II. Das unerreichte Vorbild:
Die Zelle als nanotechnologischer
GroBbetrieb
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Zellen kénnen alles. Nicht jede fiir sich. Aber zu fast jeder Aufgabe, die man
einem submikroskopisch kleinen Etwas stellen kann, gibt es eine Zelle, die
sie erfiillen kann. Sie wollen einen lebenden Kompafi? Kein Problem,
magnetotaktische Bakterien wissen, wo Norden ist. Ein Mittel gegen die
Olpest? Auch dafiir gibt’s Bakterien. Finen Sauerstofftransporter? Unsere
roten Blutkérperchen machen den lieben langen Tag nichts anderes. Einen
Nanomotor? Unsere Muskelzellen enthalten Hunderte. Zwei spiegelbildli-
che Molekiilformen bilden duferlich identische Kristalle. Kann man sie
dennoch auseinandersortieren? Man kann, wenn man Zellen um Hilfe
bittet. Egal, ob man Silbet anreichern, Toluol abbauen oder hochwirksame
Gifte herstellen will, ob man ein Mineral in amorpher oder kristalliner Form
abscheiden will, ob man chemische Energie in Bewegung, Wirme oder Licht
umwandeln oder umgekehrt daraus gewinnen will, die Natur hat eine
platzsparende Lésung fiir jedes dieser technischen Probleme,

Fiir die allermeisten Problemlsungen, die als Anregungen fiir Nanotech-
nologie dienen kénnten, sind in der Zelle Proteine zustéindig — insbesondere
fiir die Chemie und die Feinmechanik der Zelle.

Proteine erledigen in der Zelle die Arbeit. Sie erfiillen eine immense
Vielfalt von Aufgaben, fiir die eine nicht minder beachdiche Vielfalt von
Proteinen bereitsteht. Selbst eine relativ einfache Zelle, etwa unser stindiger
Begleiter, das Darmbakterium Escherichia coli, stellt fordaufend mehrere
tausend verschiedene Proteine her. Kleine und groBe, wasserldsliche und
fettlésliche, die sich in die Zellmembran einlagern, saure und basische,
kugelrunde und langgestreckte Proteine. Jedes ist ein Individuum, und
allgemeine Aussagen, die iiber die chemischen Prinzipien des Aufbaus aus
Aminosiuren hinausgehen, sind schwer zu treffen. So wie Biochemiker sich
ein einzelnes Molekiil oder eine kleine Gruppe als Studienobjekt herausgrei-
fen (und dabei nur zu leicht der Versuchung erliegen, ihre Beobachtungen
zu verallgemeinern und auf den Rest der Proteinwelt zu iibertragen), wollen
wir in den folgenden Kapiteln anhand einiger Beispiele sehen, was einige
bestimmte Proteine kdnnen. Im Sinne der Expeditionen in ein weites,
groBenteils noch unbekanntes Land sollen nur einige kleine Streifziige
geschildert werden, einige Einblicke in die Funktionsweise dieser nartirli-
chen Nanowelt gegeben werden, aus denen wir dann - Reisen bildet —
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Grundlagen und Anregungen gewinnen kénnen fiir die ersten Versuche des
Menschen, eigene Bauwerke und Fabriken in der Nanowelt zu errichten.

Molekulare Motoren in Aktion: Endlich Bewegung in der Muskel-
forschung :

Mancher Zeitgenosse hilc sich einiges auf seine Muskelkraft zugute. Doch
dieser Stolz vertrigt sich schlecht mit dem Snob-Appeal, den wir Angehs-
tige der Spezies Homo sapiens mit unserer Stellung im Tierreich verbinden.
Nicht nur die Skelettmuskeln der Wirbeltere, auch die SchlieBmuskeln der
Muscheln und anderer Wirbelloser funktionieren genauso wie unsere Kraft-
pakete. Ob also Amold Schwarzenegger seinen Bizeps spielen li6t oder eine
Jakobsmuschel ihre Schalen auf- und zuklappt, ist, auf molekularer Ebene,
im Grunde das gleiche. Ein Muskel verkiirzt sich {(um ca. ein Drittel seiner
Lange im entspannten Zustand), weil in jeder einzelnen Zelle die miteinan-
der verzahnten diinnen und dicken Filamente aneinander vorbei gleiten.
Das Protein Myosin, das mit seinem langen Schwanz in den dicken Filamen-
ten verankert ist und mit seinem Kopf die hauptsichlich aus Actin beste-
henden ditnnen Filamente festhalten oder loslassen kann, wird als der Motor
dieser Bewegung angesehen, deren Treibstoff der zellulire Energietrdger
Adenosintriphosphat (ATP) ist.

Obwohl diese Vorstellungen bereits in den fiinfziger und sechziger Jahren
entwickelt wurden, blieb die treibende Kraft, der Mechanismus, tiber den
die aus dem Abbau von ATP gewonnene Energie in die Gleithewegung der
Filamente investiert wird, bis heute im dunkeln, und in der Muskelforschung
bewegte sich jahrelang kaum etwas voran.

Das kénnte sich sehr bald #ndern, nachdem in den Jahren 1993/94
geradezu eine Flut von (bisher schmerzlich vermifiten) Detailinformationen
iiher die riumlichen Strukturen der beteiligten Proteine hereingebrochen
ist und es tiberdies den Biophysikern gelang, einzelne Molekiile der Motor-
proteine in ihrem Bewegungsablauf zu beobachten.

Den Auftake fiir ein turbulentes Dreivierteljahr in der Erforschung dieser
linearen molekularen Motoren lieferten Ivan Rayment und seine Mitarbei-
ter an der Universitit von. Wisconsin, die im Juli 1993 die Kristallsouktur
des Myosinkopies vorstelleen. Um das Protein, das sie aus Hithnermuskeln
gewannen, tiberhaupt kristallisierbar zu machen, mufiten die Forscher den
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Reaktionszyklus, den Myosin bei der Muskel-
kontraktion durchlziuft. a) Der Myosinkopf ist an eine der Actin-Untereinheiten gebun-
den und enthait kein Nukleotid. b) ATP bindet an den Myosinkopf und bewizkt, daB
dieser das Actin loslaBt. ¢) Hydrolyse des ATP durch Myosin (Abspaltung des dritten
Phosphatrests) fiihrt zu d) Streckung des Myosins, das somit eine entferntere Actin-
Untereinheit ergreifen kann. Die Bindung ist zunichst noch schwach. e) AbstoBen des
abgetrennten Phosphatrests ermdglicht festere Bindung und Kraftausiibung durch Zusam-
menziehen des Myosinmolekiils. f) Dissoziation des Spaltprodukes ADP fithrt zurick zum
Ausgangszustand. Nach Rayment und Holden (1994).
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ca. 160 Nanometer langen Schwanz abzwicken und leichte chemische
Modifikationen an dem Kopf vornehmen, der alle wichtigen Funktionsele-
mente enthilt und auch ohne den Schwanz mit Actin-Filamenten wechsel-
wirken kann. Aus dem atomaren Aufbau des Myosinkopfes und der bereits
seit 1990 bekannten Strukeur des Actin errechnete Rayments Arbeitsgruppe
ein Modellbild fiir die Wechselwirkung zwischen diesen beiden Komponen-
ten und verfeinerte damit das herkdmmliche Gleitfilamene-Modell der
Muskelkontraktion (Abbildung 6). Aufgrund der riumlichen Anordnung
der beweglichen Teile des Actin-Myosin-Motors konnten die Forscher die
Schritiweite bei einem einzelnen Bewegungszyklus (Abbau eines ATP-Mo-
lekiils) eingrenzen: Sie muBte zwischen sechs und zwanzig Nanometer
betragen.

Ein sensationeller Durchbruch konnte wenig spiter mit einem weiteren
Motorprotein, dem Kinesin, erzielt werden. Karel Svoboda und seine Mit-
atbeiter brachten das Molekiil, das sich in der Zelle an den Mikrotubuli
entlanghangelt und dabei ganze Zellorganellen mitschleppen kann, dazu, ein
Kiigelchen aus Silicagel durch einen zweigeteilten Laserstrahl hindurchzu-
ziehen. Aus den Interferenzmustern des aufgefangenen Laserlichtes konnte
die Bewegung mit unvorstellbarer Exaktheit bis auf einen Nanometer genau
rekonstruiert werden. Die Forscher kamen zu dem SchluB, daf Kinesin sich
in einzelnen Schritten von jeweils acht Nanometern bewegt.

Leider ist die molekulare Struktur des Kinesin noch nicht bekannt, so daB
dieser Bewegungsablauf nicht genauer beschrieben werden kann. Deshalb
war es wiederum ein bedeutender Fortschritt, als die Arbeitsgruppe um
James A. Spudich in Stanford (Kalifornien) die Interferenzmethode noch-
mals verfeinern und dann auch auf (aus Kaninchenmusken isolierte) ein-
zelne Myosinmolekiile anwenden konnte. In dieser Studie wurde auch eine
Gegenkraft angelegt, die so lange gesteigert wurde, bis die Bewegung zum
Stillstand kam. Auf diese Weise konnten nicht nur die Bewegungsschritt-
weite (11 nm), sondern auch die Kraft der Muskelmolekiile gemessen
werden. Sie betrug 3—4 Piconewton (Ein pN ist ein millionstel Millionstel
der Kraft, die man aufwenden muB, um eine Masse von 102 Gramm
hochzuhalten).

Kurz nach dieser Arbeit erschien wiederum eine réntgenkristallographi-
sche Untersuchung eines Muskelproteins. Diesmal wurde aus dem Motor,
der den Kammuscheln (z.B. der Jakobsmuschel) zum Offnen und SchlieBen
ihrer Gehduse und damit auch zum Schwimmen dient, sozusagen das Gas-
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pedal herausgepickt: ein kleiner Bereich auf der von den diinnen Filamenten
abgewandten Seite des Kopfes, welcher die Aktivitit der ATP-abbauenden
Funktion des Myosinkopfes drosseln kann. Ob diese sogenannte regulatori-
sche Domine Gas gibt oder drosselt, hingt von der Konzentration der
Kalziumionen in der Muskelzelle ab.

Die Kriseallstruktur, welche die Arbeitsgruppe von Carolin Cohen an der
Brandeis University in Zusammenarbeit mit drei weiteren Gruppen erstellte,
verspricht nicht nur AufschluB tiber die Funktionsweise dieses Drosselven-
tils, das im Myosin der Wirbeltiere nicht existiert, sondern erginzt auch in
anderer Hinsicht die oben erwihnte Struktur des ganzen Myosinkopfes. So
waren in diesem Fall keine chemischen Modifikationen erforderlich, und
das Muschel-Protein liefert in einem gewissen Bereich ein scharfes Bild, wo
das Hithner-Myosin aufgrund verschiedener Unterarten (Isoformen) nur
«verwackelte» Strukturen ergibt.

Zusammengenommen bedeuten diese Studien, daB die Aufklirung der
molekularen Mechanismen der Muskelkontraktion in greifbare Nahe ge-
riickr ist. Sobald die Strukturkoordinaten diber Datenbanken allgemein
zuginglich sind, kénnen die Arbeitsgruppen, die iiber die letzten drei Jah-
zehnte geduldig kleine Teile des Puzzles sortiert haben, beginnen, aus den
Teilen ein Ganzes zu machen. Nach langem Stillstand ist die Muskelfor-
schung in Bewegung gekommen.

Diingemittel aus der Luft: Die Wege der Natur sind eleganter als
das Haber-Bosch-Verfahren

Pflanzen stehen vor einem paradoxen Versorgungsproblem. Eines der Ele-
mente, die sie zum Wachstum am dringendsten bendtigen, ist Stickstoff.
Und die Luft, die sie umgibt, besteht zu 78 Volumenprozent aus Stickstoff,
doch da das Element so reaktionstrige ist, kénnen sie mit diesem immensen
Vorrat nichts anfangen. Die Umwandlung des elementaren Stickstoffs in fiir
Pflanzen, Tiere und Menschen verwertbare Stickstoffverbindungen findet
im wesentlichen auf zwet Wegen statt.

Einhundert Millionen Tonnen des Elements werden pro Jahr durch
Reaktion mit Wasserstoff zu Ammoniak, dem Grundstoff fiir alle stickstoff-
haltigen Synthesechemikalien und vor allem auch fGr die Dingemittelpro-
duktion, umgesetzt. Zu diesem Zweck wird ein immenser technischer Auf-
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wand betrieben: Nach dem Verfahren, das von Fritz Haber' entwickelt und
von Carl Bosch’ zur groBtechnischen Anwendbarkeit gefihrt wurde, sind
hohe Dricke (200 Atmosphiren), hohe Temperaturen (500 Grad Celsius)
und aufwendige Katalysatoren erforderlich, um magere 18 Prozent des
eingesetzten Stickstoffs zur Reaktion zu bringen.

Ebenfalls einhundert Millionen Tonnen Stickstoff pro Jahr setzt die Natur
in Gestalt einzelliger Mikroorganismen zu Ammoniak um, den sie als Grund-
baustein fiir die stickstoffhaltigen Biomolekiile wie Proteine, Nukleinsiuren
etc. benstigt. Uber die Pflanzen, mit denen diese Organismen in Symbiose
leben, gelangen die Stickstoffverbindungen in die Nahrungskette und errei-
chen indirekt alle Lebewesen. Die Natur geht jedoch sehr viel eleganter vor
als der Mensch — sie fithrt die Reaktion (die man in diesem Zusammenhang
als «Stickstoff-Fixierung» bezeichnet) bei Normaldruck und Normaltempe-
raturen durch und benutze als Katalysator ein spezialisiertes Enzym: die
Nitrogenase.

e Frustration ganzer Chemikergenerationen, keinen Katalysator gefun-
den zu haben, der das nachvollziehen kann, was in der Natur offenbar so
einfach ist, kdnnte jetzr bald ein Ende finden. Nachdem von den beiden
Proteinen, die zusammen das Nitrogenase-Enzym bilden, nunmehr hochauf-
geldste Strukturen vorliegen, bestehen gute Chancen fiir eine baldige Auf-
klirung des Mechanismus.

Bisher weill man nur in etwa, wie die Arbeitsteilung zwischen den beiden
Proteinen abl4uft: Das Eisenprotein, das so genannt wird, weil es in seinem
aktiven Zentrum. einen Komplex aus Eisen- und Schwefelatomen enthil,
pumpt Elektronen zu dem Molybdan-Eisen-Protein, das neben Eisen-
Schwefel-Komplexen auch eine Verbindung des Eisens mit dem relativ
seltenen Schwermetall Molybdéan (bekannt als Legierungsbestandteil im
Molybdénstahl) enthalt. Jeder Stof dieser Elektronenpumpe treibt das
Molybdan-Eisen-Protein eine Stufe weiter voran in einem achtstufigen
Kreislauf von der Aufnahme des Stickstoffs bis zur Freisetzung des Ammo-
niaks, auf die eine emneute Stickstoffbindung folgen kann. DaB es acht Stufen

1 FritzHaber (1868-1934) leitete 1911-1933 das Kaiser- Withelm-Institut fiir Physikalische
Chemie in Berlin, emigrierte 1933 nach England. Nobelpreis fiir Chemie 1918.

2 Carl Bosch (1874-1940) wurde 1919 Vorstandsvorsitzender der BASF, 1935 Aufsichts-
ratmitglied der IG Farben. Nobelpreis fiir Chemie 1931.
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sein miissen, weil man, weil acht Elektronen bendtigt werden, um aus einem
Stickstoffmolekiil und acht Wasserstoffionen zwei Molekiile Ammoniak
und ein Molekiil Wasserstoff zu machen. Wihrend die Elektronentransport-
vorginge sich durch Analogieschluf} anhand dhnlicher Gegebenheiten in
der Photosynthese erkliiren lassen, liegen die Einzelheiten dieses Kreispro-
zesses noch vollkommen im dunkeln. Man kennt bisher nur ein einziges
Zwischenprodukt, das sich isolieren liBt, wenn man die Nitrogenase in
flagrand erwischt: niimlich das Hydrazin, eine Verbindung aus zwei Stick-
stoff- und vier Wasserstoffatomen.

Das Molybdin-Eisen-Protein ist allerdings nicht nur eine Kreiselpumpe,

‘sondern auch ein Elektronenschwamm. Fithrt man namlich die Reaktion im

Reagenzglas aus, so wird die erste Charge des Produkts (Ammoniak und Was-
serstoff) schon freigesetzt, bevor alle acht benétigten Elektronen vom Eisen-
protein zum Molybdin-Eisen-Protein geflossen sind. Daraus schiieBt man,
dal das Protein, genauer gesagt, die Metallkomplexe, die esin seinem aktiven
Zentrum enthilt, eine gewisse Speicherkapazitit fiir Elektronen besitzt.

Wenn nun anhand der vorliegenden Strukturmodelle der Mechanismus
vollstandig, das heilt mir allen Zwischenstufen und strukturellen Details,
aufgeklart werden soll, dann sind interdisziplinire Ansitze besonders ge-
fragt. Das Herzstiick des Molybdin-Eisen-Proteins, ein sogenannter Clu-
ster aus einem Molybdén-, sieben Eisen- und vier Schwefelatomen, dessen
genaue Struktur durch die vorliegenden Arbeiten noch nicht zweifelsfrei
geklirt ist, ist ein typisches Untersuchungsobjekt fiir die moderne anor-
ganische Chemie. Sie befaBt sich schon seit geraumer Zeit mit mehr oder
weniger spekulativen Modellverbindungen aus Molybdén, Eisen und
Schwefel, die zwar von der Frage nach der Struktur und Funktion des
aktiven Zentrums der Nitrogenase inspiriert waren, aber nicht einmal die
korrekte Zusammensetzung an Metallatomen enthielten.

Demgegeniiber sind die vorgeschlagenen Strukruren (Abbildung 7) zwar
realistischer, aber immer noch nur Modelle, die sich eines Tages als falsch
erweisen kénnen. Von diesen ausgehend kénnen Anorganiker und Bioche-
miker nun versuchen, den Molybdan-Eisen-Cluster zu imitieren oder Struk-
turvarianten zu entwickeln. Mit Hilfe dieser neuen Strukturen kdnnten sie
nicht nur zum Verstéindnis der Funktion der Nitrogenase beitragen, sondemn
vielleicht auch eines Tages einen besseren Katalysator finden, der die
technische Ammoniaksynthese bei Normaldruck und Raumtemperatur er-
mdglicht.
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Abbildung 7: Modellbilder der Metallcluster in den aktiven Zentren der Nitrogenase.
Links der Eisen-Molybdan-Cofaktor, der vermutlich an der Reduktion des Stickstoffs
direks beteilige ist. Rechts der sogenannte P-Cluster des Eisenproteins, das die Elektronen
an das Molybdan-Eisen-Protein liefert. Nach Rees (1993).

Wenn Strukturbilder laufen lernen: Schnappschiisse einer
Enzymreaktion

Strukturbilder, welche die genaue Anordnung der vielen tausend Atome
eines biologischen Makromolekiils, etwa eines Proteins, wiedergeben, haben
das Gesicht der modernen, das heifit der «molekularen» Biologie entschei-
dend gepriigt. Sie beruhen meist auf Ergebnissen aus der Réntgenstruktura-
nalyse von Kristallen der jeweiligen Substanzen. Diese klassische Methode
liefert zwar schone und oft bis auf den Durchmesser eines Wasserstoffatoms
{0,1 nm) genaue Bilder, aus denen sich oft, wie in den oben beschriebenen
Fillen der Muskelproteine und der Nitrogenase, wertvolle Hinweise auf die
Funktionsmechanismen dieser «Nanomaschinen» gewinnen lassen.
Andererseits vermittelt diese Darstellungsweise, bei der die Position eines
jeden Atoms im Raum genau festgelegt ist, aber auch einen falschen, weil
statischen Eindruck von Proteinstrukturen. Das liegt daran, daB die Mes-
sung der Rdntgenbeugung am Kristall so langsam vonstatten geht, daBl man
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Abbildung 8: Mogliche Reaktionsmechanismen fiir die Abspaltung von Chlor aus Chlor-
kohlenwasserstoffen durch die Haloalkan-Dehalogenase. Die in den vier Schnappschiissen
festgehaltenen Zwischenstufen beweisen eindeutig, daB der obere Mechanismus der richd-
ge ist. Nur bei diesem geht der dehalogenierte Kohlenwasserstoffrest veriibergehend eine
kovalente Bindung mit dem Enzym ein.

zeitliche Strukturiinderungen nicht sehen kann. Die Methode kann selbst
langsame chemische Reaktionen, die sich iiber einige Minuten hinziehen,
nicht entdecken, ganz zu schweigen von schnellen Fluktuationen, die sich
in Millionstelsekunden abspielen. Man kann nur statistisch erfassen, welche
Strukturen mit welcher Hiufigkeit auftreten, nicht aber, wie sie sich inein-
ander umwandeln. Um den Ablaufeiner Enzymreaktion «sehen» zu kénnen,
miiBte man die MeBzeiten drastisch verkiirzen und die «Reaktion» in allen
Molekiilen eines Kristalls gleichzeitig starten kdnnen. Beides haben Kristal-
lographen in den vergangenen Jahren mit enormem technischem Aufwand
versucht. Sie verwendeten energiereiche Synchrotronstrahlung und fithrten
die Gleichzeitigkeit des Reaktionsablaufs durch Laserblitz-Photolyse eines
vorher «gefesselten» Substratmolekiils herbei.

Eine Arbeitsgruppe im niederlindischen Groningen hat 1993 demon-
striert, dafl dieser Aufwand entbehrlich ist. Man kann auch mit einfachen
chemischen Tricks den zeitlichen Ablauf einer Enzymreaktion in Kristail-
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strukturbildern verfolgen, wenn man es schafft, die Reaktion so zu steuern,
dal sie immer nur bis zu einem bestimmten Schritt ablauft.

Das Enzym, fiir das die Niederlander sich interessierten, spalter Chlor aus
chlorierten Kohlenwasserstoffen ab (Abbildung 8) und ist daher fiir eine
mdgliche biotechnologische Entschirfung dieser ozonschadigenden Sub-
stanzen im Gesprich. Trankt man einen Kiristall dieses Proteins im sauren,
Milieu (pH 5) bei 4°C mit einer Lasung eines geeigneten Substrats, etwa
Dichlorithan, so wird dieses im aktiven Zentrum des Enzyms gebunden, aber
nicht «bearbeitet». Die Rontgenstrukturanalyse dieses Kristalls liefert somit
einen SchnappschuB} vom ersten Schritt einer Enzymreaktion, der Frken-
nung und Bindung des Substrats durch das Enzym.

Fiihrt man dieselbe Prozedur hingegen bei 20°C durch, so geht die
Reaktion einen Schritt weiter und endet bei einem Zwischenprodukt, in dem
der Kohlenwasserstoffrest kovalent an das Enzym gebunden ist, withrend das
bereits abgespaltene Chloratom sich in Gestalt eines Chloridions im aktiven
Zentrum befindet.

Den dritten SchnappschuB erhilt man schlieBlich aus einem Kiistall, der
zwei Tage lang bei Raumtemperatur und nut noch schwach saurem pH der
Substratltsung ausgesetzt wurde. In diesem Fall ist der Kohlenwasserstoffrest
wieder von dem Enzym getrennt und hat das aktive Zentrum verlassen,
wihrend das Chloridion immer noch dort verweilt.

EinschlieBlich der Kristallstruktur des unbeladenen Enzyms gibt es nun
also vier Momentaufnahmen, die den Mechanismus dieser enzymkatalysier-
ten Reaktion recht umfassend beschreiben. Zwischen den zwei Reaktions-
wegen, die bisher zur Diskussion standen, ist nun eine eindeutige Entschei-
dung mdglich, denn nur einer von beiden verliuft iiber ein kovalentes
Zwischenproduke. Ein Film aus vier Bildern mag manch einem recht kurz
erscheinen — es ist aber zu bedenken, daB Enzymreaktionen unter giinstigen
Bedingungen in Millisekunden ablaufen und daB dieser Kurzfilm damit die
Bildfrequenzen von Fernsehen und Kino um GréBenordnungen abertrifft.
Im. Vergleich zu den bisherigen Maglichkeiten der klassischen Kristallogra-
phie stellt diese Bilderserie einen enormen Fortschritt dar. War man bisher
auf die Beschreibung eines einzelnen Standbilds beschrinkt, welches das
Enzym sozusagen in der Sackgasse zeigte, wenn es gerade einen unverdauli-
chen Brocken, etwa einen dem Substrat #hnelnden Inhibitor geschlucke
hatte, so bringt die Methode der Groninger Arbeitsgruppe nicht nur mehr
Information, sondern bleibt dabei auch niher am natiirlichen Reaktionsweg.
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Und gegeniiber der modemen Methode, die Synchrotronstrahlung und
Laserblitze bendtigt, hat dieses Verfahren den Vorteil, daB es so einfach ist
wie das Ei des Kolumbus. Und mit genial-einfachen Ideen kann man auch
500 Jahre nach Kolumbus noch (Welt-} Bilder in Bewegung bringen.

MabBgeschneiderte Kristalle: Proteine erkennen Kristallober-
flichen und steuern deren Wachstum

Warum, so fragte sich ein 25jghriger frischgebackener Pariser Chemiker im
Jahre 1848, warum vermochte die Traubensiure, die sich doch chemisch
ebenso verhielt wie Weinsiure, im Gegensatz zu dieser die Ebene des
polarisierten Lichts nicht zu drehen? Er stellte eine tibersatrigte Losung des
Ammoniumsalzes der optisch inaktiven Traubensiure her und lieB sie iiber
Nacht auf der Fensterbank seines Labors kristallisieren. Tags darauf ent-
declkte er unter dem Mikroskop zwei Arten von Kristallen, die sich —wie ein
rechter und ein linker Handschuh — nicht zur Deckung bringen lieBen,
obwohl sie sonst dieselbe Geometrie hatten, Geduldig klaubte er mit einer
Pinzette und dem Mikroskop die links- und rechtshéindigen Kristalle ausein-
ander. Er stellte von je einer Probe der beiden Kristallsorten eine Lasung her
und maf} deren optische Eigenschaften in einem Polarimeter. Die Kristalle,
die exakt die Form von Weinsiurekristallen hatten, ergaben eine rechtsdre-
hende Losung ebenso wie diese. Die zweite Losung drehte das polarisierte
Licht auch, und zwar um den gleichen Betrag in die entgegengesetzte
Richtung. Damit hatte Louis Pasteur’ aus der Chiralitit (Fandigkeit der
Kristalle die Chiralitit der Molekiile abgeleitet — zu einer Zeit, als man iiber
deren Aufbau praktisch nichts wuBte.

Knapp eineinhalb Jahrhunderte spéter sortierten Wissenschaftler wie-
derum Kiristalle spiegelbildlicher Molekiile unter dem Mikroskop ausein-
ander. Diesmal handelte es sich um ein Salz der Weinsture, das Kalzi-
umtartrat. Das scheint unméglich, da die beiden Spiegelbildversionen

3 Louis Pasteur (1822-1895), franzosischer Chemiker, wurde vor allem durch die Entdek-
lung bekannt, daB Infektionskrankheiten durch Mikroorganismen ausgeldst werden. Er
entwickefte SterilisationsmaBnahmen (Pasteurisierung) und Schutzimpfungen und griin-
dete das Institut Pasteur in. Paris.
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(Enantiomere} dieser Verbindung dieselbe, symmetrische, das heiBt nicht
chirale Kristallform bilden. Streicht man jedoch lebende Zellen, etwa kul-
tivierte Nierenzellen des Krallenfroschs Xenopus laevis auf einer gemisch-
ten Kristallsuspension aus, so kénnen diese die scheinbar gleichen Kristalle
sehr wohl unterscheiden und siedeln sich in der ersten Phase des Experi-
ments ausschlieBlich auf bestimmten Flichen der Kristalle der RR-Enan-
tiomeren an. Mit dem an Pasteur angelehnten Sortierexperiment konnten
Lia Addadi und ihre Mitarbeiter am Weizmann-Institut in Rehovot (Is-
rael) zeigen, dafl der Zellenbewuchs in den ersten Stunden des Experi-
ments ein zuverlissiges Kriterium fiir die Trennung der enantiomeren For-
men ist. Doch fur die Zellen, die sich schnell fur die «richtigen» Kristalle
entschieden hatten, zeige sich bald (d.h. nach etwa 24 Stunden) die Kehr-
seite der Medaille — die Bindung ihrer Zelloberflichenmolekiile an die
lristalline Oberfliche ist so fest und starr, daB die Zellen absterben. Auf
den «falschen» Kristallen hingegen, welche die Pioniergeneration der Zel-
len verschmaht hatte, siedelt sich nun langsam eine kleinere, weniger fest
gebundene Population von Zellen an, die an diesem Standort tagelang
fiberleben kann.

Dall die Molekiile der Zelloberfliche, wie hier demonstriert, in identi-
schen Kristalliformen die Chiralitat der die Kristalle autbauenden Molekiile
erkennen kénnen, ist nur ein Beispiel fiir die vielfaltigen und oft verbliiffend
spezifischen Wechselwirkungen zwischen biologischen Makromolekiilen
und Kristallen. In einer neueren Arbeit konnte Addadis Gruppe zeigen, daB
Antikérper gegen verschiedene Salze der Harns#ure und gegen die dem
Harnsiure-Ion verwandte, aber neutrale Verbindung Allopurinol jeweils die
Kristallisation genau der Verbindung, durch deren Kristalle die Antikérper-
bildung angeregt wurde, im Stadium der Keimbildung (Nukleation) férdemn
(Abbildung 9). Es handelt sich hier also gewissermaBen um eine véllig neue
Art von katalytischen Antikérpern, die aus der Oberflichenbeschaffenheit
ausgereifter Kristalle die spezifischen Bindungsstellen entwickeln, welche
die Bildung des vielleicht aus 20 oder 30 Einheiten bestehenden Kristallisa-
tionskeims katalysieren.

Was sich in dieser Beschreibung wie eine interessante biochemische
Spielerei anhort, ist tatsachlich ein alltiglicher physiologischer Vorgang von
immenser medizinischer Bedeutung. Die Symptome eines Gichtanfalls sind
nimlich genau darauf zuriickzufiihren, dafi sich Kristalle eines Harnsduresal-
zes in einem Gelenk anreichern und vom Immunsystem — das heiBit zunéchst
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von Antikérpern — als Fremdstoff erkannt werden (obwohl dieselbe Verbin-
dung in geltster Form keine Immunantwort ausldst), was eine Entziindung
des Gelenks zur Folge hat. Die Ergebnisse von Addadis Arbeitsgruppe zeigen,
daB die Auslosung der Entziindungsreaktion tiber die spezifische Erkennung
durch Antikorper die wahrscheinlichste Erklarung ist. Sie legen aufierdem
nahe, daf} (wie bei manchen anderen Krankheiten auch)} das Immunsystem
die Sache nur noch schlimmer macht, indem namlich die gegen die Kristalle
gerichteten Antikérper die Bildung weiterer Kristalle begiinstigen und die
Schwelle zu neuen Gichtanfillen herabsetzen. Und zum Verschwinden der
Storenfriede kann die Immunantwort in diesem Fall nicht beitragen, da ihr
Vernichtungssystem auf Makromolekiile und Zellen, nicht aber auf Kristalle
eingerichtet ist.

Proteine, welche mit Kristallflichen wechselwirken und dadurch die
Bildung von Kristallen fordern, hemmen oder in eine bestimmte Kristallform
(Morphologie) zwingen, kénnen aber auch niitzlich sein, etwa in der Biomi-
neralisation oder zum Kilteschutz. Zur Erlangung von Frostresistenz bedie-
nen sich hdhere Organismen zweier genau entgegengesetzter Mechanismen.
Manche Lebewesen verhindern das Gefrieren ihrer Kérperfliissigkeiten
durch Zusatz eines Frostschutzmittels — meist einer inerten organischen
Verbindung, die einfach den Gefrierpunkt der Mischung herabsetzt, manch-
mal aber auch mit Hilfe von Frostschutzproteinen, welche die Kristallisati-
onskeime des Fises so binden, daB sie nicht weiterwachsen kdnnen. Genau
das Gegenteil machen Eisnukleationsproteine. Gewisse Frosch- und Schild-
krétenarten in Kanada {iberstehen den arktischen Winter, indem sie sich
«freiwillig» einfrieren. Wie kanadische Wissenschaftler herausfanden, kon-
nen die Tiere nach bis zu zwei Wochen Dauerfrost — wobei zeitweise 65
Prozent ihres Wassergehalts als Eis vorliegt — unbeschadet wieder aufgetaut
werden. Sie reichern ihr Blut zu diesem Zweck mit Eisnukleationsproteinen
an, die bewirken, daB die extrazellulire fliissige Phase mit einem Schlag und
ohne Schaden fiir die Zellen gefriert.

Auch Bakterien aus den Gattungen der Pseudomonas, Xanthomonas und
Erwina scheiden Fisnukleationsproteine aus, um die Eisbildung in ihrer
direkten Umgebung zu steuern. Pseudomonas syringae wird deshalb zur
Herstellung kiinstlichen Schnees verwendet, was allerdings aus Umwelt-
schutzgriinden umstritten ist, da diese Bakterien bei bestimmten Pflanzen
Krankheiten ausldsen konnen. Gingige Modellvorstellungen iiber die Funk-
tionsweise der Eisnukleationsproteine besagen, daf die in ihrer Sequenz aus
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Abbildung 9: :
< a) Schematische Darstellung des Experiments zur Uberpritfung der Spezifitit der gegen
Hamsiure-Verbindungen und Analoge gerichreren Antikdrper. Immunisiert man
Kaninchen mit Kristallen der Verbindungen Allopurinel, Natdumurar oder Magnesium-
urat, so erhilt man Antiseren, aus denen man Antikorper (IgG) solieren kann, die jeweils
spezifisch die Kristallisation derjenigen Verbindung katalysieren, deren Kristalle die Im-
munantwort ausgeldst harten (Pfeile). Kreuz-Experimente (unten) ergeben schwachere
Forderung der Kristallisation (gestrichelte Pfeile) oder keinen signifikanten Effekt (gepunk-
tete Pleile), in emigen Fillen sogar eine Hemmung der Kristallbildung (durchgestrichene
Pleile).

b) Oben: Elektronenmiksoskopische Aufnahmen der Kristalle von Aliopurinol

(in Abwesenheit und in Anwesenheit des Antikarpers geziichtet), Natriumurat und
Magnestunurat. Bei den letzteren beiden Verbindungen veriindert die Gegenwart des
spezifischen Antikérpers die Kristallform niche.

zahllosen Wiederholungen relativ kurzer Aminosiureblocke bestehenden
Proteine eine B-Faltblatt-Struktur ausbilden, die offenbar in ihrer Periodizi-
tit einer Kristallfliche des Eises entspricht.



50 Die Zelle als nanotechnologischer GroBbetrieb

SchlieBlich beruht der Vorgang der Biomineralisation, dem wir unsere
Knochen und Zihne und zahlreiche Tiere wie Muscheln, Schnecken, Krebse
ihre Schalen verdanken, darauf, daf} Biomolekiile die Bildung fester Phasen
steuern kénnen. Sie entscheiden, ob die Mineralisierung zu amorphen oder
(mikro)kristallinen Phasen fithrt, und kénnen auch die Kristallisation aus-
16sen, zu bestimmten Kristallformen (Morphologien) lenken, die Kristallisa-
tion riumlich begrenzen und beenden. In vielen Fillen (allerdings nicht im
Wirbeltierknochen) fithrt eine Klasse von Proteinen die Regie, deren Mit-
glieder ob ihrer exotischen Eigenschaften oft nicht als Proteine, sondern als
«ungewdhnlich saure Makromolekiile» bezeichnet werden. Auffallend ist
vor allem ihr extrem hoher Gehalt an sauren Aminosaureseitenketten —jede
zweite bis dritte Aminosédure in der Sequenz ist Asparaginsiure —sowie eine
groBe Zahl von Zucker- und Phosphorsdurebestandteilen, die an bestimmte
Aminosauren nach der Proteinbiosynthese angekniipft werden. Zum Bei-
spiel kann der Anteil der phosphorylierten Aminosdure Phosphoserin in
einem solchen Molekiil bis zu 50 Prozent betragen. All diese Eigenschaften
bewirken, daB diese Proteine mit herkémmlichen Reinigungs- und Charak-
terisierungsmethoden nur schwer zu fassen sind. Oft lassen sich nicht einmal
die Molekulargewichte mit hinreichender Genauigkeit bestimmen. Vermut-
lich kénnen. sie ahnlich wie die Eisnukleationsproteine ausgedehnte B-Falt-
blatt-Strukturen bilden. Obwohl man im Reagenzglas nachweisen kann, da3
die Anwesenheit dieser Molekiile die Kristallisation der Mineralstoffe, die
etwa Muschel- oder Eierschalen bilden, beeinfluBt und zu Materialien fithrt,
die oft den natiirlichen verbliiffend #hneln, ist der Mechanismus ihrer
Einwirkung in der lebenden Zelle umstritten. Denkbar wire, daB die sauren
Proteine in Lésung und/oder an eine Membran gebunden die Keimbildung,
Orientierung der Keime und/oder das Wachstum der Kristalle beeinflussen.

In vielen Fillen — etwa bei den stets in derselben Richtung spiralig
gewundenen Schneckenhiusern - fiihrt die Steuerung der Kristallisation
durch chirale Biomolekiille dazu, dafi das resultierende makroskopische
Objekt ebenso wie Pasteurs Kristalle der Traubensiure eine Handigkeit
aufweist, obwoh! die Bausteine (Kalziumphosphat) in diesem Fall achiral
sind.

Vom Gen zum Protein 51

Vom Gen zum Protein

Nachdem wir uns nun von der Niitzlichkeit der Proteine {iberzeugt haben,
Bleibt die Frage: Wie macht man ein Protein! Wie macht die Zelle ihre
Proteine? Man ahnt es fast — mit Hilfe anderer Proteine! Und wie kann man
iihnlich wirksame Nanomaschinen fiir nichtbiologische Systeme herstellen?
In der Zelle ist der Weg festgelegt: Vom Bauplan (DNA) zur Boten-RNA,
zur unstrukturierten Aminosiiurekette, zum gefaiteten Protein und schlieB-
lich, nach Ablauf des Verfallsdatums, zum Abbau. Entlang dieses Weges
finden sich viele hochaktuelle Forschungsgebiete, vom Genomprojekt itber
die Faltungshelfermolekiie bis zum «Proteasom>». Deshalb wollen wir dem
Lebensweg eines Proteins folgen und dabei auch einige kleine Abstecher zu
aktuellen Forschungsprojekten machen. Auf allen Stationen werden uns
wiederum Proteine begegnen, die als Polymerisationskatalysatoren, Fal-
tungshelfer und als Zerstdrungsmaschinen tiitig sind. Doch zunichst wollen
wit einen Blick in die Baupline werfen.

Die Sprache der Gene: Methoden der Linguistik helfen bei der
Entschliisselung der Erbsubstanz

Victor F., Student der Naturphilosophie zu Genf, versuchte es mit Brachial-
methoden. Knochen aus dem Schlachthaus und dem Sezierzimmer waren
das Baumatertial, aus dem er versuchte, einen Menschen zu fabrizieren. Das
Ergebnis war mehr ein Monster als ein Mensch und brachte am Ende seinen
Schépfer ums Leben und die Zunft der Wissenschaftler nachhaltigin Verruf.

Da Mary Shelleys Roman Frankenstein 1816 erschien, konnte ihre Kreatur
noch nicht wissen, daB der Bauplan des Menschen, der festlegt, wie sich eine
befruchtete Eizelle zu einem hochkomplexen und in der Regel nicht mon-
strosen Lebewesen entwickelt, in jedem einzelnen Vertreter der Spezies in
Milliardenauflage vervielfiltigt wird. Jede Zelle enthiilt in ihrem Kemn eine
doppelte Abschrift der mindestens 30000 Gene, die alle unsere erblichen
Eigenschaften bestimmen, sichtbare, wie Augenfarbe und abstehende Oh-
ren, ebenso wie unsichtbare, etwa Gestalt und Funktion der den Stoffwech-
sel regulierenden Enzyme. HUGO (Human Genome Project) ist ein welt-
weites Forschungsprojekt, das 1988 ins Leben gerufen wurde, um diesen Plan
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zu entschliisseln. Anstatt fortwithrend bestimmte Gene, etwa fiir Erbkrank-
heiten, Krebsanfilligkeit etc., wie Nadeln im Heuhaufen zu suchen, hat man
sich vorgenommen, den Heuhaufen Strohhalm fiir Strohhalm auseinander-
zusortieren und zu beschreiben. Das Unternehmen, das auch aus ethischen
Griinden umstritten ist, scheint auf den ersten Blick aussichtslos — mit den
Techniken von 1990 wiren dafiir mehr als 100000 Forscherjahre notwen-
dig.

Diesem Problem versuchen die Genforscher durch die Entwicklung
effizienterer und weitestgehend automatisierter Methoden zur Bestimmung
der Abfolge (Sequenz) der Bausteine des Erbmaterials DNA zu begegnen.
Doch selbst wenn man die Methoden und Arbeitskrifte zur Sequenzierung
aller menschlichen Gene verfiighar hitte, stellte sich sofort ein weiteres
schweres Problem: Die Gene verteilen sich wiederum auf einem noch
gigantischeren Heuhaufen aus scheinbar nichtssagenden DNA-Abschnit-
ten, und man wiibte nur zu geme, wie man die biologisch relevanten
DNA-Abschnitte schnell und einfach von den sie umgebenden «sinnlosens
Bereichen unterscheiden kénnte. Dafiir kénnte sich ein ungewshnlich
interdisziplindrer Ansatz als niitzlich erweisen, tiber den Graziano Pesole und
Mitarbeiter von der Universitit Bari (Italien) im Jahre 1994 berichteten.
Statistische Methoden der Linguistik sollen helfen, diejenigen Sequenzab-
schnitte ausfindig zu machen, die eine «Botschaft» haben. Weiterhin kénn-
ten sie auch dazu beitragen, diese Botschaften zu entziffern und in Beziehung
zu verwandten Sequenzen zu setzen.

Parallelen zwischen der genetischen «Spraches und den Sprachen der
Menschen sind zahlreich — nicht umsonst verwenden Genetiker und Bio-
chemiker viele aus dem Bereich der Sprache iibernommene Begriffe. Sie
sagen etwa, daB der genetische Code die Ubersetzung (Translation) zwischen
Nukleinsauren und Proteinen festlegt. Dabei besteht die Sprache der Gene
nur aus vier Buchstaben. Die Worter {Codons) der Genetik enthalten
jeweils drei Buchstaben, deren Gruppierung durch den Leserahmen be-
stimmt wird. Prinzipiell kénnte eine Reihe aus n Nukleinsdurebausteinen
(Nukleotiden) 4" mdgliche «S#tze» bilden. Schon fiir kurze DNA-Abschnit-
te steigt diese Zahl schnell ins Astronomische. Ein typisches Startsignal far
die Transkription eines Gens in eine Boten-RNA enthilt sieben Bausteine
—macht 16384 Variationsméglichkeiten. Daraus, daB nur sehr wenige dieser
Méglichkeiten in der Natur genutzt werden, schliefit man, dafl es so etwas
wie eine Grammatik der DNA geben muf, der es allerdings an Interpunktion
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mangelt sowie an der Mglichkeit, sprachliche Umsetzung durch Zwischen-
riume zu strukturieren. Auch in ihrer Nicht-Eindeutigkeit dhnelt die gene-
tische eher der gesprochenen als der geschriebenen Sprache.

Jenseits dieser Ebene der anschaulichen Ahnlichkeiten zwischen geneti-
scher und menschlicher Sprache sind die linguistisch-statistischen Metho-
den jedoch suBerst abstrakt und kdnnen nur durch einen Wust von Glei-
chungen beschrieben werden. Genlinguisten analysieren zum Beispiel, wie
sich eine gegebene Abfolge von DNA-Nukleotiden in kiirzere Worter zerle-
gen ldBt. Da sie aber nicht von vornherein wissen, ob der betrachtete DNA-
Abschnitt einen Sinn ergibt, miissen sie alle mdglichen Unterteilungen be-
trachten und statistisch auswerten. Sie untersuchen etwa die linguistische
Homogenitit eines «genetischen Textes», den sie in «Markowsche Ketten»
zergliedern, oder beschreiben die «Komplexitit» einer gegebenen Sequenz,
indem sie sich wiederholende Motive durch einfache Abkiirzungen ersetzen.

Auf diesen Vorgehensweisen bauen sie dann komplizierte Algorithmen
(Rechenvorschrifien) auf, die zur Beschreibung genetischer Sequenzen und
zur Prognose ihrer biologischen Relevanz verwendet werden kdnnen. Diese
Algorithmen fhneln in gewisser Weise jenen, die Evolutionsforscher zum
Auffinden von Verwandtheitsgraden ersannen. Kein Wunder, schlieBlich
sind unsere Sprachen ja auch, ebenso wie der genetische Code, ein Produkt
der Evolution.

Fiinf Minuten Frist fiir einen lebenswichtigen Auftrag: Das kurze
Leben eines Insulinmolekiils

Der Bauplan des Lebens Hegt in dem Erbmaterial DNA, aber die Bausteine
und Maschinenteile, mit deren Hilfe der Plan verwirklicht wird, sind andere
Molekiile: Proteine, Kohlenhydrate, Fette. Die grobte Vielfalt in ihren
Eigenschaften weisen die Proteine auf, obwohl sie alle nach denselben
Prinzipien als lange Kettenmolekiile aus denselben Bausteinen, den
Aminosduren, aufgebaut werden. Sie beschleunigen und kontrollieren als
Enzyme die chemischen Reaktionen des Stoffwechsels, sie bilden Faserstruk-
turen, erkennen als Teile des Immunsystems Fremdstoffe und Krankheits-
erreger, sorgen fiir Bewegung im Muskel und fiir die Klarheit der Augenlinse.
Thre kleineren Verwandten, die Peptidhormone, bestehen aus weniger als
100 Aminosaurebausteinen und dienen der Ubermittlung einfacher Infor-
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Abbildung 10: Weg eines Proteins von der Proteinbiosynthese in das endoplasmatische
Retikulum bzw. zur Sekretior. Nach T.E. Creighron: Proteins. Structures and
molecular properties (2. Auflage).

mationen zwischen verschiedenen Zellen. Je nach ihrer Funktion ist die
Lebensdauer von Proteinen sehr unterschiedlich. Peptidhormone, die ein
Signal iibermitteln, miissen zerstdrt werden, sobald die Information nicht
mehr «aktuell» ist. Die Proteine der Augenlinse von Wirbeltieren hingegen
miissen ein Leben lang halten, sonst wird die Linse triibe. Eines der kurzle-
bigen Proteine ist zum Beispiel das Insulin, dessen akiive Form im Blut eine
Lebenserwartung von etwa fiinf Minuten hat. Es ist zu klein, um ein richtiges
Protein zu sein, deshalb sagt man «Peptidhormons, aber die meisten allge-
meinen Erkenntnisse aus der Biochemie der Proteine gelten fir Insulin
genauso wie fiir die GroBen, die Enzyme, Antikérper und Strukturproteine.

Der Lebensweg des Insulins im Organismus (Abbildung 10} beginnt wie
der aller Proteine mit der Proteinbiosynthese. Ort der Handlung ist in diesem
Fall eine der sogenannten B-Zellen der Langerhansschen Inseln (daher der
Name Insulin) in der Bauchspeicheldriise. Die Maschine, die Proteine her-
stellt, ist das Ribosom, das seinerseits wieder aus mehr als 80 Proteinmolekii-
len und vier Nukleinsiurestringen besteht.” Die Information, welcher Ami-

4 Diese Angaben gelten {iir Eukaryonten. Die wesentlich besser erforschten Bakterien-
Rikbosomen enthalten «nur» 53 Protein- und drei RNA-Molekiile.
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nosiurebaustein wann eingebaut werden soll, liest das Ribosom von einem
Nukleinsiuremolekiil, der Boten-RNA, ab. Weil die Information dabei aus
der Sprache der Nukleinsiiuren in die Sprache der Proteine Gibersetzt wird,
heift der Vorgang der Proteinbiosynthese auch «Translations. Die intensive
Erforschung der Proteinbiosynthese und der Ribosomenstruktur in den letz-
ten 25 Jahren durch relativ wenige, hochspezialisierte Arbeitsgruppen hat
zwar ein grobgerastertes Bild von Aufbau und Funktion der beteiligten Mole-
kiile erbracht, viele Detailfragen sind aber immer noch unbeantwortet.

Das Ribosom synthetisiert ein Vorlaufermolekiil des Insulins, eine 103
Aminosiuren lange Kette. Da es pro Sekunde etwa fiinf Aminosiuren ein-
bauen kann, braucht es dafiir nicht lainger als 20 Sekunden. Die ersten 19
Bausteine sind eine sogenannte Signalsequenz. Das ist die Postleitzahl, die
angibt, in welchen Bereich der Zelle das frisch hergestellte Protein verschickt
werden soll. Kaum schaut die Signalsequenz aus dem Ribosom heraus, so tritt
auch schon der Transportmechanismus der Zelle in Aktion. Ein freundlicher
Helfer, das sogenannte Signalerkennungspartikel, erkennt die Signalse-
quenz, unterbricht die Translation fiir kurze Zeit und dirigiert das entstehen-
de Protein mitsamt dem Ribosom zu der Membran eines Zellkompartiments,
das auf den schwierigen Namen Endoplasmatisches Retikulum hort, aber
meistens nur ER genannt wird. Das Ribosom wird an dieser Membran ange-
dockt und die Proteinkette sofort beim Entstehen durch die Membran hin-
durchgefidelt. Auf der anderen Seite der Membran, also im ER, witd die Si-
gnalsequenz abgespalten, da sie nun nicht mehr bendtigt wird. Adressierung
und Transport von Proteinen sind in den achtziger Jahren intensiv erforscht
worden und sind auch heute noch ein wichtiges Thema der aktuellen zellbio-
logischen Forschung. Die lange Kette aus nunmehr 84 Aminosiurebaustei-
nen beginnt nun ohne fremde Hilfe, sich in ihre dreidimensionale Struktur zu
falten, die das Protein spiter zur Austibung seiner spezifischen Funktion
brauchen wird. Ohne fremde Hilfe heilit, daB die ganze Information, die zur
Ausbildung der rdumlichen Struktur benétigt wird, in der Abfolge der Ami-
nosiurebausteine enthalten ist. Aus der Membran des ER schniirt sich dann
ein Kiigelchen (Vesikel) ab, welches das Insulin weitertransportiert zum Gol-
gi-Apparat, der Sortierstation der Zelle. Hier wird aus dem Molekiil, das bis
jetzt immer noch inaktiv war, ein 30 Aminosduren langer Abschnitt entfernt.
Dadurch wird das Insulin in zwei Teile —die A- und die B-Kette — zerteilt, die
aber durch zwei Querverbindungen zusammengehalten werden. Diese Bin-
dungen nennt man Disulfidbriicken, weil die entscheidende chemische Bin-
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dung zwischen zwei Schwefelatomen gekniipft wird. Die Zusammensetzung
des Insulins aus zwei disulfidverbriickten Ketten und die Abfolge der Ami-
nosiurebausteine innerhalb der Ketten wurden von dem britischen Bioche-
miker Frederick Sanger’ aufgeklirt, der fiir diese Leistung 1958 den Chemie-
Nobelpreis erhielt.

Das aktive Insulin wird wiederum in kleine Membrankiigelchen verpackt,
die sogenannten Speichergranula. Bemerkt unsere B-Zelle, daB der Blutzuk-
kerspiegel — z. B. nach einer Mahlzeit — zu hoch ist, was bedeutet, daB
Glucose (Traubenzucker) verwertet oder als Glykogen gespeichert werden
mubB, so verschmelzen diese Membrankiigelchen mit der Zellmembran und
setzen damit das Insulin frei, das so in den Blutkreislauf gelangt. Durch das
Blut wird das Insulin zu seinem Ziel gebracht, einem Rezeptorprotein in der
Membran einer Leberzelle. Allein die insulinbindende Untereinheit dieses
Membranproteins ist mehr als zwanzigmal so groB wie das Insulin selbst. Hat
der Rezeptor das Insulinmolekiil gebunden, so bedeutet das fiir die Leberzelle
den Befehl, daB sie verstarkt Glucose aus dem Blut aufnehmen und verar-
beiten mul. Der weitere Weg der Information im Inneren der Leberzelle ist
noch nicht vollstindig aufgeklart.

Hat das Insulinmolekiil seine Aufgabe erfiillt, so wird es in der Leber
inaktiviert, indem die chemischen Bindungen zwischen A- und B-Kette
gelést werden. Die beiden getrennten Ketten kénnen sich dann nicht wieder
zu einem aktiven Molekil zusammenfinden, denn dazu fehlt ihnen die Hilfe
des herausgeschnittenen Mittelteils. Sie werden dann von Enzymen, die auf
die Vemichtung nicht mehr gebrauchter Proteine spezialisiert sind, abge-
baut, das heiBt in thre Aminosiurebausteine zerlegt. Insulin tbermittelt also
die Nachricht, daB im Blutkreislauf reichlich. Nahrstoff vorhanden ist, an
die Leber, die hauptséchlich fiir Speicherung und Verwertung zustindig ist,
sowie an andere Zellen zum Beispiel im Fett- und im Muskelgewebe. Kann
die Bauchspeicheldriise kein oder nicht gentigend Insulin produzieren, so
fiihrt dies zum Krankheitsbild des Diabetes. Dieses ist hauptsichlich durch
erhohten Glucose- und Fettsiuregehalt im Blut charakterisiert. IDie Nahr-
stotfe konnen nicht verwertet werden, weil die Nachricht vom Nihrstoff-
tberschufB nicht ankommt, und werden mit dem Harn ausgeschieden. Zu

5 Frederick Sanger (geb. 1918) erhielt zwei Nobelpreise fiir Pionierarbeiten in der
Sequenzanalyse — 1958 fiir die der Proteine und 1980 fiir die der Nukleinsauren.
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Anfang dieses Jahrhunderts konnte Diabetikern praktisch nicht geholfen
werden. Im Jahre 1921 gelang es Banting und Best’, Insulin zu isolieren und
nachzuweisen, daB es bei diabeteskranken Hunden den Blutzuckerspiegel
senkt. Seit 1923 kann Schweineinsulin, das sich nur in einem Aminosiure-
baustein vom menschlichen Insulin unterscheidet, in groen Mengen ge-
wonnen werden. Der Austausch der einen Aminosiure —die Umwandlung
von Schweineinsulin in Humaninsulin — ist auf biotechnologischem Wege
seit 1983 méglich. Die Pline der Firma Hoechst, mit Hilfe gentechnisch
verinderter Bakterien Humaninsulin zu produzieren, wurden 1989 wegen
der unsicheren Rechtsgrundlage zum Betrieb gentechnischer Anlagen durch
ein Gerichtsurteil vorlaufig gestoppt, was zur beschleunigten Verabschie-
dung des Gentechnik-Gesetzes fihrte. Inzwischen ist jedoch die Anlage
genehmigt und der Produktionsbeginn fiir 1997 geplant.

KompaBnadeln acf dem Faltungsweg: Kernresonanzspektrosko-
pie hilft, die Entstehung der Raumstruktur von Proteinen zu
verstehen

Ein richtiges Enzym, doppelt so groB wie Insulin und enorm geschichtstréich-
tig, ist das Protein, anhand dessen wir noch einen genaueren Blick auf die
Proteinfaltung werfen wollen, jenen ProzeB also, bei dem sich eine lange,
ungeordnet umherflatternde Peptidkette in ein wohlgeordnetes dreidimen-
sionales, durch ein Netzwerk von Wechselwirkungen zusammengehaltenes
Gebilde verwandelt. Bei Faltungsstudien kehrt man den Prozel der Protein-
denaturierung um, wie er zum Beispiel auftritt, wenn wir ein Ei kochen. Max
Perutz’ nannte den Vorgang scherzhaft «unboiling an egg» — ein Ei entko-
chen. Mit solchen Riickfaltungsexperimenten versucht man, die Wege, auf
denen aus der eindimensionalen Information der Aminosauresequenz die
dreidimensionale Struktur entsteht, herauszufinden. Diese «zweite Hilfte

6 Sir Frederick Grant Banting (1891-1941) erhielt 1923 den Nobelpreis fir Medizin.
Charles Herbert Best (1899-1978) war Professor in Toronto.

7 Max Perutz {geb. 1914) grindete das Laboratotium fir Molekulare Biologie in Cambridge,
England, das er bis 1979 leitete. Fiir die erste Rontgenstrukruranalyse eines Proteins
(Hamoglobin) erhielt er 1962 den Nobelpreis fiir Chemie.
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des genetischen Codes» ist namlich bis heute ein Ritsel geblieben. Und
angesichts der Tatsache, dall man heute nahezu beliebige Aminosdurese-
quenzen in beliebigen Mengen von Bakterien erzeugen lassen kann, ist der
Umstand, daB man nicht vorhersagen kann, ob eine neu erfundene Sequenz
eine definierte dreidimensionale Struktur annimmt — und wenn ja, welche
-, ein erhebliches Argernis. Zunichst wollen wir, in diesem und dem
folgenden Kapitel, die Faltung im Reagenzglas («in vitro») betrachten, bevor
wir uns in den darauffolgenden Kapiteln in den Dschungel der Faltung in
der Zelle («in vivos) vorwagen.

Unser Modellprotein wurde im Jahre 1922 von Alexander Fleming®
entdeckt, der sechs Jahre spiter mit der Entdeckung des Penicillins zu
Weltruhm und 1945 zu dem Nobelpreis fir Medizin komamen sollte. Fleming
hatte im wahrsten Sinne des Wortes den richtigen Riecher, denn ein
Tropfen aus seiner Nase, der die Bakterien auf einer Agarplatte angriff,
verhalfihm zu der Erkenntnis, daB menschliche Korpersekrete (z.B. Trinen,
Nasenschleim) ein Enzym enthalten, das fiir viele Bakterien tédlich ist. Der
ersten natiitlichen Substanz mit dieser (vor der Entdeckung des Penicillin)
unerhorten Eigenschaft gab Fleming den Namen Lysozym (ein Enzym, das
Bakterien lysiert, d.h. ihre Zellwinde zerstrt).

Lysozym, insbesondere in der Variante, die sich leicht aus Eiklar gewinnen
14Bt, gehort heute zu den Veteranen der Enzymologie; auBerdem ist es das
Standardsystem der Proteinkristallographie, und wir wissen iiber kaum ein
Protein soviel wie iiber dieses. Solch ein solider Unterbau aus Daten und
Fakten gibt Mut zum Erproben neuerer Techniken, und so wurde Lysozym
wiederum zum Modellprotein erkoren, als die Arbeitsgruppe von Christo-
pher M. Dobson an der Universitit Oxford sich daran machte, mit Hilfe der
kernmagnetischen Resonanzspektroskopie (NMR, fiir engl. nuclear magnetic
resonance) die Struktur des Proteins in Lésung zu bestimmen (im Gegensatz
zu der Rontgenstrukturanalyse, welche lediglich die Struktur eines kristalli-
sierten Molekiils ermitteln kann) und Details {iber den Weg zu ermitteln,
auf dem es, von der entfalteten und ungeordneten Aminosiurekette ausge-
hend, diese Struktur erwirbe.

Die NMR-Spektroskopie beruht darauf, daB Radiowellen Atomkerne, die
sich in einem starken Magnetfeld befinden, in einen hoheren Energiezu-

8 Alexander Fleming (1831-1935) war Professor in London.
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stand versetzen kdnnen. (Die Elementarmagnete, die sich normalerweise in
Richtung des Magnetfeldes otientieren, werden «umgeklappt», wie wenn
man eine KompaBnadel um 180 Grad dreht.) Da sich benachbarte Atom-
kerne in ithrem Verhalten gegenseitig beeinflussen, kann man aus NMR-
Spektren auf die Abstinde der Arome und damit auch auf die Struktur der
Verbindung zuriickschlieBen. Waren NMR-Untersuchungen zundchst nur
auf kleine organische Molekiile beschriinkt, so konnten in den achtziger
Jahren mehrdimensionale NMR-Techniken entwickelt werden, deren ho- ‘
here Auflésung auch die Untersuchung kleinerer Proteine mit bis zu 200
Aminosiurebausteinen erméglicht. So konnten etwa von den sogenannten
Amidprotonen (das sind die Wasserstoffatome, die direkr an ein Stickstoff-
atom im Riickgrat der Proteinkette gebunden sind; es gibt davon in der Regel
eins pro Aminosiurebaustein) des Lysozyms samtliche zugehorigen NMR-
Signale identifiziert werden. Damit verfligt man iiber eine Methode, mit der
man Verinderungen in der direkten Umgebung jeder einzelnen der 126
Aminosiuren des Proteins beobachten kann.

Aufgrund der mit den modernen NMR-Techniken gegebenen giinstigen
Voraussetzung konnten die Wissenschaftler iberraschende Erkenntnisse
iiber den Faltungsmechanismus des Lysozyms gewinnen. Zwar kann man die
schnellen Faltungsprozesse mit NMR nicht in Echtzeit verfolgen, aber man
kann fiir verschiedene kurze Zeitintervalle wihrend der Faltung den Aus-
tausch von Wasserstoffatomen gegen das schwere Wasserstoffisotop Deute-
rium erméglichen. Rund die Halfte der Amidprotonen sind im gefalteten Zu-
stand gegen diesen Austausch geschiitzt, im entfalteten jedoch nicht. Nach
AbschluB der Riickfaltung kann man also per NMR untersuchen, an welcher
Stelle des Proteins dieser Schutzeffekt zu welchem Zeitpunkt eingetretenist.

Auf diese Weise fand man heraus, daB verschiedene Bereiche des Proteins
verschieden schnell falten, auBerdem wihlte ein Teil der Molekile einen
anderen Faltungsweg als der Rest. Diese Ergebnisse brachten das sogenannte
Zwei-Zustands-Modell zu Fall, das einen einfachen direkten Weg zwischen
vollig strukturiertem (gefaltetem) und véllig unstrukturiertem (entfaltetem)
Lysozym vorsah..

Auch iiber die Struktur des Lysozyms bringt die NMR-Technik neue
Erkenntmisse. Zwar gibt es bereits Dutzende von Kristallstrukturen von
Lysozym — gemessen bei verschiedenen Temperaturen, Pufferbedingungen,
Salzkonzentrationen, bei Wassermange! und unter hohem Druck, mit ver-
schiedensten Inhibitormolekiilen etc. Doch der entscheidende Vorteil der
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Abbildung 11: Die Untersuchung des Wasserstoff-Isotopenaustauschs mittels NMR und
Massenspektrometrie ergibt komplementire Informationen. Massenspektrometrie ist zwar
nicht ortsspezifisch, kann also nicht zwischen den einzelnen Amidprotonen eines Mole-
kitis unterscheiden. Das hier gezeigre Problem, zwischen verschiedenen Populationsvertei-
lungen zu unterscheiden, die im statistischen Mittel denselben. Deuterierungsgrad besit-
zer, ist aber nur mit Massenspektrometrie, nicht mit NMR zu [dser.
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NMR-Analyse ist der, daB} man das Protein nicht kristallisieren muB, da es
in der geldsten Form untersucht werden kann, in der es ja schliefilich auch
in der Zelle und bei biochemischen Untersuchungen im Reagenzglas nor-
malerweise vorliegt. Bei der Réntgenkristallographie bleibt immer die Un-
gewiBheit, ob die dreidimensionale Struktur des kristallisierten Proteins
auch tatsichlich mit der Strukeur in Losung iibereinstimmt.

Die 1993 vorgelegte NMR-Struktur ist in der Anordnung des Riickgrats
mit den Kristallstrukturen im wesentlichen identisch. Leichte Unterschiede
finden sich in der Anordnung und Beweglichkeit einiger Seitenketten,
inshesondere an der Oberfliche des Proteins. Im grofen und ganzen jedoch
ist mit dieser Untersuchung bewiesen, dal im Fall von Lysozym die Protein-
struktur im Kristall und in Losung iibereinstimmen.

Doch das ist noch IHingst nicht alles, was man von diesem klassischen
Enzym tiber Faltung und Strukturen von Proteinen lernen kann. Dobson
setzt aufl die Verwendung neuer, moglichst komplementirer Methoden.
In einer neueren Arbeit seiner Gruppe wird zum Beispiel gezeigt, wie sich
die Elektrospray-Massenspektrometrie in Faltungsuntersuchungen nach
der oben erwidhnten Wasserstoff-Deuterium-Austauschmethode in gera-
dezu idealer Weise mit der NMR-Spektroskopie erginzt. Wo die letztere
Methode einen Mittelwert liefert, gibt die erstere die Verteilung an, aus
der der Mittelwert entsteht (Abbildung 11). Weitere Erginzungsmethoden
entstammen dem Arsenal spektroskopischer Verfahren sowie der Pep-
tidchemie, die es erlaubt, kurze Segmente eines Proteins, etwa des Lyso-
zyms, zu synthetisieren und damit die frithen Schritte seiner Faltung zu
studieren. Lysozym ist auch fiir solche Untersuchungen ein ideales Modell,
weil hier in einem relativ kleinen Protein alle gingigen Strukturmotive
enthalten sind.

Alexander Fleming sagte seinerzeit: «We shall hear more about lysozyme»
— tber Lysozym werden wir noch einiges héren. Ein klassischer Fall von
Understatement.

Ol in Wasser: Die Rolle der hydrophoben Wechselwirkung in der
Diskussion

Obwohl Entfaltungs- und Riickfaltungsiibergiinge an einfachen Modell-
proteinen wie Lysozym oder Ribonuklease leicht auszufithren sind,
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herrscht {iber die Rolle der einzelnen Krifte und Wechselwirkungen im-
mer noch keine Einigkeit. Besonders umstritten ist die Rolle der hydro-
phoben Wechselwirkung, jener Zusammenlagerungsiendenz der wasser-
meidenden Molekiilteile, die daraus resuldert, daB diese ihre Kontakte mit
dem wiilirigen Losungsmittel so weit als méglich reduzieren.

Wie ein Oltrdpfchen, so stellte es sich Walter Kauzmann’ im Jahre 1959
vor, sollte das Innere eines Proteinmolekiils aufgebaut sein. Die hydropho-
ben (wassermeidenden) Aminosiurebausteine werden bei der Ausbildung
der dreidimensionalen Struktur bevorzugt innen eingebaut und bilden zu-
sammen den «hydrophoben Kem» des Molekiils (Abbildung 12). Die Sta-
bilitit dieser Anordnung fithrte Kauzmann auf unvorteilhafte Nebenwir-
kungen zuriick, die auftreten, wenn man die hydrophoben Seitenketten
voneinander trennt und der walirigen Umgebung aussetzt. Wassermolekiile
sind in der Nihe dieser wasserscheuen Gruppen dichter und mit einem
hoheren Grad von Ordnung gepackt, als wenn sie unter sich bleiben.
Kauzmanns Anmahme, daB} diese Besonderheit der Losungsmittelstrukrur in
der Umgebung hydrophober Molekiilteile, die sogenannte hydrophobe Sol-
vatation, letztendlich die Triebkraft fiir die Zusammenlagerung im hydro-
phoben Kern und damit fiir die Proteinfaltung sei, war dreiPig Jahre lang ein
Dogma der Biochemie.

Wihrend die Vorstellung, daB der hydrophobe Kern einem Oltrépfchen
gleiche, schon lange aus der Mode gekommen ist, begann das Dogma von der
strukturfdrdernden Wirkung der Wasserordnung erst zu brockeln, als Peter
Privalov {Moskau) und Stan Gill (Boulder, Colorado) 1988 aufgrund von
komplizierten thermodynamischen Uberlegungen und Modellexperimenten
an einfachen wassermeidenden Molekiilen verkiindeten, das genaue Gegen-
teil sei wahr: Diehohere Wasserordnungbegiinstige die Entfaltung der dreidi-
mensionalen Proteinstruktur, und lediglich die schwachen Anziehungskrifre
zwischen Atomen (van-der-Waals-Wechselwirkung) halten die Struktur
trotzdem zusammen. Entscheidend sei mithin die Anordnung, in der mée-
lichst viele schwache Wechselwirkungen ausgebildet werden kénnen.

In die seither entbrannte Kontroverse platzte im Jahre 1993 ein sicherlich
fiir beide Seiten iiberraschender Befund der Arbeitsgruppe um Philip A.

Evans in Cambridge: Es geht auch ohne den Ordnungseffekt. Wie die -

9 Walter Kauzmann ist erneritiercer Chemieprofessor an der Princeton University.
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Abbildung 12: Die Zusammenlagerung der wassermeidenden Aminossiuren (z.B. Phenyl-
alanin, Isoleucin, Leucin, hier durch Quadrate symbolisiert, wihrend Kreise wasserlieben-
de Aminosiurereste darstellen) im Innern der Proteinstrukiur gile als Triebkraft der Pro-
teinfaltung.

Arbeitsgruppe herausfand, konnte ein Protein seine dreidimensionale Struk-
tur in einem Losungsmittelgemisch (ca. 30 Prozent Methanol in Wasser)
bewahren, in dem der Effekt der hydrophoben Solvatation nachweislich
nicht vorhanden ist. Die Autoren betonen, daB ihre Ergebnisse den Streit,
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ob die geordnete Losungsmittelschale nun der Faltung nutzt oder schadet,
nicht entscheiden knnen. Fest steht nur, daB dieser Effekt entbehrlich ist
und daB man nicht darum herumkommen wird, sich die Beitriige anderer
Wechselwitkungen und Ordnungsprozesse bei der Strukturbildung sehr
genau anzuschauen, wenn man die Grundlage der Proteinstabilitit eines
Tages verstehen will. Fin einfaches Bild als Nachfolger des Oltrpfchen-Mo-
dells ist jedenfalls nicht in Sicht.

Geleitschutz fiir heranwachsende Proteine: Molekulare
Anstandsdamen verhindern gefihrliche Liebschaften

In den siebziger Jahren, als Faltungsuntersuchungen im Reagenzglas en
vogue waren, nahm man ganz selbstverstindlich an, daf die Proteine, die
sich ja offenbar ohne duBere Hilfe falten kénnen, dies auch in der Zelle tun.
Erst Ende der achtziger Jahre fand man heraus, daff dies keineswegs der Fall
ist, und ein beinahe ausgestorbenes Wort war plotzlich wieder in aller
Munde.

«Eine Person (meist ehrwiirdigen Alters), die ein Midchen oder eine
junge Frau aus Riicksicht auf die Schicklichkeit begleitet», so weil der Petit
Robert, bezeichnet man im Franzésischen seit 1690 mit einem Wort, das
urspriinglich ein Kleidungsstiick, nimlich eine Kragenkapuze oder Haube
benannte: Chaperon'®. Auch im Deutschen und Englischen kennt man
dieses Wort fiir die Anstandsdamen, die in der guten alten Zeit dariiber
wachten, daf die Téchter aus gutem Hause keine unerwiinschten Wechsel-
wirkungen eingingen.

Ganz ihnlich stellt man sich auch die Funktionsweise einiger Proteine vor,
die man in Anlehnung an diese altmodische [nstitution molekulare Chapero-
ne nennt. Glaubte man vor zwanzig Jahren, daB Proteine in der Zelle ihre
«Reifezeits — die Entwicklung von der ungeordneten Aminosaurekette zum
funktionsfihigen Endprodukt —ebenso selbstdndig durchstehen kénnen, wie
man das im Modellversuch im Reagenzglas nachvollzichen konnte, so sind in
den letzten zehn Jahren geradezu Horden von Anstandsdamen aufgefunden
worden, die den heranwachsenden Proteinen den rechten Weg weisen.

10 Die urspriingliche Bedeutung des Wortes istin «Le petit Chaperon Rouge» —Rotkéippchen
— ethalten geblieben.
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Obwohl die allermeisten Proteine in stark verdiinnter Lésung im Rea-
genzglas selbstindig zur gefalteten und biologisch aktiven Struktur finden,
stellt sich die Situation in der Zelle schwieriger dar. Das Ribosom, die
Proteinfabrik der Zelle, reiht die Aminosiuren zu einer Kette auf, die zwar
eine definierte Abfolge (Sequenz), aber noch keine geordnete riumliche
Struktur hat. Bindungsstellen, die spéter im Innern des ausgereiften Mole-
kiils fir Zusammenhalt sorgen sollen, sind noch offen zuginglich. Aufgrund
der enorm hohen Konzentration an Proteinen, vor allem auch an frisch
hergestellten und noch nicht ausgereiften Ketten, kann es leicht passieren,
daB diese Bindungsstellen zuerst einem falschen Partner aus einem anderen
Molekiil begegnen und eine Mésalliance eingehen. So bilden sich dann
Aggregate aus vielen ungefalteten Ketten, die aus der Lésung ausfallen und
villig unbrauchbar werden. Um das zu vermeiden, fingt ein erstes Schutz-
protein, das nach dem zugehérigen Gen DnaK genannt wird, die wachsende
Aminosiurekette schon ab, wenn sie sich aus dem Ausgangskanal des
Ribosoms herausschiebt. (Es sei denn, der Beginn der Proteinkette enthilt
eine Signalsequenz, die anzeigt, dal} es sich um ein «Exportprodukt» handelt,
dann geht das Protein den Weg, den wir oben am Beispiel des Insulin verfolgt
haben.) Den Weg, auf dem die Kette dann von einem Chaperon zum
anderen weitergereicht wird, hat die Gruppe des von der Ludwig-Maximili-
ans-Universitat Miinchen an das Rockefeller-Forschungslaboratorium in
New York iibergewechselten Ulrich Hartl 1992 in einer vielbeachteten
Studie aufgeklart (Abbildung 13). Nach den Ergebnissen dieser Arbeitsgrup-
pe erkennt DnaK die entstehende Polypeptidkette bereits, wenn sie noch zu
kurz ist, um sich zu irgendwelchen Strukturen zu verkniulen. In der Phase
des kompakten, aber noch nicht mit der endg@iltigen Struktur versehenen
Proteinkniiuels Gbernimmt ein ebenso unaussprechliches Protein namens
Dnaj den Begleitschutz, wobei bereits ein Teil der DnaK-Molekiile freige-
setzt wird. Sobald die Synthese der Kette abgeschlossen ist, gibt ein weiteres
Protein, das jedoch nur mit den Chaperonen, nicht aber mit dem neu
synthetisierten Protein wechselwirke, das Signal zur letzten Ubergabe der
schutzbediirftigen Kette. Endstation auf dem Reifungsweg der ldslichen
Proteine, die ihre Funktion im Zytoplasma, dem wibrigen «Innenraum» der
Bakterienzelle, ausiiben, ist ein faBartiger Proteinkomplex, der aus zwei
Ringen mit je sieben Einheiten besteht und GeoEL genannt wird. Fiir dieses
Faf gibt es noch einen Boden oder Deckel, bestehend aus sieben Einheiten
des kleineren Proteins GroES. In Zellextrakten werden dblicherweise Pard-
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Abbildung 13: Weg der von
molekularen Chaperonen unterstiitzten
Faltung eines neu synthetisierten Pro-
teins in der Zelle. DnaK und Dnaf
binden schon an die unfertige Polypep-
ddketre. GrpE ist an der Regulation der
Uhergabe an GroEL beteiligt. Nach
Langer et al. {1992).
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kel mit einem Deckel pro Fal (d.h. 14 Einheiten EL plus 7 Einheiten ES)
gefunden, es wurde aber auch schon iiber «fuBballférmige» Partikel mit zwei
Deckeln berichtet. Dieser komplizierte Apparat stellt der Wissenschaft
einige der schwierigsten Rétsel im Zusammenhang mit der Synthese und
Reifung von Proteinen. Das ungefaltete Substratprotein wird auf jeden Fall
an diesen Komplex (oder in seinem Innern?) gebunden und verliBt ihn
schlieBlich, nach mehreren Zyklen aus Loslassen und erneutem Binden und
einem enormen Energieverbrauch, als fertig gefaltetes Protein.

Die einzige eindeutig enzymatische Funktion des Komplexes besteht
darin, daB GroEL wihrend der Proteinfaltung, aber auch in Abwesenheit
eines Substratproteins, die Fnergietriigersubstanz Adenosintriphosphat
(ATP) abbaut, also Energie verbraucht, wobei offenbar jede einzelne Un-
tereinheit ein aktives Zentrum besitzt, so daB 14 Molekile ATP gleichzeitig
umgesetzt werden konnen. Die «reine» ATPase-Aktivitit — ohne Protein-
faltung — ist umfassend beschrieben worden (insbesondere von den Arbeits-
gruppen von Tony Clarke in Bristol und George Lorimer bei DuPont,
Wilmington) und gestaltet sich schon schwierig genug. Wihrend in Abwe-
senheit des «Deckelproteins» GroES alles ATP zu Adenosindiphosphat
(ADP) umgesetzt wird, tritt in Gegenwart von GroES ein komplexer Regel-
mechanismus in Aktion. In dem volistindigen EL-ES-Komplex setzt bereits
nach dem ersten Durchgang eine Art Produkthemmung ein, das gebildete
ADP inaktiviert jeweils die Halfte der 14 Einheiten. Diese zweite, halbaktive
Phase wird schlieBlich durch eine véllige Inhibition beendet, deren Eintre-
ten von den Konzentrationen an ATP und Kaliumionen abhiingt.

Im Jahre 1993 wagte Hartls Arbeitsgruppe den Versuch, einen Reaktions-
zyklus fiir GroEL aufzustellen, der alle Komponenten (EL, ES, Substrat,
ATP) einschlieBt. Das Modell beruht hauptsichlich auf Bindungsstudien,
in denen die Reaktionsgemische in verschiedenen Stadien durch Gelfiltra-
tion getrennt wurden. Dieses chromatographische Verfahren stellt im we-
sentlichen ein Sortieren nach MolekiilgroBe dar — gemeinsames Auftreten
verschieden groBer Komponenten 146t dabei auf Bindung schlieen. Zeit-
weise Freisetzung von Liganden kann auch getestet werden, indem man zwei
Populationen GroEL einsetzt, von denen eine zum Beispiel GroES und
Substratprotein 1, die andere nur Substratprotein 2 enthilt. Ist die Reakti-
vierung des Substratproteins 2 von GroES abhéingig, so kann sie als Test fir
die Freisetzung des Liganden aus dem Komplex mit Substratprotein 1
verwendet werden. Ferner wurde ein schonender Proteaseverdau verwen-
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det, um den von GroES abgewandten EL-Ring zu markieren — der an ES
gebundene Ring ist vor der Protease geschiitzt.

Mit diesen und dhnlichen Methoden ergab sich folgender Ablauf der
Ereignisse (Abbildung 14): Das ungefaltete Substratprotein wechselwirkt
mit GroEL vermutlich iber hydrophobe Gruppen. Diese sind in gefalteten
Proteinen im Inneren fiir die Stabilitat des <hydrophoben Kerns» der Pro-
teinstruktur verantwortlich. lhre Zuginglichkeit in ungefalteten Ketten
fithrt zu unerwiinschren intermolekularen Kontakten und damit zur Aggre-
gation, der entgegenzuwirken genau die Aufgabe der molekularen Chapero-
ne darstellt. Der Komgplex, den das neu ankommende Substratprotein
zundichst antrifft, wird hichstwahrscheinlich GroES und ADP enthalten.
Bindung des Substrats verringert allerdings die Affinitéit fiir diese beiden
Liganden, so daB sie zunachst entlassen werden. Statt des ADP wird nun
wieder ATP gebunden. Die ATP-Konformation des Komplexes bindet ES
auch in Anwesenheit des Substrats. Die Hydrolyse des ATP zu ADP 16st die
kurzzeitige Freigabe des Substrats aus: Dieses bleibt zwar in der Nahe oder
sogat in dem Innenraum des Komplexes, erhilt aber die Bewegungsfreiheit,
die es zur Ausfithrung jener Reaktionen bendtigt, die letztendlich zum
korrekt gefalteten Zustand fithren. Entsteht bei diesem Rearrangement ein
fehlerfrei gefaltetes Protein, das keine hydrophoben Flecken mehr prasen-
tiert, so wird dieses entlassen, und die Reaktion ist abgeschlossen. Sind
hingegen noch bindungsfahige hydrophobe Stellen zugénglich, so wird das
Substrat erneut an GroEL gebunden, Abspaltung von ADP und GroES fiihrt
uns wieder zum Zustand 1. :

Der Kormplex durchliuft also wiederholte Zyklen des Bindens und Ent-
lassens von Substratprotein und GroES, gesteuert von der Hydrolyse des
ATP: Der ADP-Zustand entlilt GroES und bindet das Substrat, der ATP-
Zustand bindet ES und entlaBt das Substrat, wobei ES die ATPase-Aktivitat
reguliert. Hartl und seine Mitarbeiter gehen davon aus, daf die Hydrolyse
des ATP die Freisetzung des Substrats ausldst. Unklar bleibt dann, wann
und warum das Substrat wieder gebunden wird. Als Altemnative wire
denkbar, daB die ATP-Hydrolyse den Timer fiir die Riickfaltungszeit des
Substrats darstellt; sobald alle 14 gebundenen ATP-Molekiile umgesetzt
sind, wird das Substrat wieder gebunden. Der Konformationsunterschied

zwischen ATP- und ADP-Zustand ist immerhin so ausgepriige, dal} er im

Elektronenmikroskop nachgewiesen werden kann. Wie die Arbeitsgruppe
von Helen Saibil am Birkbeck College in London herausfand, werden die
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Abbildung 14: Reaktionszylklus fiir GroEL/ES. 1: ADP-Zustand, unbeladen. 2: Bindung
des Substratproteins an GroEL im ADP-Zustand fihrt zur Freisetzung von GroES und
ADP. 3: Nach Aufnahme von ATP kann auch GroES wieder gebunden werden. 4: Die
Hydrolyse des ATP losst die Freisetzung des Substratproteins aus, das somit die Gelegen-
heir erhalt, in geschiitzter Umgebung seine Faltung fortzusetzen. 5: Présentiert das Protein
nach diesem Schritt noch potentielle Bindungsstellen, so wird es wieder an die ADP-Form
des GroE-Komplexes gebunden, was nach Freisetzung von ADP und GroES wiederum zu
Zustand 2 fahre. Sind keine hydrophoben Flecken mehr zuginglich, so wird das korrekr ge-
faltete funktionsfihige Protein entlassen, der GroE-Komplex kehrt zum Zustand 1 zurtick.
Schema modifiziert nach Martin et al. (1993).
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einzelnen Untereinheiten, bezogen auf die Symmetrieachse des Komplexes,
um ca. 10 Grad gekippt.

Natiitlich stellt dieser grobgezimmerte Reaktionszyklus nur einen Aus-
gangspunkt fiir Versuche zum tieferen Verstindnis der Aktivitit von GroEL
dar. Das vorliegende Modell sagt uns noch nicht, ob die «Aktivitdt» des
Chaperons sich tatséchlich auf Festhalten und Loslassen beschrankt oder ob
darfiber hinausgehende Wechselwirkung mit dem Substratprotein stattfin-
det. Derzeit ist der Anfinsen-Kifig eine populiire Modellvorstellung, be-
nannt nach Christian B. Anfinsen"’, dem Begriinder der Proteinfaltungsstu-
dien im Reagenzglas ohne biologische Faktoren. Demnach stellt in der Zeit,
in der das Substratprotein sich faltet, GroEL lediglich den geschiitzten Raum
fiir diesen spontanen und autonomen Prozef; bereit und greift nicht im Sinne
einer Kartalyse oder Formvorgabe in den Vorgang ein. Auch die Annahme,
daB GroEL hydrophobe Flecken erkennt, ist hisher nur eine Vermutung.
Eine frithere Annahme, die Substraterkennung sei auf entstehende ¢-Heli-
ces im Substratprotein angewiesen, konnte durch die Charakterisierung der
Wechselwirkung zwischen GroEL und einem nur aus B-Faltblittern aufge-
bauten Substratprotein widerlegt werden. Unbekannt ist auch, warum diese
Reaktion soviel ATP verbraucht, ob das Substrat zwischen den beiden
Ringen hin- und hergereicht wird und vieles mehs.

Dies war der Stand der Chaperon-Forschung bis Mitte 1994, der Ara vor
der Kristallstruktur von GroEL. Den Beginn einer neuen Ara werden wir im
folgenden Kapitel erleben.

FaB mit Fenstern: Erstmals ist die Struktur eines molekularen
Chaperons in atomarer Auflésung bestimmt worden

Eine Portion Glick hat manche wissenschaftliche Entdeckung begiinstigt
oder exméglicht, und viele Wissenschaftler, darunter etwa Louis Pasteur und
Alexander Fleming, verdanken ithren Ruhm der scharfsinnigen Interpreta-
tion einer zufillig gemachten Beobachtung. Manchmal zeigt der Zufall den
Wissenschaftlern den Weg zu neuen Welten, von deren Existenz sie nichts
ahnten, und manchmal nimmt Fortuna ihnen die Arbeit ab, aus einer

11 Cluistian B. Anfinsen (1916-1995) erhielz 1972 den Nobelpreis fiir Chemie fiir die
Aufklinung von Struktur und Funktion der Ribonuklease.
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astronomischen Zahl von maglichen Versuchsbedingungen die einzig erfolg-
reiche herauszusuchen.

Ein hoffnungsloses Unternehmen der letzteren Art, das letztendlich mit
Fortunas Hilfe gelang, ist die Strukturaufkldrung des Chaperonin-Proteins
GroEL, das als molekulare Anstandsdame anderen Proteinen bei der Faltung
zur richtigen dreidimensionalen Struktur hilft und unerwiinschte Nebenre-
aktionen abblockt. Mehrere Arbeitsgruppen in aller Welt haben versucht,
von diesem Protein Kristalle zu ziichten, die sich zur Réntgenstrukturanalyse
eignen — doch die siebenfache Symmetrie der Doppelting-Struktur, die aus
elektronenmikroskopischen Untersuchungen bereits bekannt war, ist natfir-
lich ein Alptraum fiirr Kristallographen. Und fiir Strukturuntersuchungen
mittels kemmagnetischer Resonanzspektroskopie (NMR) ist bereits eine
einzelne der 14 Untereinheiten mit 57,2 Kilodalton Molekulargewicht um
den Faktor 2 bis 3 zu groB.

Das Gliick itberraschte die Arbeitsgruppe von Arthur L. Horwich in
Yale in Gestalt einer zufilligen Mutation zweier Aminosiuren, die sich
bei dem Versuch einstelite, GroEL in Escherichia coli tberzuexprimieren,
das heiBt, durch genetische Manipulation die Ausbeute an Protein pro
Gramm Zellen zu erhohen. Die Zufallsmutante, die in Funktonstests von
der normalen Version (Wildtyp) des Proteins nicht unterscheidbar ist,
lieferte von allen untersuchten Varianten die besten Kristalle und die, mit
denen dann die Strukturaufklirung gelang. (Da jede der 547 Aminosduren
in der Sequenz von GroEL durch 19 andere ersetzt werden kann, gibt es
genau 10393 Maglichkeiten fiir Punktmutationen. Betrachtet man auch
Mehrfachmutanten, so potenzieren sich die Moglichkeiten ins Astrono-
mische.)

Ein glicklicher Umstand wollte auch, daB Horwichs Nachbar im Institut
ein renommierter Proteinktistallograph, nimlich Paul B. Sigler ist, mit dem
er gemeinsam den groBen Coup landen konnte, den die Fachwelt im
Oktober 1994 auf dem Titelblatt von Nature bestaunen durfte.

In Ubereinstimmung mit den bisherigen, aus elektronenmikroskopischen
und biochemischen Untersuchungen gewonnenen Ergebnissen zeigt die
Kristallstruktur ein faBartiges Gebilde aus zwei Ringen, die je sieben identi-
sche Einheiten (Monomere) enthalten. Auffilligstes Merkmal der nun
erkennbaren Feinstruktur der Untereinheiten ist, daB jede von ihnen so
stark seitlich gekriimmt ist, daB zwischen den benachbarten Untereinheiten
ein Loch bleibt {Abhildung 15). Diese Fenster, die an der engsten Stelle etwa



72 Die Zelle als nanotechnologischer GroBbetrieb

Abbildung 15: Umsifzeichnung eines raumfiillenden Modells der in atomarer Auflésung
bestimmten Struktur des Chaperonproteins GroEL. Der aus zwei Ringen zu je sichen iden-
tischer: Untereinheiten bestehende Komplex ist im linken Bild aus der Perspektive entlang
der sicbenfachen Symmetrieachse dargestellt. I rechten Bild steht diese Achse senk-
recht. Zwel der 14 Untereinheiten sind mit ihren je drei Domanen hervorgehoben: die am
oberen Rand des Fasses liegende apikate Domane (1, 17, die Zwischer-Domine (2, 21,
und die Aquatoriale Domine (3, 3'). Bezogen auf den oberen Ring, werden die seitlichen
Fenster in der Strukeur hauptsichlich von der jeweils rechts davon liegenden Untereinheit
begrenzt. Die dquatoriale und die mittlere Domine der jeweils linken Untereinheit haben
nur einen Kleinen Anreil an der Fensterbildung. Im linken Bild ist der zylindrische Innen-
reum des Komplexes zu sehen, in dem vermutlich die Proteinfaltung stattfindet. Es ist al-
lerdings noch nicht klar, inwieweit die im #quatorialen Bereich in die Mitte hineinragen-
den Kettenenden diesen Hohlraum unterteilen.

2 nm lang und 1 nm breit sind, kénnen problemlos Wassermolekiile in das
Innere des Fasses, wo man das gebundene Substratprotein vermutet, eintre-
ten lassen. Auch die anhand von Mutationsexperimenten in der Sequenz
lokalisierte Bindungsstelle fiir die Energietrigersubstanz ATP findet sich am
Rande dieser Fenster. Bemerkenswert ist weiterhin, daB die beiden Enden
des Aminosiurestrangs (Amino- und Carboxy-Terminus) einer jeden Un-
tereinheit, die offenbar zu beweglich und ungeordnet sind, als da man sie
in der Kristalistruktur entdecken kénnte, sich vermutlich in der Mitte des
Fasses befinden. Die den Enden am nichsten stehenden, noch lokalisierba-
ren Aminosiuren jedenfalls sind alle in der Aquatorialen Domaine zu finden
und weisen eindeutig ins Innere. Maglicherweise bilden die 28 <«losen
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Enden» in der Mittelebene einfach ein groBes Kniuel, das den Zusammen-
halt der ganzen Struktur sichern hilft.

Fiir die Erforschung der Funktion der molekularen Anstandsdame bildet
diese Struktur eine solide Grundlage, aber noch lange keine Erfolgsgarantie.
Die Aufgabe besteht aus zwei Teilen, da GroEL nicht nur die Faltung des
Substratproteins fordert, sondern gleichzeitig auch in einem damit gekop-
pelten ProzeB ATP in Adenosindiphosphat und anorganisches Phosphat
spaltet (hydrolysiert). Die ATPase-Funktion sollte der leichtere Teil sein,
zumal die ATP-Bindungsstelle schon identifiziert werden konnte und eine
Kristallstruktur der mit ATP beladenen Form des Proteins von Horwichs
und Siglers Arbeitsgruppen derzeit ausgearbeitet wird. Aus elektronenmi-
kroskopischen Untersuchungen von Chaperonin mit und ohne ATP schlos-
sen Helen Saibil und thre Mitarbeiter am Birkbeck College in London, daB
die Bindung des Nukleotids eine Offnungsbewegung der duBeren (apikalen)
Dominen ausldst, die in Anwesenheit des Co-Chaperonins GroES noch
verstarke ist.

Grundsitzlich schwieriger ist die Frage, was GroEL mit dem Substratpro-
tein macht. Selbst wenn die Kristallisation eines Komplexes aus Chaperonin
und gebundenem Substrat geldnge, ist doch nach den bisherigen Erkennt-
nissen so gut wie sicher, daB letzteres zu ungeordnet wire, als daB man
irgendeine Information iiber seine Struktur erhalten kénnte. Ebenso chan-
cenlos steht die zweite wichtige Methode zur Strukturaufklirung biologi-
scher Makromolekiile, die kemmagnetische Resonanzspektroskopie
(NMR), vor diesem Problem. Zwar fallen viele Substratproteine in den
NMR-tauglichen GréBenbereich (relatives Molekulargewicht unter
25000), doch die Bindung an eine Partikel von 800000 relativer Masse
verschlechtert die Bedingungen entsprechend. Ganz zu schweigen davon,
daB die fir NMR-Proben benétigten Konzentrationen von ca. 2 Millimol
pro Liter in diesem Fall vermutlich um GréBenordnungen jenseits der
Loslichkeitsgrenze liegen.

Deshalb haben wir in Oxford im Rahmen eines Projekts unter Federfith-
rung von Sheena E. Radford einen vollig neuen Ansatz zur Charakrerisie-
rung der Struktur des Substratproteins gewihlt {Abbildung 16). Unsere
Methode beruht auf der Analyse des Austauschs zwischen den Wasserstoff-
isotopen H («normaler» Wasserstoff, relatives Molekulargewicht 1) und H
oder D (Deuterium, Molekulargewicht 2). Insbesondere die an die Stick-
stoffatome des Peptid-Riickgrats der Proteine gebundenen Wasserstoffato-
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Abbildung 16: Schematische Darsteflung der experimentellen Vorgehensweise zur
Untersuchung des Wasserstoff-Isotopenaustauschs in Komplexen aus molekularem Cha-
peron and (nichtkovalent) gebundenem Substratprotein. Zundchst werden alle austausch-
baren Wasserstoffatome im Substratprotein durch Deuterium {ausgefullte Kreise) ersetzt.
Der Komplex wird in schwerem Wasser (D,0) gebildet und durch fiinfmaliges Waschen
mit 2,0 von jeglichen Salzen und Puffersubstanzen gereinigt. Der Isotopenaustausch wird
durch Verdiinnen in normales Wasser (H,O) ausgeldst. In regelmabBigen Zeitabstinden
nach diesem Verdiinnungsschritt werden dann Massenspektren nach dem Elekerospray-
Tonisations-Verfahren aufgenommen. Dabei wird die Losung zuniichst in einem starken
elekirischen Feld in feinste Tropfchen zerstiiubt, aus denen dann im Hochvakuum das
Wasser entfernt wird. Zuriick bleiben nackte, verschieden stark geladene Molekiile, also
Protein-Ionen, deren Quotient aus Masse und Ladung aus threr Flugbahn im elektzischen
Feld bestimmt werden kann. Fir jede Molekilsorte erhalt man eine Serie von Peaks ver-
schiedener Ladung, aus deren Verteilung man die Molekiilmasse errechnen kann. Die
Differenz der erhaltenen Molekiilmasse zu der des undeuterierten Proteins gibt die Anzahl
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me (Amidprotonen) sind sehr leicht austauschbar, wenn das Protein (zu-
mindest in threr unmittelbaren Umgebung)} entfaltet, das heilit weitgehend
unstrukturiert ist. Befinden sie sich jedoch in einer Umgebung von stabilen
Strukturen (etwa o-Helix- und (B-Faltblatt-Strukturen, die ja durch
Wasserstoffbriicken der Amidprotonen zu Sauerstoffatomen des Peptid-
Riickgrats stabilisiert werden), so findet der Austausch — wenn {iberhaupt —
zehn- bis hunderttausendmal langsamer statt.

Den Austausch von Wasserstoffisotopen kanh man mit vielen verschie-
denen Methoden messen. Kaj Linderstrom-Lang”, der Anfang der finfziger
Jahre am Carlsherg Laboratorium in Kopenhagen erstmals Isotopenaus-
tausch an Proteinen untersuchte, lieB Tropfchen des von der Probe absub-
limierten Wassers in eine halbmeterhohe Réhre mit einem flissigen Dich-
tegradienten aus zwei organischen Lasungsmitteln einsinken. Aus der Hohe,
in der die Tropfchen im Schwebezustand verharrten, konnte er die Dichte
der Losung und somit den Anteil des Isotopenaustauschs erschlieBen. Heute
jedoch sind zweidimensionale NMR-Methoden die am héufigsten verwen-
deten. Sie erlauben, zumindest bei kleinen Proteinen, die Austauschge-
schwindigkeit einzelner Amidprotonen (z.B. das NH der 47. Aminoséure
des Lysozyms) getrennt zu verfolgen, sind also ortsspezifisch. Eine komple-
mentiire Information kann man duch Massenspektrometrie erhalten. Hier
wird die gesamte Masse jedes einzelnen Molekiils bestimmt. Man kann also
nicht die Aminosiurereste eines Molekiils unterscheiden, wohl aber Popu-
lationen von in verschiedenem AusmaB gegen Austausch geschiitzten Mo-
lekiilen voneinander abgrenzen. Man kann etwa herausfinden, daf zu einer
gegebenen Zeit 60 Prozent der Molekiile in der Probe je 20 Deuteronen
enthalten, und 20 Prozent je 95 Deuteronen. Diese Information kann aus
NMR-Daten nicht gewonnen werden.

Die Kombination dieser beiden Analysemethoden hat die detaillierte
Untersuchung der Faltungsmechanismen von Lysozym aus Hahnereiweill
ermdglicht und hat ergeben, daB verschiedene Populationen der Molekiile
auf verschiedenen Wegen zuriickfalten (5. 57).

Fiir die an GroEL gebundenen Substratproteine kann, wie bereits er-
wihnt, NMR-Spekiroskopie nicht ohne weiteres verwendet werden - es sei
denn, man dissoziiert den Komplex wieder vor der Analyse und nimmt da-

12 Kaj Ulrik Linderstrgm-Lang (1896-1959) war seit 1938 Direkeor des Carlsberg Laborato-
rivm in Kopenhagen.
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durch verfilschte Ergebnisse in Kauf. Massenspektrometrie nach dem erst
Ende der achtziger Jahre entwickelten Verfahren der Elektrospray-Ionisation
erlaubte uns jedoch —tiberraschenderweise — den intakten Komplex aus Gro-
EL und Substrat direkt zu beobachten. Erst bei der vollstandigen Verdamp-
fung des Losungsmirrels (Wasser) fillt der Komplex auseinander, so daB kein
[sotopenaustausch im dissoziierten Zustand das Ergebnis verfilschen kann.
Wir konnten auf diese Weise zeigen, dafi das an GroEL gebundene Substrat
{in diesem Fall c-Lactalbumin aus Kuhmilch) keineswegs, wie gelegentlichin
Verdtfentlichungen behauptet wurde, vollig unstrukruriert ist. Vielmehrsind
die Amidprotonen in einem Umfang gegen Austausch geschiitzt, der dem in
einem (kompakten, aber teilweise fehlgeordneten} «molten globule»-Zu-
stand («geschmolzenes Kiigelchen») entspricht. Neue massenspektrometri-
sche Methoden, die eine ortsspezifische Zuordnung und Deutung dieser Be-
funde erlauben, werden gerade entwickelt.

AuBer ATP und dem Substratprotein geht noch eine dritte Komponente
Wechselwirkungen mit GroEL ein — das kleinere, aus sieben Untereinheiten
aufgebaute Co-Chaperonin GroES. Bei manchen Substraten wird GroES
bendtigt, damit nach Bindung des Substrats dieses auch in gefalteter Form
wieder entlassen werden kann. In die verwirrende Vielfalt und Widerspriich-
lichkeit der Ergebnisse konnten die Arbeitsgruppen von Johannes Buchner
an der Universitiit Regensburg und George Lorimer bei DuPont in Wilming-
ton 1994 etwas Klarheit bringen. Offenbar wird GroES fiir die Freisetzung des
korrekt gefalteten Proteins benétigt, wenn die Bedingungen fir nicht-unter-
stiitzte Faltung ungeeignet sind. Unter «permissiven» Bedingungen jedoch,
wenn also die Faltung ohne Chaperone auch moglich ist, kann das Substrat
auch ohne Mitwirkung von GroES freigesetzt werden. Ein erbitterter Streit
herrscht jedoch noch in der Frage, ob die unter gewissen Bedingungen beob-
achteten «footballs», das heillt Partikel, die ein dem Amertican Football dh-
nelndes Ellipsoid bilden und aus dem GroElL-FaB und zwei konischen GroES-
Deckeln bestehen, biologische Relevanz haben oder nicht.

Drei Arbeitsgruppen aus der «Schule» um George Lorimer, die im Som-
mer 1994 eine Serie von drei Arbeiten Gber FuBball-Komplexe in Science
verdffentlichten, glauben, daB diese symmetrischen Komplexe im Funkd-
onskreislauf der Chaperon-assistierten Faltung eine wichtige Rolle spielen.
Ulrich Hartl hingegen, dessen Arbeitsgruppe am Sloan-Kettering-Krebsfor-
schungszentrum in New York 1993 ein Funktionsmodell fiir GroEL vorge-
schlagen hatte, das die Wechselwirkung mit allen drei Komponenten ein-
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schlieBt (siche oben), bestreitet, daB die doppelkopfigen Komplexe nétig
sind. Solche Fragen sind allerdings schwer zu beantworten, da Bindungs-
gleichgewichte empfindlich von lonenkonzentrationen abhingen, die man
in der lebenden Zelle nicht geniigend genau bestimmen kann.

Wie wird es nun weitergehen? Die Anstrengungen, herauszufinden, was
genau GroEL mit seinen Substraten anstellt, werden sich wohl vervielfa-
chen. Die Kristallstrukrur des Co-Chaperonins GroES wird vermutlich noch
im Jahre 1995 versffentlicht werden. Mit der vorliegenden Kiistallstruktur
des ligandenfreien GroEL, der nahe bevorstehenden Variante mit gebunde-
nem ATP, unzihligen Mutationsstudien und einem stetig wachsenden
Arsenal biochemischer und biophysikalischer Methoden, die teils speziell fiir
dieses vertrackte Problem entwickelt wurden, als solider Grundlage sollte
das Ritsel noch in diesem Jahrtausend zu l6sen sein — notfalls mit etwas
Nachhilfe von der Gliicksgéttin.

Wertstoff-Recycling in der Zelle: Erste Einblicke in die
Funktionsweise des Proteasoms

Von der Herstellung und Reifung der Proteine kommen wir nun direkrt zu
ihrer Entsorgung. Wir werden sehen, dafl éiberraschende Parallelen zwischen
beiden Vorgingen bestehen und daB die Zelle sehr sparsam mit fhren
Rohstoffen umgeht. Recycling von Wertstoffen ist, auch wenn der eine oder
andere zeitgendssische Politiker sich gerne als Erfinder dieses Prinzips be-
trachtet sehen wiirde, vermutlich einige Milliarden Jahre ilter, als besagte
Politiker glauben. Diese SchluBfolgerung 4Bt sich aus dem Umstand ziehen,
daB die Zellen nahezu aller Lebensformen iiber Recyclingsysteme verfiigen,
die beschadigte oder nicht mehr bendtigte Proteine in ihre Aminosaurebau-
steine zerlegen, aus denen dann wieder neue Proteine hergestellt werden
konnen. Im Prinzip kénnten Zellen ihren Proteinabfall einfach wegwerfen,
indem sie ihn durch die Membran ausschleusen. DafB} dies nicht geschieht,
1aBt darauf schlieBen, daf sich im Wettstreit der Evolution kein Lebewesen
ein solches Ex-und-hopp-Verfahren leisten konnte.

Das Recyclingsystem der Zelle besteht im wesentlichen aus einem Mar-
kierungs- und einem Abbauschritt. Die Markierung ist in diesem Fall kein
griiner Punkt, sondern ein in mehreren Exemplaren an das wiederzuverwer-
tende Protein angehingtes kleineres Protein, das Ubiquitin. Und fur die
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Zerlegung der Proteinkette in einzelne wiederverwertbare Aminosiuren ist
ein duberst kompliziertes Gebilde aus mehreren Dutzend Protein-Unterein-
heiten zustdndig, das Proteasom. Verglichen mit den einfach gebauten und
umfassend untersuchten sekretorischen Proteinasen (Trypsin, Chymotryp-
sin ete.) sind die intrazelluliren Proteinasen, zu denen auch das Proteasom
gehért, noch ein recht neues Forschungsgebiet, auf dem mehr Fragen offen
als beantwortet sind.

Proteasomen wurden aufgrund ihrer Verbreitung tiber alle Organismen-
reiche und ihrer komplizierten Unterstrukturen viele Male unabhiingig
entdeckt und auf mehr als 20 verschiedene Namen getauft, bevor man die
Gemeinsamkeiten erkannte. Schon frith {1968) entdeckten Zellbiologen in.
Eukaryonten (Tiere, Pllanzen, Hefen etc.) zylindrische Proteinpartikel, de-
ren Aufgabe allerdings zwei Jahrzehnte lang unklar blieb, bis man bemerkte,
dafB sie mit der von Enzymologen seit 1980 untersuchten «muldkatalyti-
schen Proteinase» identisch waren. Der Zylinder, den man heute nach seiner
Sedimentationsgeschwindigkeit als «205-Proteasom» bezeichnet, stellt in
vielen Zellen den Kem einer groBeren, unregelmifig geformten Partikel dar,
die man heute «Z6S-Proteasom» nennt.

Das 20S-Proteasom der Eukaryontenzelle erwies sich ungliicklicherweise
— trotz seiner regelmiBigen fuberen Form — aks ein buntes Gemisch von
jeweils 28 Untereinheiten, die bis zu 14 verschiedenen Molekiilsorten ange-
héren konnten. Da war es ein Gliicksfall, da} die Arbeitsgruppe von Wolf-
gang Baumeister am Max-Planck-Institut fiir Biochemie in Martinsried bei
Miinchen im Jahre 1989 herausfand, dafl in dem Archaebakterium Ther-
moplasma acidophilum die Verhilinisse etwas klarer sind. Hier gibt es nur
zwei Arten von Unrereinheiten (ot und B). Das 20S-Proteasom besteht — bei
Thermoplasma ebenso wie bei Eukaryonten — aus vier gestapelten sie-
bengliedrigen Ringen. In Thermoplasma-Proteasomen enthalten die mittle-
ren Ringe des Stapels ausschlieBlich -, die duBeren Ringe ausschlieflich
o-Untereinheiten. Die fiir die Peptidspaltung verantwortlichen Molekiiltei-
le schienen sich in den B-Untereinheiten zu befinden.

Nachdem es den Martinsriedern 1992 gelungen war, das Thermoplasma-
Proteasom von dem beliebtesten «Arbeitspferd» der Molekularbiologen,
dem Darmbakterium Escherichia coli, herstellen zu lassen, waren giinstige
Voraussetzungen fiir die systematische Untersuchung dieses Komplexes und
seiner katalytischen Akdivitiit und damit auch des Aminosiuren-Recyclings
gegeben. Nach vierjghriger Beackerung dieses Feldes war Ende 1994 die
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Erntezeit gekommen. In einer Serie von sechs Publikationen, die in dem
halben Jahr von November 1994 bis April 1995 erschienen, konnte Baumei-
sters Gruppe die meisten Ritsel des Proteasoms — zumindest fiir das einfache
Modellsystem aus Thermoplasma — knacken.

Es begann mit der Beschreibung der sonderbaren Art und Weise, wie das
Protein seine aus vier Ringen bestehende Falstruktur aufbaut — ein schénes
und recht verzwicktes Beispiel fiir die Selbstorganisation in der Zelle. Merk-
wiirdigerweise sind die den Mittelteil bildenden p-Untereinheiten allein
nicht fihig, sich zusammenzuschlieBen. Die o-Untereinheiten kénnen hin-
gegen selbstiindig Siebenringe bilden und dienen der B-Untereinheit als
«Baugeriist» zur Zusammenlagerung, was auch die Voraussetzung fiir die von
der Untereinheit selbst katalysierte Abspaltung einer kurzen Peptidkette,
der «Pro-Sequenz», ist. .

In einer im Mirz 1995 erschienenen Arbeit aus Baumeisters Gruppe
wird nun analysiert, wie das 20S-Proteasom seine Substratproteine erkennt
und aufnimmt. Offenbar werden nur véllig entfaltete Proteine in das In-
nere des aus vier Ringen aufgebauten Fasses eingelassen. Den Entfaltungs-
schritt begiinstigen (in der Eukaryontenzelle) Komponenten des 265-Pro-
teasoms, die dabei auch Energie in Form des energiereichen Nukleotids
ATP verbrauchen. Zusiitzlich sind die #uBeren «Deckel» des 26S-Pro-
teasoms auch fiir die Erkennung und Abspaltung der Ubiquitin-Markie-
rung zustindig. Das Ubiquitin wird nicht mit abgebaut und kann direkt
wiederverwendet werden.

Nach den neuesten Erkenntnissen ist das EinlaBkriterium fiir die proteo-
lytische Kerneinheit nicht der Entfaltungszustand an sich, sondern die Dicke
der Partikel. Das konnten Baumeister und Mitarbeiter demonstrieren, in-
dem sie ein véllig entfaltetes Protein (o-Lactalbumin aus Kuhmilch) mit
einem Goldcluster von 2 nm Durchmesser koppelten. Die Peptidkette «mit
Knoten» blieb am Eingang der Falstruktur stecken und wurde nicht verdaut.
Die hohe Elektronendichte des Goldkdrnchens erlaubte es den Forschern,
dieses in elektronenmikroskopischen Aufnahmen zu lokalisieren und nach-
zuweisen, daB es genau an der Offnung des Fasses hiingenbleibt.

Die strikte Regulierung der «zersetzenden» Aktivitit durch mindestens
drei Schritte (Markierung mit Ubiquitin, energieabhingige Entfaltung, Ein-
laB nur, wenn véllig entfaltet) ist sinnvoll, da eine intrazelluldre Protease ja
eine potentielle Gefahr fitr das Proteininventar der Zelle darstellt. Sie soll
zwar beschadigte, falsch gefaltete und nicht mehr bendtigte Proteine zerle-
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gen, aber auf keinen Fall die Mehrheit der Proteine, die noch gebraucht
werden. Eine unregulierte Proteinase in der Zelle wire der direkte Weg zum
schnellen Selbstmord.

Den kronenden AbschiuB bildeten zwei gleichzeitig in Science erschiene-
ne Arbeiten, in denen die genaue Struktur in atomarer Auflésung (in
Zusammenarbeit mit der am selben Institut befindlichen Arbeitsgruppe von
Robert Huber) sowie ein interessanter und neuartiger enzymatischer Me-
chanismus fiir die Proteasefunktion des Proteasoms présentiert werden. Die
mittels der Rontgenstrukturanalyse mit einer Aufldsung von 0,34 nm be-
stimmte Struktur brachte eine ganze Reihe von Uberraschungen. So stellte
es sich zum Beispiel heraus, daB die Konformation des Peptid-Riickgrats in
o und B-Untereinheiten nahezu deckungsgleich ist, obwohl die beiden
Proteine praktisch keine nennenswerte Ubereinstimmung in der Abfolge der
Aminosiurebausteine (Sequenz) aufweisen. Zusitzlich konnten sich die
Kristallographen freuen, ein neues Faltungsmuster entdeckt zu haben. Trotz
der exponentiell anwachsenden Zahl neuer Kristallstrukturen ist die Zahl
der neuen Faltungsmuster ricklaufig. Man vermutet, daB es nur einige
hundert grundlegend verschiedene Strukturmuster gibt, die in vielfacher
Variation und Kombination immer wieder verwendet werden.

Interessant ist auch der Vergleich mit der im September 1994 versffent-
lichten Struktur des Faltungshelferproteins GroEL (siche oben), das eben-
falls ein FaBh mit siebenzihliger Symmetrie darstellt. fm Gegensatz zu dem
locherigen Gewand der «molekularen Anstandsdame» ist die «Recycling-
Tonne» der Zelle jedoch rundum dicht verschlossen. Der zentrale, etwa
5 nm weite Tunnel stellt die einzige Hohlung des Proteasoms dar. Was die
Konformation der Aminosiurckette angeht, gibt es nicht die geringste
Ahnlichkeit zwischen beiden Proteinen. Die Evolution scheint also die
Architektur des aus siebengliedrigen Ringen aufgebauten Fasses mehrmals
erfunden zu haben.

Auch die Autklirung der enzymatischen Funkdon des Proteasoms brach-
te einige Uberraschungen mit sich. Untersuchungen mit Protease-Hemm-
stoffen (Inhibitoren), die jeweils fiir eine der herkdmmlichen Klassen von
proteolytischen Enzymen spezifisch sind, lieferten widerspriichliche Ergeb-
nisse. Mit dem Expressionssystem fiir Thermoplasma-Proteasomen in E. coli
in Handen konnten Baumeister und seine Mitarbeiter einen Weg beschrei-
ten, der normalerweise zur Auffindung des aktiven Zentrums fithren muB.
Aufgrund der bekannten Sequenzen der B-Untereinheiten aus verschiede-
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nen Organismen identifizierten sie die wenigen in allen Sequenzen fiberein-
stimmenden Aminosiurereste, postulierten, daf} einer von diesen das aktive
Zentrum sein miisse, und tauschten sie einzeln durch gezielte Mutagenese
aus. So logisch und einleuchtend der experimentelle Ansatz auch ist, das
Ergebnis war eine Rieseniiberraschung. Bei dem aussichtsreichsten Kandi-
daten brachte die Ersetzung durch eine garantiert unverdichrige Aminoséu-
re eine Verstirkung der proteolytischen Akdvitdt. Und selbst wenn man
geeignete Aminosiuren einbezieht, die zwar nicht in allen. Untereinheiten
identisch, aber schlimmstenfalls durch eine chemisch #hnliche Strukeur
ersetzt sind — in keinem Fall konnte durch Mutation die Aktivitat des
Proteasoms vollig unterdriickt werden.

Es blieb nur eine mégliche SchluBfolgerung: daB in dem bunten Mix
verschiedener P-Untereinheiten des Eukaryonten-Proteasoms nicht alle
katalytisch aktiv sind. Statt der Forderung, dal} die «verdichtigte» Ami-
nosiure in allen B-Untereinheiten des Proteasoms einer Eukaryontenspezies
vorkommen muf, wurde nur noch die Bedingung gestellt, dab sie in minde-
stens einer Version pro Spezies vorhanden sein muB. Aus dem so erweiterten
Kreis von Verdichtigen konnte Baumeisters Arbeitsgruppe dann relativ
leicht den Schuldigen identifizieren. Im nachhinein werden sich die For-
scher gedrgert haben, daB sie ihre Mutationsstudien nicht einfach am
Anfang der Sequenz begonnen haben. Der aktive Aminosiurerest ist ném-
lich das Threonin in Position 1. Inhibitorstudien deuten darauf hin, daB
dieses Threonin eine dhnliche Funktion hat wie das Serin in den schon seit
Jahrzehnten intensiv erforschten Serin-Proteasen (Trypsin, Chymotrypsin
etc.). Und das Proteasom ist somit der erste Vertreter der neuen Familie der
Threonin-Proteasen. Ubrigens l5Bt es sich auch durch Mutagenese leicht in
eine Serin-Protease umwandeln.

Die Aufklirung von Struktur und Funktion des Thermoplasma-Pro-
teasoms, das in idealer Weise ein vereinfachtes Modellsystem fir Eukaryon-
ten-Proteasomen darstellt, wird auch der Erforschung dieses komplizierteren
Systems, das ja auch die Bildung der 265-Struktur einschlieBt, einen krafti-
gen Schub geben.

Da der Ubiquitin-abhingige Abbauweg (iiber den Abbau iiberzahliger
Enzymmolekile) an der Regulation des Stoffwechsels beteiligt ist und auch
im Immunsystem bei der Antigen-Prozessierung eine Rolle spielt, konnte es
sich erweisen, daB in der Eukaryontenzelle der Recycling-Hof eine der
Schaltstellen der Macht ist.
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Gute, bose und kuriose Zellen

Manchmal verwenden Zellen ibre Nanostrukturen auch fiir Tétigkeiten,
deren Sinn wir nicht unbedingt verstehen (z.B. Orientierung im Magnet-
feld) oder die uns auBerordentlich unangenehm sind (z.B. Auslésung von
Krankheiten). Ein bioanorganisches Kuriosum und zwei bitterernste me-
dizinische Anwendungen der Wechselwirkungen zwischen Molekiilen und
Zellen sollen den AbschluB dieses Teils iiber die Molekiile der Natur
bilden.

Orientierungshilfe fiir Einzeller: Magnetotaktische Bakterien
wissen, wo’s lang geht

Einzeller haben, wie wir Menschen auch, unterschiedlichste Votlieben und
Neigungen: Manche schwimmen zu Licht- oder Warmequellen hin, an-
dere flichen davor, wieder andere orientieren sich an der Konzentration
bestimmter chemischer Substanzen im Wasser. Alle diese Orientierungen
lassen sich im Rahmen der Evolutionstheorie mehr oder weniger schliissig
mit {iberlebenswichtigen Verhaltensweisen erkliren. Nicht so einfach ist
der Fall, wenn Bakterien sich an den Kraftlinien eines Magnetfelds orien-
tieren und zum Beispiel zielstrebig auf den Nordpol einer KompalBinadel
zuschwimmern.

Genau dieses Verhalten, das man als Magnetotaxis bezeichnet, hat der Mi-
krobiologe Richard P. Blakemore erstmals 1975 beobachtet — die betrachte-
ten Bakterien lieBen sich weder durch Bewegen des Mikroskops noch durch
Verinderung der Lichtverhilmisse von dem Weg nach Norden abbringen,
den ihnen ihr eingebauter KompaB in Form mehrerer, jeweils wenige zehn-
rausendstel Millimeter groBer Kristalle des Eisenminerals Magnetit (Magnet-
eisenstein) wies. In den folgenden Jahren konnten magnetotaktische Bakre-
rien, die dank ihrer charakreristischen Eigenschaft leicht zu «fangen» sind, in
verschiedensten Bereichen gefunden werden. Thre Entdeckung im Boden ei-
ner «typischen Weidelandschaft» bei Haindlfing im Ampertal widerlegte
1990 die bis dahin giiltige Vermutung, dall Magnetitvorkommen im Boden
ausschlieBlich anorganischen Ursprungs seien. Eine Arbeitsgruppe in Tokio
hat 1993 das ohnehin schon breite Spektrum der magnetischen Bakterien
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noch weiter ausgedehnt — sie konnten sogar in Umgebungen gefunden wer-
den, wo das Fehlen molekularen Sauerstoffs und die Anwesenheit reduzie-
render Schwefelverbindungen die Synthese des aus Eisen und Sauerstoff auf-
gebauten Magnetits erschweren. Das neuartige Bakterium mufl demnach bei
der Einlagerung der Magneditkristalle einen anderen Syntheseweg beschrei-
ten als die bisher bekannten magnetotaktischen Organismen. Als weitere
Uberraschung stellt das Bakterium neben den in der Zelle gefundenen Ma-
gnetitkristallen auch ein — ebenfalls magnetisches — Eisen-Schwefel-Mineral
het, welches es ausscheidet. Dieser Befund kénnte die Erklarung fiir das bis-
her unverstandene Vorkommen magnetischer Mineralien in Erdéllagerstit-
ten liefern.

AuBer der kaum zu beantwortenden Frage nach dem Evolutionsvorteil
des eingebauten Kompasses werfen die linientreven Mikroorganismen eine
Reihe weiterer interessanter Fragen auf, etwa im Zusammenhang mit der
geographischen Orientierung hoherer Lebewesen, der Bildung magneti-
scher Sedimentgesteine und sogar der Entstehung des Lebens. Die weite
Verbreitung der Fihigkeit zur Bildung von Magnetit und anderer kristal-
liner Eisenverbindungen {iber verschiedenste Klassen einzelliger Lebewe-
sen 1468t darauf schlieBen, daf} diese in der Frithgeschichte des Lebens eine
wichtige Rolle gespielt haben kdnnte. Lange bevor der Luftsauerstoff ver-
fugbar und fiir das Leben auf der Erde bestimmend wurde, so die Idee,
hiitten Eisensulfide und Eisenoxide dessen Rolle bei der «Verbrennung»
der Nihrstoffe spielen kénnen. (Auch in den vielbeachteten Theorien des
Miinchner Patentanwalts Giinter Wichtershiuser spielt ein Eisen-Schwe-
fel-Mineral, der Pyrit [Katzengold], eine zentrale Rolle fiir den Ursprung
des Lebens.) Oder aber sie hitten einfach als Speicher fiir Eisenionen
gedient, eine Funktion, die heute von einem Protein (dem Ferritin) wahr-
genommen wird. So a6t sich vermuten, dal} die Frage nach dem Warum
der magnetischen Orientierung falsch gestellt ist. Die Bakterien entwik-
kelten die Fahigkeit, Eisenmineralien aufzubauen, und erhielten ihre ma-
gnetischen Eigenschaften und damit die Festlegung auf die Nord-Siid-Rou-
te als Nebenwirkung. So betrachtet, sollten wir Menschen froh sein, dab
die Evolution als Baustein fiir die Biomineralisation in unserem K&rper
ein anderes Metallion vorgesehen hat: das Kalzium.
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LaBt die Biume leben: Das Krebsmittel Taxol” kann jetzt auch
synthetisch hergestellt werden

Ein wesentlicher Grund, warum Chemiker immer neue Molekiile herstellen,
ist der, daR Wirkstoffe gegen viele Krankheiten, einschlieBlich Krebs, noch
nicht auf rationalem Wege entworfen werden kénnen. Der irrationale Weg
ist der, daB man Tausende verschiedene Molekiile herstellt, durchtestet und
dann 99,9 Prozent davon verwirfe. Umgekehrt kommt es auch vor, dal die
Natur ein pharmakologisch interessante Molekiil herstellt — wenn auch nur
in zu kleinen Mengen — und daB sich dieses hartniickig den Bestrebungen
der Syntheriker widersetzt.

Die Pazifische Eibe (Taxus brevifolia), ein in Nordamerika heimischer
Nadelbaum, enthilt in ihrer Rinde etwa 0,3 Gramm Taxol. Dieser Natur-
stoff, der 1964 entdeckt und dessen Struktur 1971 aufgeklirt wurde, gilt
unter Experten der Krebsmedizin als die wichtigste Neuerrungenschaft der
letzten dreifig Jahre. In klinischen Testreihen wurde seine Wirksamkeit
gegen Leukidmie, Brust-, Eierstock- und Lungentumoren belegt. In einer
klinischen Phase-II-Pritfung an Patientinnen, deren Eierstockkrebs auf an-
dere Therapien nicht angesprochen hatte, betrug die Heilungsquote 30-35
Prozent bei beherrschbaren Nebenwirkungen. Fiir die Behandlung eines
Patienten miissen sechs ausgewachsene Eiben geopfert werden. Zu dumm,
daB der Baum als bevorzugter Nistplatz einer seltenen Eulenart mittlerweile
unter Naturschutz steht.

Dieses Beschaffungsproblem hat zu fieberhaften Forschungsaktivitdten
mit dem Ziel der teilweisen (von verwandten Naturstoffen ausgehenden)
oder vollstindigen (von einfachen organischen Verbindungen ausgehen-
den) Synthese gefilhrt — an die dreiBlig Arbeitsgruppen sollen weltweit auf
diesem Gebiet titig sein. Nachdem bereits 1992 eine Teilsynthese gegliickt
war, gingen beim Rennen um die Totalsynthese im Winter 1993/94 zwei
Teams nahezu gleichzeitig ins Ziel. Die Gruppe von Robert Holton von der
Florida State University hat ihre Arbeit zwar frither eingereicht als die
Konkurrenten um Kyriacos Nicolaou am Seripps Institut in La Jolla, Kali-
fornien, muBten jedoch mitansehen, wie die Publikation der Mitbewerber
um eine Woche frither in Nature erschien als ihre eigene im Journal of the
American Chemical Society.

®
13 Taxol ist ein eingetragenes Warenzeichen der Firma Bristol-Myers-Squibb.
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Abbildung 17: Strukiur und Scruktur-Funktions-Beziehungen von Taxol. Molekiilteile,
deren Veranderung sich auf die Aktivitit steigernd auswirken kann, sind mit +,

solche, derens Weglassen oder Modifizierung die Aktivitit behindert oder ganz unterbin-
det, mit — gekennzeichnet. +/— bedeurtet, dal Weglassen des Molekiilteils keine
signifikante Wirkung hat. Nach Kingston {1994).

Doch nicht nur wegen der grofen Teilnehmerzahl, der attraktiven Tro-
phie und des spannenden Finales, sondern auch aufgrund der atemberau-
benden Schwierigkeit des Parcours erregte dieses Rennen soviel Aufschen.
Die Struktur, die sich um vier miteinander verschmolzene Ringe gliedert
(Abbildung 17), ist keineswegs so flach und iibersichtlich, wie sich das auf
dem Titelblatt von Nature ausmacht. Der zentrale achtgliedrige Kohlen-
stoffring («B-Ring») ist in Wirklichkeit so stark gewellt, daB die an gegen-
itberliegende Ecken gebundenen Molekiilteile sich gegenseitig im Weg
stehen, was die Stabilitit der Verbindung schwicht und die Synthese
schwieriger macht. Damit nicht genug des Unheils, muB das Achteck zwei
Kanten mit dem benachbarten Sechsring A und eine mit dem Sechsring C
teilen, an den wiederum ein Vierring («D») angelagert ist — das geht nicht
ohne verbogene Bindungen und gequetschte Atomradien ab. Schon die



86 Die Zelle als nanotechnologischer GroBbetrieb

flexiblen Kugel-Stab-Modelle wehren sich gegen den Aufbau einer solchen
Struktur — bei den halzernen, in ihrer Raumerfiillung naturgerechteren
Kalottenmodellen wird man wohl nicht ohne eine Sige auskommen.

Kein Wunder also, daB die Herstellung dieser Verbindung, wie K. Nico-
faou in einem Ubersichtsartikel in der Angewandten Chemie schreibt, ur-
spriinglich «nur die masochistischsten unter den Synthesechemikern» inter-
essierte. Seine Totalsynthese besteht aus 28 chemischen Reaktionen,
ausgehend von zwei Zwischenprodukren, die im wesentlichen den Ringen A
und C entsprechen und ihrerseits auch erst einmal synthetisiert werden miis-
sen. EIf der Kohlenstoffatome in der Struktur sind chiral, das heiBt, die An-
ordnung ihrer vier verschiedenen Bindungspartner kann in zwei spiegelbildli-
chen Versionen auftreten, von denen nur eine erwiinscht ist. Jedes einzelne
Chiralitiitszentrum ist bereits eine Herausforderung bei der Synthese.

Zwar ist diese Synthese zu aufwendig, um fiir die industrielle Gewinnung
von Taxol selbst in Frage zu kommen ~ in diesem Bereich werden teilsyn-
thetische Verfahren in Kiirze die urspriinglich fiir die medizinische Verwen-
dung ausschlieBlich zugelassene Gewinnung des Naturstoffs aus der Rinde
der Pazifischen Eibe verdringen. Doch die Totalsynthese bleibt extrem
wichtig als Zugang zu der Stoffklasse der Taxane, das heiBt der mit Taxol
strukturell verwandten Verbindungen. Nachdem es den Synthetikern nun
gelungen ist, die zentrale, allen Taxanen gemeinsame Strukeur der Ringe
A-C aufzubauen, kdnnen sie Variationen zum Thema spielen und diirfen
hoffen, auf weitere Stoffe mit ghnlich interessanten pharmakologischen
Eigenschaften zu stofen.

Neu an Taxol und den verwandten Taxanen ist nimlich nicht nur die
abenteuerliche Struktur — der Mechanismus, durch den es den Zyklus der
Zellvermehrung behindert, ist auch einzigartig. Die faserige Grundstruktur,
die wie ein Baugeriist die Zelle stabilisiert, das Zytoskelett, besteht aus den
sogenannten Mikrotubuli, und diese submikroskopisch kleinen Rohren ent-
stehen durch ZusammenschluB von 13 langgezogenen Fiden (Protofilamen-
te), die aus den Proteinen o- und B-Tubulin aufgebaut werden. Kannte man
bisher bereits etliche Verbindungen, die den Aufbau der Mikrotubuli blok-
kieren, so ist Taxol das erste Zellgift, das seine Wirkung durch eine Verstir-
kung der Rhrenbildung entfaltet. Der Haken an der Sache ist der, dal3 die
unter Mitwirkung von Taxol gebildeten Rshren nur zwdlf Protofilamente
enthalten und einen geringeren Durchmesser haben als richtige Mikrotubu-
li. Diese falschen Bauwerke haben die (fir die teilungswillige Zelle) unan-
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genehme Figenschaft, dab sie zu bestéindig sind. Normale Mikrotubuli sind
dynamische Systeme, die zum Beispiel an einem Ende wachsen und gleich-
zeitig am anderen schrumpfen kénnen und in bestimmten Phasen des
Zellzykius schnell die erforderlichen Tubulinbausteine zum Aufbau neuer
Strukturen, etwa der fiir die Teilung essentiellen Mitose-Spindel, bereitstel-
len miissen. Die Zwolfer-Rohren hingegen ziehen alle einmal eingebauten
Tubulineinheiten auf Dauer aus dem Verkehr, bilden unnatiirliche und
nutzlose biindelartige Strukturen und blockieren damit die Zelleeilung. Da
sich Krebszellen sehr viel éfter teilen als normale Kérperzellen, werden sie
duzrch diese Behandlung stiirker geschadigt.

Nach Aufklzrung von Struktur und Wirkungsweise des Taxols sowie
verschiedener Wege zu seiner Gewinnung sind nun alle Voraussetzungen
gegeben, um aus der interessanten Stoffklasse der Taxane neue, auf spezifi-
sche Anwendungen optimierte Krebstherapeutika zu entwickeln. Taxol
selbst wird wohl als erstes zum Einsatz kommen und dann nach einem von
Robert Holton entwickelten Verfahren aus dem Naturstoff 10-Desacetyl-
baccatin III (der aus den Nadeln verschiedener Eibenarten ohne bleibenden
Schaden fir den Baum isoliert werden kann) teilsynthetisch hergestellt
werden. Auch aus pflanzlichen Zellkulturen sowie aus den Zellen einer auf
Eiben ansiissigen Pilzart kann Taxol gewonnen werden.

Fiir die Gewinnung anderer Taxane werden sich die masochistischen
Bemiihungen der Synthesechemiker niitzlich erweisen — schlieBlich hat das
Rennen um die Totalsynthese entlang der Strecke auch vielerlet Informa-
tionen iiber chemische Eigenschaften der Zwischenstufenverbindungen ge-
liefert — davon zeugen nicht zuletzt die 386 Strukturformeln in Nicolaous
oben erwihntem Ubersichtsartikel. Und nach alledem wird die Pazifische
Eibe, die, so Nicolaou, vor Beginn des Taxol-Fiebers «hauptsichlich als
Gestriipp angesehen» wurde, — und zugleich die auf ihr ans#ssige gefleckte
Eule — wieder in Ruhe und Frieden gedeihen.

Mikrobenjiger in der Klemme: Die rasante Ausbreitung von
Antibiotikaresistenzen macht die Suche nach Alternativen zum
Dringlichkeitsfall

Zu dem reichhaitigen Reservoir pharmakologisch interessanter Mplekiile,
die von Pilzen hergestellt werden, zihlen auch die Antibiotika, mit denen
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diese sich konkurrierende Bakterien vom Leibe halten. Doch was Mediziner
zunéichst fiir ein Geschenk des Himmels hielten, kénnte sich langfristig als
trojanisches Pferd entpuppen.

Microbe Hunters von Paul de Kruif, ein Klassiker der populdrwissenschaftli-
chen Literatur und bis in die achtziger Jahre hinein immer wieder aufgelegt,
erschien —man glaubt es kaum —erstmals im Februar 1926. Dabeifing die Jagd
auf die Mikroben eigentlich erst zwei Jahre spater richtig an, als Alexander
Fleming zufillig entdeckte, daB Penicillium notatum aus der Gattung der Pin-
selschimmel eine Substanz absondert, die Bakterien lysiert, das heilit ihre
Zellwand zerstért. Mit der Identifizierung des Penicillins und seiner klini-
schen Erprobung begann vor etwa fiinfzig Jahren das Antibiotika-Zeitalrer.

Im Jahre 1954 verkiindete ein Buchtitel dann den «Sieg tiber die Seu-
chen». Doch diese Euphorie ist inzwischen lingst verflogen: Die Gejagten
schlagen zurlick, und das neueste Werk des britischen Mikrobenkenners
Bernard Dixon ist keinesfalls ein Epitaph, sondern trige den Titel: Power
unseen — die unsichtbare Macht. Nachdem es eine Zeitlang so ausgesehen
hatte, als ob Viren — die durch Antibiotika grundsitzlich nicht angreifbar
sind — die letzten wirklich bedrohlichen Krankheitserreger seien, sind jetzt
pathogene Bakterien, wie etwa Mycobacterium tuberculosis wieder auf dem
Vormarsch. Die Weltgesundheitsorganisation WHO berichtete 1994 einen
bedrohlichen Anstieg der Tuberkuloseerkrankungen in Osteuropa und der
ehemaligen Sowjetunion mit 29000 Todesfillen in fiinf Jahren. Erstmals seit
Jahrzehnten sind sogar fiir Schwindsuchipatienten in den Industriestaaten
die Heilungschancen ungewiB, da resistente Stimme der Erreger Giberall
aufgefunden werden. Das Wissenschaftsmagazin Science widmete im. April
1994 einen Sonderteil mit rund einem Dutzend Beitrigen ausschlieBlich
dem Thema Antibiotikaresistenz.

Was zunichst aussah wie ein simpler Wettlauf — der Mensch muBte
mindestens ebenso schnell neue Antibiotika entwickeln, wie sich unter den
Bakterien Resistenzgene gegen die alten ausbreiteten —, erinnert nun eher
an das Rennen zwischen Hase und Igel oder an die von der Evolutionsfor-
schung aus Lewis Carrolls Through the Looking Glass entlehnten «Red
Queen», die immer schneller laufen muB, um auf derselben Stelle zu bleiben.

Wie Julian Davies von der University of British Columbia in Vancouver
in einem Ubersichtsartikel in der oben erwahnten Ausgabe von Science
ausfiihrt, scheitert eine genaue Erforschung der Ausbreitungswege von
Resistenzen in der Narur schon daran, daB nur ein Bruchteil der auf der Exrde
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lebenden Bakterien bekannt und erforscht ist. Deshalb kénnen Ausbrei-
tungswege und -mechanismen allenfalls in stark vereinfachten Modellen,
nicht aber in der Natur studiert werden. Es zeichnet sich jedoch ab, daf die
Antibiotika selbst in mehtfacher Hinsicht die Entstehung und Verbreitung
der Resistenzgene begiinstigen.

Zum ersten, und damit hatte man natiirlich bereits bei der Einfithrung
gerechnet, erzeugt ihre Anwendung einen Selektionsdruck. Wenn von den
Millionen Bakterien im Korper eines Kranken ein einziges zufillig eine
Mutation trigt, die es gegen das verwendete Antibiotikum resistent macht,
erhalt dieses einen enormen Selektionsvorteil gegeniiber den anderen, die
mehr oder weniger effizient abgetdtet werden, und kann sich um so besser
vermehren. Selbst wenn das Immunsystem des Kranken letztendlich die
Oberhand gewinnt und die Bakterien besiegt, sind doch diejenigen Bakre-
rien, die an die Umgebung abgegeben werden und andere anstecken kon-
nen, mit hoher Wahrscheinlichkeit resistent.

Der zweite Mechanismus, den man urspriinglich fiir extrem selten und
deshalb in der Klinik irrelevant gehalten hatte, betrifft die Verbreitung der
Resistenz durch Ubertragung genetischen Materials (oft in Form von hischst
effizienten ringformig geschlossenen DNA-Doppelstringen, den sogenann-
ten R-Plasmiden) auf nicht resistente Bakterien. Erst in jiingster Zeit hat
man entdeckt, daP dabei keineswegs, wie bisher angenommen, Ubertra-
gungsbarrieren, etwa zwischen den groBien Gruppen der gram-negativen und
gram-positiven Bakeerien, bestehen. Nicht genug damit, daB} der Gentrans-
fer leichter ist als bisher angenommen, er wird durch Anwesenheit von
Antibiotika auf bisher unbekannte Weise erleichtert.

Die schlimmste Hiobsbotschaft erhielten die modemen Mikrobenjager
jedoch, als Vera Webb und Julian Davies 1993 entdeckten, daf die Apothe-
ker die Resistenzgene moglicherweise gleich mit dem Antibiotikum mitge-
liefert haben. DNA aus den einzelligen Pilzen, die in den Fermentern der
Pharmafirmen die Antibiotika herstellen, ist nur schwer restlos von dem
Produkt zu trennen, und bei der Analyse der mitgeschleppten DNA fanden
Webb und Davies auch Gene fiir Antibiotikaresistenzen. Seitdem man weil3,
daB Bakterien Fremd-DNA sehr viel leichter aufnehmen und verwenden
kénnen, als man urspriinglich annahm, muB man davon ausgehen, dafB auch
auf diesem Wege Antibiotikaresistenzen verbreitet werden.

Aufwelche Weise erzielen Resistenzgene ihre Wirkung? Grob gesprochen
kémnen Bakterien sich gegen chemische Angriffe zur Wehr setzen, indem
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sie das Eindringen des Wirkstoffs in die Zelle verhindern, indem sie ihn
zerstdren oder indem sie die Angreifbarkeit des Zielenzyms herabsetzen. Alle
drei Resistenzmechanismen werden in der Natur beobachtet, gelegentlich
sogar in demselben Organismus.

Die wichtigste (und fiir die Medizin 13stigste) Klasse von Resistenzgenen
gehort zu der zweiten Gruppe. Sie kodiert fiir die Herstellung des Enzyms
B-Lactamase, welches die Spaltung der Ringstruktur der 3-Lactam-Antibio-
tika, also zum Beispiel des Penicillins, katalysiert. Immer neue Penicillin-De-
rivate wurden entwickelt, gegen die sich die Mikroorganismen mit itnmer
neuen Varianten des Enzyms zur Wehr setzten. Eine Punktmutation, das
heiBt der Austausch einer einzigen Nukleotidbase der DNA, kann die
Substratspezifitit der B-Lactamase verschieben. Deshalb versuchen die
Pharmaforscher gleichzeitig auch, Hemmstolfe (Inhibitoren) zu entwickeln,
die zusammen mit dem Antibiotikum verabreicht werden kénnen und dieses
davor schiitzen, von der B-Lactamase aufgeknackt zu werden. Nachdem sich
kleine Inhibitormolekiile in klinischen Tests als ineffektiv erwiesen hatten,
ruhen die Hoffnungen der Forscher nun auf einem Protein namens BLIP —
B-Lactamase Inhibierendes Protein. Fiir eine groBe Zahl von Varianten der
B-Lactamase ist BLIP der wirkungsvollste bekannte Inhibitor. Aufschluff
iiber den Mechanismus der Inhibition erhofft man sich von der Kristallstruk-
tur, die 1994 verdffentlicht wurde. Doch obwohl B-Lactamase eines der am
besten untersuchten Proteine ist und fiir kaum ein Enzym so viele Inhibito-
ren entdeckt und untersucht wurden, ist eine endgiiltige Ausschaltung
dieses Resistenzfaktors noch lange nichr in Sicht.

Deshalb suchen andere Arbeitsgruppen auch rastlos nach neuen antimi-
krobiell witksamen Substanzen, welche die klassischen Antibiotika ersetzen
kdnnten — und méglicherweise weniger leicht Resistenzen hervorrufen. Auf
eine Goldgrube stieB Ende der achtziger Jahre Michael Zasloff von der
University of Pennsylvania in Philadelphia, als er in der Haut des afrikani-
schen Krallenfroschs Xenopus laevis ein Peptid fand, das er nach dem
hebriischen Wort fiir Schild Magainin nannte. Zwar hatte man schon
vorher bemerkt, daB die Haut der Frosche geradezu eine Giftkiiche darstelit,
in der eine ganze Reihe von pharmakologisch akdiven Substanzen zu finden
sind, und auch afrikanische und indianische Valker scheinen schon seit
Jahrhunderten von der Wirkung der Froschhaut gewuBt zu haben. Doch
Magainin war das erste «Breitband-Antibiotikum», das aus dieser Quelle
gewonnen wurde. Genaugenommen handelt es sich um zwei verwandte
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Peptide Magainin 1 und 2, die jeweils aus 23 Aminosduren bestehen und
keinerlei Sequenzihnlichkeit mit irgendeiner vorher bekannten Substanz
aufweisen. Thre Wirksamkeit gegen Einzeller entspricht der von herkdmm-
lichen Antibiotika. Zasloff, der aus seiner Entdeckung nun im Rahmen einer
eigenen Firma, Magainin Pharmaceuticals, marktreife Antibiotika entwik-
kelt, sucht auch weiter nach antibakteriellen Substanzen in bisher nicht
genutzten Quellen. Seine neueste Entdeckung, das Steroid-Antibiotikum
Squalamin, kommt im Blut von Haifischen vor.

Neben der Entwicklung immer neuer synthetischer Varianten der klassi-
schen Antibiotika, der Erforschung von Inhibitoren Resistenz vermittelnder
Enzyme und der ErschlieBung vollig neuer Substanzklassen fiir die Jagd auf
die Krankheitserreger ist vor allem ein Faktor wichtig: der verantwortliche
Umgang mit den existierenden Antibiotika. Jede iiberfliissige oder nicht zu
Ende gefiihrte Anwendung vergréBert unnétig den «Gen-Pool» mit Anti-
biotikaresistenzen in der Natur und erhdht die Wahrscheinlichkeit, daB
lsingst vergessene Seuchen zuriickkehren und die Mikroben auf Menschen-
jagd gehen.



