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Das rationale Proteindesign mit rechnergestiitzen Methoden ist in eine iiberraschend

produktive Phase getreten: Nun konnen stabilisierte Proteine und sogar kiinstliche Enzyme

experimentell realisiert werden. Rontgenstrukturanalysen machen die Erkennung

von Nucleinsduren durch Proteine in der DNA-Replikation und bei Prozessen der

RNA-Interferenz im molekularen Detail sichtbar.

Rechnergestiitztes
Proteindesign

@ Die enormen Fortschritte des ra-
tionalen Designs von Proteinen be-
ginnen, unser Verstindnis der Biolo-
gie zu revolutionieren. Das Wissen
um die biochemischen Mechanismen
auf atomarem Niveau, verbunden mit
der rasanten Entwicklung von Algo-
rithmen, gesteigerter Rechenleistung
und verbesserter Parametrisierung
von Kraftfeldern, erlauben es nun,
kinstliche Proteine mit neuartigen
Funktionen zu entwerfen.” Damit
tritt ein Wandel von der Aufklirung
und Beschreibung hin zum kreativen
Gestalten von Proteinstrukturen ein.
So wie die Manipulation des geneti-
schen Codes die erste Revolution in
den Biowissenschaften eingeleitet
hat, so markiert auch dieser Um-
bruch den Beginn einer aufregenden
Entwicklung.

Zwar liefert die astronomische
Zahl der Kombinationsmoglichkei-
ten der 20 natirlichen Aminosaure-
bausteine in einer Polypeptidkette
enorme Moglichkeiten fiir neuartige
Wirkstoffe, doch resultiert daraus
auch eine kaum losbare Rechenauf-
gabe hinsichtlich der Vorhersage von
Struktur und Funktion. Einfache
Abschatzungen zeigen, dafd selbst
unter optimalen Bedingungen weni-
ger als 10”° unterschiedliche Poly-
peptide auf der Erde entstanden sein

und in der Evolution auf Verwend-
barkeit gepriift werden konnten.”
Diese Zahl ist allein schon ange-
sichts der etwa 10"° kombinatorisch
moglichen  Proteindomanen  aus
bloff 100 Aminosduren ein ver-
schwindend kleiner Ausschnitt. Un-
ter den also etwa 10" mangels Zeit
und Ressourcen unbekannt geblie-
benen Polypeptiden finden sich ge-
wifs zahlreiche potentiell nutzliche
Proteine; die Frage ist nur, wie diese
im abstrakten Sequenzraum mit
theoretischen Methoden zu lokali-
sieren sind.

Lange blieb Proteindesign in ers-
ter Linie ein hehres Ziel, eng verbun-
den mit der universellen Losung des
Proteinfaltungsproblems. Diese Su-
che nach dem ,Stein der Weisen“ ist
inzwischen pragmatischen Losungs-
ansatzen gewichen. Mit rund 30000
Strukturen in der Proteindatenbank
und dem weltweiten Anlaufen der
strukturellen  Proteomforschungs-
projekte ist die Datengrundlage so
umfangreich geworden, daf$ sich die
Zahl der in der Natur vertretenen
Proteinarchitekturen relativ verlafs-
lich auf etwa 2000 abschatzen lakt.”
Zunehmend gehoren statistisch ba-
sierte Methoden wie Threading und
Fold-Recognition — neben der klassi-
schen Energieminimierung und Mo-
lekulardynamik — zum unverzicht-
baren Instrumentarium bei der Vor-
hersage und Planung von Protein-

strukturen.
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Seitenkettenpackung und Dead-
End-Elimination-Theorem

@ Das Konzept von der ,inversen
Proteinfaltung®, also der Suche nach
Aminosauresequenzen, die sich in
eine vorgegebene Tertidrstruktur fal-
ten, hat dem rechnergestiitzten Pro-
teindesign wichtige Impulse gegege-
ben. Als niutzliches Werkzeug erwies
sich dabei das Dead-End-Elimina-
tion-Theorem (DEET).4>

Die Vorhersage von Seitenketten-
konformation in Proteinen ist von
zentraler Bedeutung sowohl fur das
Design neuer Proteine als auch fur
das Homology-Modelling von natur-
lichen Proteinen anhand verwandter
Biomolekule mit bekannter Raum-
struktur. In vereinfachter Form stellt
sich diese Aufgabe als das ,Pa-
ckungsproblem*: Ausgehend von ei-
ner bekannten Konformation des
Polypeptid-Riickgrats sollen Seiten-

Abb. 1.

Packungsoptimie-

rung mit DEET in
der f1-Domdne von
Protein G, dar-
gestellt anhand der
NMR-Struktur (PDB-
Code 1684).8) Die
Seitenketten der
sieben mutierten
Reste in der ther-
mostabilen Varian-
te sind griin, die
anderen Reste aus
dem hydrophoben
Kernbereich rosa

wiedergegeben.
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Abb. 2.

Rationale Konstruk-
tion eines a/f-Pro-
teins mit 93 Amino-
séiuren.™® Rechts:
schematische Pla-
nung von ,,Top7*:
Sechsecke kenn-
zeichnen f-Falt-
blattstringe, Qua-
drate a-Helices und
Kreise Schleifen-
regionen. Riickgrat-
Wasserstoffbriicken
zwischen zwei Ami-
nosduren sind als
gestrichelte Dop-
pelpfeile dar-
gestellt. Links:
Kristallstruktur des
synthetischen
Proteins
(PDB-Code 1QYS).

ketten in energetisch giinstiger Geo-
metrie eingesetzt werden. Trotz der
durchaus diskreten bevorzugten
Diederwinkelkombinationen in den
einzelnen Aminosaureseitenketten —
auch als ,Rotamere“ bezeichnet —

macht die uniibersehbare Zahl mog-

licher Seitenkettenkombinationen
eine  Strukturvorhersage  sehr
schwierig.

Dem lange als kaum losbar ange-
sehenen Problem, hierbei das abso-
lute Energieminimum berechnen zu
koénnen, wurde mit dem DEET auf
wirkungsvolle Weise begegnet. Da-
bei werden iterativ paarweise Kom-
binationen von solchen Rotameren
eliminiert, welche nicht zum globa-
len Energieminimum fithren kon-
nen. Dies reduziert den rechentech-
nischen Aufwand drastisch.*” Mit
neueren Algorithmen konnen kleine
bis durchschnittlich grofSe Protein-
doménen in kurzer Zeit automatisch
berechnet werden.” Anwendungen
des DEET im Proteindesign haben
sich zunachst auf die optimierte Pa-
ckung der Seitenketten in der hydro-
phoben Kernregion von Proteinen
(Core-Repacking) zum Zweck der
verbesserten Faltungsstabilitit kon-
zentriert.*”

Mit dieser Strategie liefs sich
unter anderem eine hitzestabile
Variante aus dem mesophilen
Streptococcus-Protein G (genauer:
seiner B1-Domdne mit 57 Resten)
entwickeln, welche eine Schmelz-
temperatur von tuber 99 °C auf-
weist.®’ Dessen praktisch bedeutsa-
me Bindungsaktivitat gegentber
humanen Immunglobulinen blieb

dabei weitgehend erhalten. Die
durch blof$ sieben Aminosauresub-
stitutionen erreichte hohe Hitze-
stabilitat war zurtickzufthren auf
eine optimierte Core-Packung, Ab-
schirmung hydrophober Reste,
gunstigere Interaktionen des He-
lixdipols sowie verbesserte Ten-
denz zur Bildung von Sekundar-

strukturen (Abbildung 1).

Von der Konstruktion von
Bindungsstellen ...

@ Die Komplexbildung aus Protein
und Ligand, ob makro- oder nieder-
Natur,
damentaler biologischer Prozess, der
auf atomarem Niveau gesteuert
wird. Manipulationen dieser Vorgan-
ge, seit den frithesten Tagen des Pro-
tein-Engineerings praktiziert, erwei-
tern nicht nur das Wissen tber die

molekularer ist ein fun-

zugrundeliegenden Mechanismen,
sondern lassen auch an die Kon-
struktion von kunstlichen Bin-
dungsproteinen oder gar die Ent-
wicklung von neuartigen Enzymen
denken.

Die Berechnung der optimierten
Seitenkettenpackung im Innern ei-
nes Proteins unter Anwendung des
DEET kann prinzipiell auch auf die

Anordnung von Aminoséuren an der

Grenzfliche zweier Proteine, welche
einen nicht kovalenten Komplex
miteinander eingehen, ausgedehnt
werden. So gelang es im Fall des Cal-
modulins, die Spezifitit zu einem
seiner zahlreichen Liganden, der
leichten Kette der Myosinkinase
smMLCK, zu verbessern.” Die beste
konstruierte Version wies eine
155-fache Steigerung der Bindungs-
spezifitit auf, wobei funf Aminosau-
ren von acht an der Kontaktbildung
beteiligten Resten in der Bindungs-
stelle des Calmodulins ausgetauscht
warern.

Eine kurzlich erschienene Arbeit
befafSte sich mit der Umgestaltung
der Bindungsstelle der bakteriellen
DNase Colicin E7 fur deren Inhibi-

19" Autausch von Seitenket-

tor Im7.
ten an beiden Proteinen fithrte zu ei-
ner neuen Bindungsspezifitit, deren
strukturelle Basis auch proteinkris-
tallographisch analysiert wurde. Die
neu generierte Spezifitit war sogar
in vivo nachweisbar, trotz der gro-
en Zahl moglicher konkurrieren-
der Proteininteraktionen in einer
Zelle.

Die Anwendung von DEET-Algo-
rithmen auf eine Familie unter-
einander homologer Metabolit-Bin-
dungsproteine mit bekannter Raum-
struktur aus dem Periplasma von
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Abb. 3. Berechnete Toleranz eines Protein-Scaffolds gegeniiber zufiilligen Aminosduresubstitutionen im Hinblick auf die Konstruktion von

Bibliotheken zur Selektion kiinstlicher Bindungsproteine.m Als Beispiel gezeigt ist das Bilin-Bindungprotein (BBP), welches bereits als Ge-

riiststruktur zur Herstellung von ,,Anticalinen* mit neuartigen Ligandenspezifitdten gedient hat.* In der Terticirstruktur sind diejenigen

16 Reste griin eingefirbt, die zur experimentellen Generierung von spezifischen Bindungsstellen fiir vorgegebene niedermolekulare Ligan-

den wie Fluorescein oder Digoxigenin ausgetauscht worden sind. Eine Kontrollregion mit ebenfalls 16 Resten, aber am geschlossenen Ende

der f-Fafstruktur, ist rot markiert. Das Histogramm zeigt, daf3 bei simulierter zufdlliger Substitution von Seitenketten im Bereich der Bin-

dungsregion 67 % der Varianten gleich grofSe oder sogar bessere Stabilitdt (entsprechend stdrker negativem Z-Score) aufweisen. Im Fall der

Kontrollregion sind dagegen 93 % der Varianten gegeniiber dem unmutierten BBP destabilisiert. (Graphik mit freundlicher Genehmigung

von Markus Wiederstein und Manfred J. Sippl, Universitdt Salzburg).

Escherichia coli hat es ermoglicht,
deren Bindungseigenschaften fur
niedermolekulare Liganden zu vari-
ieren."” Nach Neupackung von 12
bis 18 Aminosauren im Bereich der
Bindungstasche im Hinblick auf
strukturelle Komplementaritat und
Wasserstoffbriicken gegentiber den
neuen Liganden, die ahnliche Raum-
ausfillung wie die naturlichen Li-
ganden (z. B. Ribose) hatten, konn-
ten Rezeptorproteine hergestellt
werden, welche  Trinitrotoluol,
L-Lactat oder Serotonin mit hoher
Selektivitait und Affinitat um 1 uM
komplexieren. Da die periplasmati-
schen Bindungsproteine auf die
Komplexierung ihres jeweiligen Li-
ganden mit einer globalen Konfor-
mationsanderung reagieren, lief$ sich
die ortsspezifische Kopplung mit ei-
nem Styrol-Fluoreszenzfarbstoff zu-
dem als Indikator fur den Bindungs-
zustand des Liganden nutzen. Dies
ermoglichte die Entwicklung ein-

. 12
facher Biosensoren.'”

... zum Design kiinstlicher Enzyme

@ Weitere Designarbeiten an den
periplasmatischen Bindungsprotei-
nen gipfelten in der Konstruktion ei-

ner biologisch aktiven Triosephos-
phat-Isomerase auf der Grundlage
des Ribosebindungsproteins, wel-
ches selbst keine Enzymaktivitat
aufweist."” Zunichst wurde dessen
Ligandenbindungsstelle mit den zu-
vor entwickelten theoretischen Me-
thoden im Hinblick auf die Komple-
xierung sowohl von Glycerinalde-
hydphosphat als auch von Dihy-
droxyacetonphosphat umgestaltet.
Damit wurden mikromolare Dis-
soziationskonstanten erreicht. Da-
nach wurden katalytisch aktive Res-
te (Glutamat, Histidin, Lysin), wie
sie aus der vollig anders gefalteten
nattrlichen Triosephosphat-Isome-
rase bekannt sind, in geeigneter
Geometrie eingefiihrt.

Eines der insgesamt 14 experimen-
tell untersuchten Proteine, Novo-
Tim1.0, zeigte tatsdchlich schwache
Enzymaktivitait. Da NovoTiml.0 ei-
ne erheblich verminderte Faltungs-
stabilitat aufwies (T,, = 37 °C), kon-
zentrierte sich die weitere Optimie-
rung auf die Stabilisierung des artifi-
ziellen Enzyms mittels Packungs-
optimierung, teilweise fernab des
aktiven Zentrums, wobei sich die
enzymatischen Eigenschaften tiber-

raschenderweise verbesserten.
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Durch experimentelle Zufallsmuta-
genese und Selektion in vivo konnte
schliefSlich eine Mutante identifi-
ziert werden, die das Wachstum ei-
nes TIM-defizienten Stamms von
Escherichia coli auf einem Glycerin-
Minimalmedium unter Bedingungen
der Gluconeogenese rekonstituierte.

Diese erfolgreiche Konstruktion
eines Enzyms mit einer typischen
biochemischen  Aktivitit  nach
hauptsachlich rationalen Prinzipien
durfte wegweisend fur das kunftige
Design von Biokatalysatoren sein,
vor allem, nachdem frithere Ver-
suche zur Konstruktion von neuen
Enzymen allein mit der kombinatori-
schen Biochemie weitgehend frucht-
los geblieben sind."?

Neben der Generierung katalyti-
scher Aktivitat war der Entwurf von
Proteinen mit neuartiger Raum-
struktur lange die grofite Heraus-
forderung fiir das computergestiitz-
te Proteindesign. Mit der Konstruk-
tion eines aus 93 Aminosauren auf-
gebauten kunstlichen Proteins na-
mens Top7, das eine bislang unbe-
kannte o/B-Topologie aufweist (Ab-
bildung 2), ist dieses Ziel wohl zum
ersten Mal erreicht worden.'” Das
aus einem Prozef$ iterativer Struk-
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turvorhersage und Sequenzanpas-
sung, ausgehend von einem will-
kurlich  vorgegebenen  groben
Strukturmodell, resultierende Pro-
tein zeigt das erwartete CD-Spek-
trum und ist gegentber ther-
mischer sowie chemischer Entfal-
tung tiberraschend stabil. Auch die
experimentell aufgeklarte Kristall-
struktur ist dem vorhergesagten
Modell sehr dhnlich.

Damit ist nachgewiesen, daf$ es
mit rationalem Proteindesign tat-
sachlich moglich ist, nicht nur na-
tarlich vorkommende, sondern auch
artifizielle Faltungstypen zu erzeu-
gen und zu optimieren. Auf diese
Weise durfte sich letztlich der grofSe
noch unerforschte Proteinsequenz-
raum einer praktischen Anwendung
erschliefSen lassen.

Die Zukunft des Proteindesigns

@ Nach den Erfolgen der experi-
mentellen Methoden der kombina-
torischen Biochemie, manchmal
auch despektierlich ,irrationales®
Proteindesign genannt, haben die
rechnergestiitzten rationalen Me-
thoden in den letzten Jahren hin-
sichtlich ihrer Einsatztauglichkeit
erheblich an Bedeutung gewonnen.
Der Vorteil des kombinatorischen
Proteindesigns beruhte im wesent-
lichen auf den Moglichkeiten der
Gentechnik, umfangreiche — aber
durchaus zahlenmafSig limitierte —
Repertoires an Mutanten eines Pro-
teins parallel zu erzeugen und da-
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raus Varianten mit verbesserten
oder gar neuen Eigenschaften zu se-
lektieren. Dieses Verfahren wird
heute vor allem bei der Konstrukti-
on von kunstlichen Bindungspro-
teinen angewandt.m)

Effiziente numerische Verfahren,
vor allem die DEET-Algorithmen zur
Seitenkettenpackung sowie die sta-
tistisch basierten Fold-Recognition-
und Mean-Force-Field-Methoden,
sind inzwischen soweit gereift, daf§
sie sogar eine Auswahl derjenigen
Sequenzkombinationen  gestatten,
die durch kombinatorische Biotech-
nologie sinnvollerweise experimen-
tell analysierbar sind. Damit sollte
sich die Trefferwahrscheinlichkeit in
einem molekularbiologischen Selek-
tionsexperiment wesentlich steigern
lassen.

In diesem Zusammenhang hat ei-
ne rechnergestiitzte Analyse jungst
gezeigt, dafS es keinesfalls blof$ von
offensichtlichen strukturellen Krite-
rien wie dem Vorhandensein varia-
bler Schleifenregionen oder expo-
nierter Aminosiureseitenketten ab-
hiangt, ob sich Proteinarchitekturen
als ,Scaffolds* (Geruststrukturen)
zur Generierung neuer aktiver Zen-
tren eignen.m Vielmehr ist die Tole-
ranz fur konstruktive Eingriffe of-
fenbar in der Faltung des Proteins
selbst angelegt, was sich nicht nur
far die Antigenbindungsstellen der
Antikorper, sondern beispielweise
auch fur die Ligandenbindungsstel-
len der Lipocalin-Proteine eindrucks-
voll belegen 1afst (Abbildung 3).
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Es ist abzusehen, dafl rechner-
gestutzte Methoden beim Protein-
design ihre urspringlich erhoffte
Rolle bald einnehmen werden. Mit
einer rasant wachsenden Basis an
Strukturdaten sowie kontinuierlich
verfeinerten theoretischen Metho-
den laf3t sich der Zeitpunkt erahnen,
an dem ,Computerexperimenten®
gegeniiber der Laborarbeit der Vor-
zug zu geben ist.
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