogen an, fanden jedoch in der
Elektronendichtekarte der Kristallstruktur (verçffentlicht
1984) keinerlei Anzeichen der Protease.[28, 29]

Stattdessen beobachteten wir nur das Inhibitormolek�l,
dessen Peptidbindung im reaktiven Zentrum gespalten war.
Die neu entstandenen N- und C-Termini waren im Abstand
von 70 � an den beiden gegen�berliegenden Polen des Mo-
lek�ls positioniert, wobei das C-terminale Segment als zen-
traler (antiparalleler) Strang in das dominante architekturelle
Merkmal der Molek�lstruktur, ein f�nfstr�nges b-Faltblatt,
integriert war. Dieser Befund war aus zwei Gr�nden �ber-
raschend. Zum einen durch den Vergleich mit gespaltenen
kanonischen kleinen Serinproteaseinhibitoren, deren Termini
in engem Abstand beeinander bleiben, um so f�r die Resyn-
these durch ihre kognate Protease bereit zu sein: Das ge-
spaltene a1-PI ist als Inhibitor komplett und irreversibel in-
aktiviert. Zum zweiten bei Betrachtung der Reorganisation
der Proteinarchitektur: Die Aufweitung eines b-Faltblatts
durch die Auftrennung eines existierenden (parallelen) Paa-
res von b-Str�ngen und die Insertion eines neuen Stranges
war, unserem Vorschlag zufolge, die minimalste erforderliche
Strukturperturbation, die aber bis dahin beispiellos war. Die
Umwandlung geht mit einer drastischen Stabilisierung gegen
thermische oder Tensid-induzierte Entfaltung einher.

Es brauchte sechs weitere Jahre, um den Mechanismus
durch die Bestimmung der Kristallstrukturen von Plakalbu-
min (in Zusammenarbeit mit Tonie Wright)[30] und Albu-
min[31] zu beweisen. Plakalbukin ist die proteolysierte Form
von Albumin, einem nicht-inhibierenden Mitglied der Serpin-
�berfamilie, das die in a1-PI beobachtete Umwandlung nicht
eingeht. Die Beobachtung einer unges�ttigten Peptidbin-
dungsstelle in intakten Serpinen erinnerte mich an unsere
Experimente mit Trypsinogen und dem aktivierenden Ile-Val-
Dipeptid, und tats�chlich konnten wir zeigen, dass ein Peptid,
das das inserierte C-terminale Segment nachahmt, eine Um-
wandlung zu einem Molek�l mit den Eigenschaften des ge-
spaltenen a1-PI auslçste.[32] Wir schlugen vor, dass dies ein
zentraler Vorgang beim Prozess der Selbstaggregation bei
Serpinopathien ist. Die Entdeckung einer latenten, intakten
Form eines Serpins, des Plasminogenaktivatorinhibitors, mit
der charakteristischen Sekund�rstruktur der gespaltenen
Spezies durch Elisabeth Goldsmith in Dallas sowie die Viel-
zahl von strukturellen und funktionellen Studien durch Robin
Carrell und Mitarbeiter in Cambridge f�gten dem allgemei-
nen Mechanismus �ußerst wichtige Details hinzu. Klar ist
allerdings, dass die Aufweitung des b-Faltblatts, die wir in
unseren anf�nglichen Studien entdeckt hatten, im Zentrum
der facettenreichen strukturellen und funktionellen Eigen-
schaften der Serpin-�berfamilie steht.
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Mit diesen Betrachtungen �ber die Anf�nge meiner Pro-
teaseforschung und einem fl�chtigen Blick auf meinen Wer-
degang als Proteinkristallograph will ich diesen Essay
schließen – nicht aber ohne hinzuzuf�gen, dass Proteasen und
ihre Regulation ein Schwerpunkt meiner Arbeitsgruppe ge-
blieben sind. Die Proteasen, die wir studieren konnten, wur-
den komplexer und grçßer, vor allem auch dank neuartiger
Werkzeuge und Methoden, die alle Stufen im Arbeitsgang der
Proteinkristallographie, Proteinpr�paration, Kristallisation,
Strukturbestimmung und funktionelle Interpretation durch
biochemische und biologische Analyse einbeziehen. Zu eini-
gen dieser Entwicklungen haben wir, wie oben erw�hnt,
n�tzliche Beitr�ge geliefert.

Dies ermutigte uns, oftmals in Zusammenarbeit mit Kol-
legen, Untersuchungen der sehr großen intrazellul�ren, aus
vielen Untereinheiten aufgebauten Proteasen wie dem Pro-
teasom, dem bakteriellen HslVU-Komplex, den Tricorn- und
DegP-Proteasen in Angriff zu nehmen.[22, 23, 33–36]

Meine Arbeitsgruppe wuchs allm�hlich an und wurde von
vielen Doktoranden bevçlkert, die oftmals mit klar umrisse-
nen Vorstellungen �ber ihre bevorzugte Forschung zu uns
kamen. Durch sie und durch die Zusammenarbeit mit aka-
demischen und industriellen Kollegen und Partnern wurden
viele neue Projekte und biologische Systeme an uns heran-
getragen, die unsere Kenntnisse der Strukturbiologie erwei-
terten und dazu beitrugen, ein grundlegendes Verst�ndnis der
Strukturen und Funktionen einer F�lle von Proteinsystemen
zu erlangen. Besonders erw�hnenswert sind Untersuchungen
von Proteinen mit einer zentralen Rolle in der Photosynthese
– lichtsammelnden Organellen, Phycobilisomen der Cyano-
bakterien[37–39] und des photosynthetischen Reaktionszen-
trums eines Purpurbakteriums, eine biologische Photozelle
und ein Membranprotein.[40,41] Diese Arbeiten trugen ent-
scheidend zu einem Verst�ndnis der physikalischen Vorg�nge
bei, die der prim�ren photosynthetischen Lichtreaktion und
Ladungstrennung zugrundeliegen, sowie zur Aufkl�rung
grundlegender Prinzipien der Strukturen integraler Mem-
branproteine.

Diese Arbeit wurde 1988 mit dem Nobelpreis f�r Chemie
geehrt, den ich mit Deisenhofer und Michel teilte (Abbil-
dung 4).

Es war eine gl�ckliche F�gung, dass ich die Proteinkris-
tallographie bald nach ihrer Begr�ndung durch Perutz und
Kendrew als den Schwerpunkt meiner Forschungen w�hlte
und ihre Reifung eine zeitlang begleiten konnte. So durfte ich
Zeuge werden, wie sie ihre fundamentale Rolle in der Auf-
kl�rung biologischer Strukturen und Prozesse eingenommen
hat. Die Rolle von Proteinstrukturen in der Medizin und den
Agrarwissenschaften sowie deren Anwendung bei der Ent-
deckung und Entwicklung aktiver Substanzen f�r Therapie,
Diagnose und Pflanzenschutz fasziniert mich außerordent-
lich, zumal die meisten der Proteine, die wir studiert haben,
tats�chlich wichtige Funktionen f�r die Gesundheit und
Krankheitsentwicklung von Menschen und Pflanzen haben.
Meine eigenen Anf�nge in der Proteinkristallographie waren,
wie eingangs erw�hnt, mit Bayers Proteaseinhibitor und
Wirkstoff Trasylol verkn�pft.

Allerdings geht die Entwicklung therapeutischer Wirk-
stoff �ber den Spielraum einer akademischen Institution
hinaus. Ich war deshalb offen f�r Kollaborationen mit der
Industrie, die, sofern die unterschiedlichen Interessen und
Missionen und nat�rlich die rechtlichen Rahmenbedingungen
respektiert werden, f�r beide Seiten lohnend sind. Einen
besonderen und engen Kontakt gab es mit Boehringer,
Mannheim (sp�ter Roche), durch die Gr�ndung einer ge-
meinsamen Forschungsgruppe unter der Leitung von Richard
Engh, die in meinem Institut ans�ssig war.

Diese Zusammenarbeit war außerordentlich lohnend und
brachte mehr als 40 gemeinsame Verçffentlichungen �ber die
Struktur und Funktion von Kinasen und Proteasen hervor, die
beiderseits im Fokus standen. Um die Umsetzung akademi-
scher Forschung zu intensivieren, gr�ndete ich gemeinsam
mit Mitarbeitern und Kollegen zwei Firmen, Proteros (http://
www.proteros.de) und Suppremol (http://www.suppremol.
com) (beide in Martinsried ans�ssig), deren Gesch�ftsmo-
delle anf�nglich auf Forschungsmethoden und Projekten
meiner Forschungsgruppe gr�ndeten und erfolgreich in das
industrielle Umfeld implementiert wurden.

Ich entschuldige mich bei allen unerw�hnt gebliebenen Kolle-
gen und Mitarbeitern (von denen viele in akademischen Posi-
tionen sind), ohne deren entscheidende Beitr�ge und enthusi-
astische Arbeit die meisten der genannten Forschungsprojekte
nicht erfolgreich zu Ende gef�hrt worden w�ren oder gar nicht
erst begonnen worden w�ren. Ihre Namen (als Autoren) kçn-
nen jedoch in den Originalarbeiten meiner Abteilung gefunden
werden (http://www.biochem.mpg.de/xray/publications/index.
html). Ich danke ganz besonders Richard Engh und Matthias
Bochtler f�r ihre Hilfe mit dem Manuskript.

Eingegangen am 24. Juli 2012
Online verçffentlicht am 3. Dezember 2012
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