
Jahren – durch In-vitro-Selektion 
aus klonierten Immunglobulin-Gen-
bibliotheken (zweite Generation).3) 
Darüber hinaus sind diese Proteine 
außerordentlich spezifisch für ihre 
krankheitsrelevanten Zielmoleküle, 
also Zelloberflächenrezeptoren, Sig-
nalmoleküle oder Wachstumsfak-
toren; und mit ihren Affinitäten, de-
ren KD-Werte im nano- bis picomo-
laren Bereich liegen, übertreffen sie 
die meisten konventionellen Arznei-
mittel bei weitem. 

Mit zunehmender Anwendung 
sind allerdings auch Nachteile der 
Antikörper offenbar geworden. So ist 
ihre biotechnische Herstellung zeit-
aufwendig und teuer, da sie sehr 
komplex aus vier unterschiedlichen 
Polypeptidketten, einschließlich es-
senzieller Disulfidbrücken und Gly-
cosylierung, zusammengesetzt sind. 
Dies hat die Suche nach alternativen 
Bindungsreagenzien mit günstigeren 
praktischen Eigenschaften stimuliert: 
zunächst Antikörperfragmente mit 
immer geringerer Größe – Fab-Frag-
mente, Single-Chain-Fv-Fragmente – 
und zuletzt gar einzelne variable Im-
munglobulindomänen, bekannt ge-
worden als Domain Antibodies 
(dAbs) oder Nanobodies (aus Kame-
len).4) Mit der fortschreitenden Tech-
nik zur Manipulation und Selektion 
von rekombinanten Antikörpern 
(durch Phage Display usw.) sowie de-
ren Fragmenten entstand darüber hi-
naus auch die Idee des Engineerings 

Proteindesign 
mit Scaffolds 

� Seit der Entwicklung von Verfah-
ren zur Biosynthese von Antikörper-
fragmenten in Escherichia coli und 
der Klonierung von Genbibliothe-
ken sowie deren funktioneller Selek-
tion hat die Antikörper-Biotechnolo-
gie eine hohe Anwendungsreife er-
langt. Inzwischen versprechen alter-
native Protein-Scaffolds, Antikörper 
einer dritten Generation zu liefern. 
Die Konstruktion und Anwendung 
solch neuartiger Bindungsreagen-
zien für die medizinische Therapie 
und das In-vivo-Imaging von Tu-
morerkrankungen brachte im ver-
gangenen Jahr weitere Fortschritte. 

Antikörper: ein Erfolgsbeispiel 

� Seit den Arbeiten von Paul Ehr-
lich1) war die Chemotherapie von 
enormer Bedeutung für die Medizin 
im 20. Jahrhundert. Allerdings ist 
die Zahl der neu zugelassenen che-
misch-synthetischen Arzneimittel in 
den letzten Jahren zurückgegangen. 
Dagegen finden Biopharmazeutika, 
d. h. insbesondere Antikörper und 
andere therapeutische Proteine, zu-
nehmend Eingang in die Klinik.2) 

Antikörper lassen sich relativ 
leicht generieren, entweder durch 
Immunisierung von Tieren (erste 
Generation) oder – seit den 1990er 
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Durch Scaffold-Engineering lassen sich neuartige Bindungsproteine konstruieren. Die sich  

kontinuierlich verbessernden Methoden des Enzymengineerings erzeugen neuartige Enzyme für  

effiziente  biotechnische Prozesse in der Industrie. Neue Methoden zur Modifizierung mit reaktiven 

Gruppen oder Sonden ermöglichen die synthetische Funktionalisierung von Nukleinsäuren. 
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gänzlich anderer Protein-Scaffolds 
für Zwecke spezifischer Bindung.5) 

Voraussetzung hierfür ist eine ri-
gide und kompakte Proteinstruktur 
(also der eigentliche Scaffold) mit 
nachweislich stabiler Faltung, wel-
che in ihrer Aminosäuresequenz va-
riierbare Abschnitte aufweist, ähn-
lich der Rolle der Complementarity 
Determining Regions (CDRs) in den 
Antikörpern.3) Potenziell geeignete 
Proteindomänen finden sich durch-
aus in der Natur. Aber erst das kom-
binatorische Proteindesign, also die 
Herstellung von Proteinbibliotheken 
durch gezielte Zufallsmutagenese im 
aktiven Zentrum, kombiniert mit ef-
fizienten Selektions- und Screening-
Methoden, hat den erfolgreichen 
Einsatz solcher Scaffolds mit neu-
artigen Antigen- bzw. Target-Bin-
dungsstellen möglich gemacht. 

Alternative 
Proteingerüststrukturen 

� Brauchbare Scaffolds haben sich 
vor allem unter kleinen und robusten 
löslichen Proteinen gefunden, z. B. in 
den Familien der Kunitz-Proteasein-
hibitoren6) oder der Lipocaline,7) 
außerdem in den stabil gefalteten 
Extramembranregionen von Zell -
oberflächenrezeptoren wie Protein 
A,8) Fibronectin9) oder den Ankyrin-
Repeat-Proteinen.10) Verglichen mit 
Antikörpern oder ihren Fragmenten 
bieten solche alternative Scaffolds 
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Vorteile für die Anwendung, unter 
anderem aufgrund erhöhter Fal-
tungsstabilität, effizienter Produktion 
in E. coli oder der Möglichkeit zur 
Ausstattung mit zusätzlichen Effekt-
orfunktionen in Form von gentech-
nisch gekoppelten Fusionsproteinen. 
Daneben spielt für die aktuelle Popu-
larität von Scaffolds in der Biotech- 
und Pharmaindustrie11) auch die Un-
abhängigkeit von Antikörper-Schutz-
rechten eine Rolle. 

Inzwischen sind mehr als 50 ver-
schiedene Gerüststrukturen zur Ge-
nerierung neuartiger Bindungspro-
teine vorgeschlagen worden12) – ein-
schließlich so exotischer Scaffolds 
wie des grün fluoreszierenden Pro-
teins.13) Darunter befinden sich je-
doch auch zahlreiche Eintagsflie-
gen, bei denen gerade einmal eine 
neue Bindungsspezifität demons-
triert worden ist. Allmählich kon-
solidiert sich dieses Forschungs-
gebiet jedoch, wobei sich die folgen-
den Scaffolds als besonders vielver-
sprechend erwiesen haben: Desig-
ner-Kunitz-Domänen, Affibodies, 
Adnectins/Monobodies, Anticaline, 
DARPins (Designed Ankyrin Repeat 
Proteins) sowie Cysteinknoten-Pep-
tide14) und, wenn man den Kreis ent-
sprechend erweitert, die dAbs und 
Nanobodies.15) 

Die wohl ersten erfolgreichen 
Beispiele für Protein-Scaffolds bieten 
die Kunitz-Domänen, insbesondere 
der menschliche Proteaseinhibitor 
LACI-D1, der zur Konstruktion neu-
artiger Bindungsproteine verwendet 
wurde.6) Daraus resultierten aller-
dings hauptsächlich Proteaseinhibi-
toren mit neuer Spezifität, was die 
Anwendungsbreite dieser Protein-
gruppe einschränkt. Immerhin ha-
ben die schon aus den 1990er Jahren 
stammenden künstlichen Inhibito-
ren DX-88 und DX-890 mittlerweile 
vielversprechende Resultate in der 
klinischen Prüfung gezeigt (s. u.). 

Eine gewisse Verwandtschaft zu 
diesem Protein-Scaffold zeigen die 
Cysteinknoten-Peptide aus nur etwa 
30 Aminosäuren. Sie sind durch ty-
pischerweise drei Disulfidbrücken 
in ihrer Konformation stabilisiert 
und fungieren ebenfalls häufig als 
Proteaseinhibitoren.14) Besonders 
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b-Sandwich-Faltung ähnlich den Im-
munglobulinen, mit drei Schleifen an 
den zu CDRs analogen Stellen, wobei 
die Abwesenheit einer Disulfidbrü-
cke demgegenüber einen Vorteil dar-
stellt. Ein erstes Adnectin ist derzeit 
in klinischer Prüfung (s.u.). Zuletzt 
wurde durch mRNA-Display ein für 
das SARS-CoV Nucleocapsid-Protein 
spezifisches 10Fn3-basiertes Bin-
dungsprotein selektiert.18) 

vielversprechend erscheint der 
pflanzliche Trypsininhibitor EETI-
II, auf dessen Grundlage kürzlich 
Peptidliganden für Integrine16) und 
für den Wachstumsfaktor VEGF- 
A17) entwickelt wurden. 

Adnectine (auch als Monobodies 
bezeichnet) leiten sich von der zehn-
ten extrazellulären Typ-III-Domäne 
des menschlichen Fibronectins ab 
(10Fn3).9) Diese zeigt eine stabile �



Abb. 1. Vier Beispiele von alternativen Bindungsproteinen, für die Kristallstrukturen im Komplex mit Zielproteinen bekannt sind: a) DARPin 

im Komplex mit APH (PDB code 2BKK); b) Monobody im Komplex mit MBP (2OBG); c) Anticalin im Komplex mit CTLA-4 (3BX7); d) Affibody 

im Komplex mit der Original-Z-Domäne von Protein A (1LP1). Die unterschiedlichen Scaffolds sind jeweils farbig hervorgehoben. 

Die Gerüststruktur der Affibodies 
geht auf die Z-Domäne eines Oberflä-
chenproteins von Staphylococcus au-
reus zurück, das Protein A.8) Dessen 
Dreihelixbündel-Struktur bildet eine 
Bindungsstelle – ursprünglich für den 
Fc-Teil von Antikörpern – vermittelt 
durch Seitenketten, die von zwei be-
nachbarten a-Helices ausgehen. 
Durch deren Variation lassen sich neu-
artige Bindungsproteine selektieren, 
beispielsweise gegen den Tumorne-
krosefaktor-alpha (TNF-a).19) 

Der modulare Aufbau eines DAR-
Pins basiert typischerweise auf zwei 

Nachrichten aus der Chemie | 58 | März 2010 | www.gdch.de/nachrichten

�Magazin� Biochemie 302

bis drei wiederholten b-Haarnadel/
a-Helixdimer-Einheiten flankiert von 
zwei endständigen Modulen.10) So-
wohl die Seitenketten an deren Ober-
fläche als auch – zumindest im Prinzip 
– die Anzahl an sich wiederholenden 
Einheiten können variiert und damit 
Bindungsspezifitäten im nanomolaren 
Bereich erreicht werden. Jüngste Bei-
spiele sind durch Ribosomal Display 
selektierte DARPins gegen IgE-Fce-
RI20) und das Oberflächenprotein ei-
nes Lactococcus-Bakteriophagen.21) 

Die Konstruktion der Anticaline 
geht von den Lipocalinen aus, einer 
weitverbreiteten Familie von kleinen 
robusten Proteinen, die natürlicher-
weise zur Speicherung oder dem 
Transport von Vitaminen, Hormonen 
und Sekundärmetaboliten dienen, 
unter anderem in den menschlichen 
Körperflüssigkeiten.7) Ihre b-Fass-
struktur öffnet sich an einem Ende zu 
einer kelchförmigen Bindungstasche, 
die von vier strukturell variablen 
Schleifen gebildet wird. Randomisie-
rung der dort angeordneten Amino-
säuren und Selektion führt zu Antica-
linen, die nicht nur kleine Liganden 
erkennen können – beispielsweise ei-
nen Y3+·DTPA- Komplex22) – son-
dern auch Protein-Zielstrukturen mit 
Affinitäten bis in den picomolaren 
Bereich binden – z. B. die extrazellu-

läre Domäne des T-Zelloberflächen-
rezeptors CTLA-4.23) 

Prinzipien der  
molekularen Erkennung 

� Für den (Bio)-Chemiker interes-
sant sind vor allem die strukturellen 
Mechanismen, mit denen die künst-
lichen Bindungsproteine ihre Tar-
gets erkennen. Durch hochkomple-
mentäre Passform bei ausreichend 
großer Proteinoberfläche, die im 
Komplex begraben wird, lassen sich 
äußerst niedrige Dissoziationskon-
stanten (nM bis pM) erzielen, wobei 
für praktische Anwendungen neben 
der hohen Affinität meist auch eine 
langsame Dissoziationskinetik von 
Bedeutung ist. 

Die meisten alternativen Scaf-
folds zeigen dabei Bindungsmecha-
nismen, die von denen der mittler-
weile wohlverstandenen Antikörper-
bindungsstellen abweichen: Dort er-
geben insgesamt sechs hypervariable 
Schleifen eine zusammenhängende 
Proteinoberfläche, die zu praktisch 
jeder vorgegebenen Molekülstruktur 
eine komplementäre Form ausbil-
den kann. Neben der Variation der 
Aminosäureseitenketten spielen un-
terschiedliche Rückgrat-Konforma-
tionen sowie teilweise eine induzier-



te strukturelle Anpassung bei der 
Komplexbildung mit dem Antigen 
eine Rolle für die hohe erzielbare 
Bindungsaffinität.3) 

Diejenigen Protein-Scaffolds, wel-
che selbst der Immunglobulin-Super-
familie angehören, also die Adnectine 
und die oben genannten dAbs und 
Nanobodies, profitieren naturgemäß 
von analogen Mechanismen. Aller-
dings sind in diesen Fällen bloß zwei 
bis drei Schleifen an der Bindungs-
stelle beteiligt; deren Anordnung an 
einem Ende eines b-Sandwich führt 
dabei zu einer insgesamt keilförmi-
gen Molekülgestalt (Abbildung 1). 
Von diesen Bindungsproteinen wer-
den daher oft konkave Regionen in 
den Antigenen angesteuert, z. B. die 
aktiven Zentren von Enzymen.24) 

Im Gegensatz dazu ist die Fähig-
keit zur strukturellen Adaptation für 
Bindungsproteine, deren Bindungs-
stellen auf rigiden Sekundärstruktu-
ren basieren, gering. Dies ist der Fall 
für die Affibodies und die DARPins. 
Aufgrund ihrer strukturellen Rigidi-
tät wurden DARPins mit geeigneter 
Spezifität als Hilfsmittel zur Kristal-
lisation von flexibleren Proteinen 
vorgeschlagen. Dabei war sogar zu 
beobachten, dass jene sich bei der 
Komplexbildung anpassen, wohin-
gegen die DARPins stets starr ver-

bleiben.25) Interessanterweise zeigen 
die Affibodies zwar ebenfalls eine 
konservierte Konformation, aller-
dings scheint diese keine allzu hohe 
thermodynamische Stabilität zu be-
sitzen: Teilweise nehmen Affibodies 
erst in Gegenwart des Zielmoleküls 
ihre Faltung an,26) oder sie falten 
sich gar, wie jüngst am Beispiel eines 
Amyloid-b-Peptids zu sehen, zu ei-
ner atypischen Topologie um.27) 

Demgegenüber nehmen die An-
ticaline eine besondere Stellung 
ein. Obwohl der Lipocalin-Scaffold 
nicht mit den Immunglobulinen 
verwandt ist, zeigen die vier Pep-
tidschleifen, welche die Bindungs-
tasche bilden, schon innerhalb der 
natürlichen Proteinfamilie eine ho-
he strukturelle Variabilität, sowohl 
was die Aminosäuresequenzen als 
auch die Länge und Konformation 
der einzelnen Segmente betrifft. 
Zwei Kristallstrukturen von Anti-
calinen, die gegen einen nieder-
molekularen Liganden bzw. ein 
Protein gerichtet sind, illustrieren, 
dass sich dieses Prinzip auch in 
den künstlichen Anticalinen fort-
setzt:22, 23) Nicht nur die Gestalt 
der Bindungstasche insgesamt än-
dert sich dabei infolge des Aus-
tauschs von bis zu 20 Aminosäu-
ren; zumindest im Fall des Protei-
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nantigens war sogar ein Induced 
Fit zu beobachten, ganz ähnlich 
wie bei Antikörpern. 

Perspektiven für die  
medizinische Anwendung 

� Alternative Gerüststrukturen 
werden derzeit vor allem für den 
medizinischen Einsatz entwickelt. 
Einer der Gründe dafür liegt in der 
Hoffnung auf lohnende Erträge im 
Gegenzug zu der noch jungen und 
damit relativ teuren Technologie. In-
teressante Anwendungen ergeben 
sich vor allem in Verbindung mit 
biomedizinischen Mechanismen, bei 
denen eine Aktvierung des Immun-
systems nicht nötig oder erst gar 
nicht erwünscht ist. Attraktiv sind 
Bindungsproteine dementsprechend 
als Antagonisten von Rezeptor-Li-
gand-Wechselwirkungen oder als 
Enzyminhibitoren. So sind die neu-
artigen Kunitz-Inhibitoren DX-88 
(Ecallantide) und DX-890 (EPI-
hNE4) als spezifische Blocker der 
Proteinasen Kallikrein28) bzw. Neu-
trophilen-Elastase29) in fortgeschrit-
tener klinischer Prüfung zur Be-
handlung des erblichen Angioödems 
(HAE) bzw. der cystischen Fibrose. 

Vielversprechende Krankheitstar-
gets bieten auch die extrazellulären 
Domänen von Membranrezeptoren. 
So wurde das Adnectin CT-322 (An-
giocept) als Antagonist gegen den 
VEGF-Rezeptor 2 entwickelt, der 
das Andocken des Vascular Endo-
thelial Growth Factor (VEGF) ver-
hindert und dadurch die Tumoran-
giogenese inhibiert.30) Das Adnectin, 
welches zur Verlängerung der Plas-
ma-Halbwertszeit mit Polyethylen-
glycol chemisch gekoppelt ist, befin-
det sich derzeit in Phase II der klini-
schen Prüfung zur Behandlung von 
Glioblastoma multiforme. Umge-
kehrt können Protein-Scaffolds auch 
gegen VEGF selbst gerichtet sein 
und so dessen Rezeptorbindung ver-
hindern. So soll das Anticalin 
PRS-050 im Frühjahr 2010 in die 
klinische Prüfung zur Behandlung 
solider Tumore gehen,31) während 
das DARPin MP0112 für klinische 
Studien zur Behandlung von Augen-
erkrankungen vorgesehen ist, wo 
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Abb. 2. Kristallstruktur (3DSZ) eines Anticalins (rosa, mit grün her-

vorgehobenen Kontaktseitenketten) im Komplex mit Y3+ (schwarz) 

nach Chelatisierung mit einem DTPA-Derivat ([(R)-2-amino-3-

 (4-isothiocyanatophenyl)propyl]-trans-(S,S)-cyclo hexan-1,2-   

diamin-pentaessigsäure·3HCl], hier als Addukt mit Trishydroxy -

methyl aminomethan; C hellblau, O rot, N blau, S gelb). Blick von 

schräg oben in das sich kelchförmig erweiternde b-Fass. Das  

Anticalin erkennt auch andere Lanthanide in DTPA-gebundener 

Form mit Dissoziationskonstanten im Bereich nM bis pM.

ebenfalls unerwünschtes Blutgefäß-
wachstum gebremst werden soll.32) 

Noch bessere Wirkung in der Tu-
mortherapie verspricht man sich von 
neuen Bindungsproteinen, die gegen 
Zelloberflächenmarker gerichtet und 
mit toxischen Funktionen versehen 
sind, beispielsweise durch Kopplung 
mit Giftstoffen oder durch gentechni-
sche Fusion mit Enzymen, welche 
Prodrugs aktivieren. Angesichts der 
aufwendigen Konstruktion solcher 
Verbundwirkstoffe sind diese Ansätze 
noch wenig entwickelt. Vielverspre-
chend erscheint dagegen bereits die 
Kopplung von Protein-Scaffolds mit 
Radionukliden, die je nach Auswahl 
der Strahlungsart für diagnostische 
Zwecke eingesetzt werden können 
(In-vivo-Imaging) oder zur Radio-
immuntherapie (RIT) nutzbar sind. 
Der Affibody ABY-025, der den Brust-
krebs-Marker Her2 erkennt, ist der-
zeit in klinischer Prüfung für die bild-
gebende Tumordiagnostik.33) 

Gegenüber Antikörpern haben die 
kleinen Protein-Scaffolds den Vorteil 
der schnelleren Nierenausscheidung 
aus dem Plasma und dadurch der 
besseren Tumorkontrastgebung; für 
den Affibody kommt hinzu, dass die-
ser die relativ drastischen Bedingun-
gen zur chemischen Kopplung mit ei-
nem Chelator und dessen Beladung 
mit dem Radionuklid relativ gut 
übersteht. Dies gilt aber vermutlich 
nicht für alle Bindungsproteine, die 
aufgrund ihrer tumorspezifischen 
Bindungsfunktion für derlei Anwen-
dungen in Frage kommen. Einen 
Ausweg könnte hierbei die gentech-
nische Fusion mit einem Anticalin 
bieten,22) welches einen Y3+·DTPA-
Komplex mit hoher Affinität und 
schneller Kinetik nicht-kovalent in 
seiner Bindungstasche aufnimmt und 
so ein nuklearmedizinisch relevantes 
Lanthanid an den Tumor fixieren 
kann (Abbildung 2). 
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