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Physik der Proteine

Fiir das physikalische Verstéindnis von Proteinfaltung und Proteinfunktion hat sich
das Konzept der Energielandschaft als duRerst niitzlich erwiesen

Gerd Ulrich Nienhaus

Proteine sind biologische Nanomaschinen, die
fiir die komplexen Abldufe in der lebenden Zel-
le von essenzieller Bedeutung sind. Sie werden
in der Zelle als lineare Polymere synthetisiert,
die sich spontan in eine kompakte, rdumliche
Struktur falten. Im gefalteten Zustand bleiben
jedoch fliissigkeitsdhnliche Bewegungen mit
groBer Amplitude moglich, die fiir die Funktion
der Proteine notwendig sind. Diese bislang nur
unzureichend verstandenen Strukturfluktuati-
onen lassen sich als Ubergiinge zwischen vielen
verschiedenen Mikrozustinden beschreiben, die
lokalen Minima in einer hochdimensionalen
Energielandschaft entsprechen.

Zelle beteiligt. Regulatorische Proteine steuern

die Genaktivitdt, Enzyme katalysieren bioche-
mische Reaktionen, Antikdrper verteidigen uns gegen
eindringende Krankheitserreger, und Ionenpumpen
kontrollieren die Transmembranpotentiale, auf denen
unsere Denkprozesse physiologisch basieren. Das ge-
nerelle Design der Proteine hat sich seit Milliarden von
Jahren bewdhrt, und ihre detaillierte Struktur unterliegt
in der Evolution einem kontinuierlichen Entwicklungs-
prozess. Ihre Bauplidne sind in den Genen in Form ei-
ner linearen Polymerkette der Desoxyribonukleinsédure
(DNA) in der Abfolge von vier verschiedenen Basen
(Adenin, Cytosin, Guanin und Thymin) gespeichert.
Seit der Entschliisselung des menschlichen Genoms im
Jahre 2003 weill man, dass der Zellkern des Menschen
etwa 30000 Gene enthdlt. Bei der Proteinsynthese in
der lebenden Zelle wird die Sequenz der vier Nuklein-
sdurebasen in eine Sequenz von zwanzig verschiedenen
Aminoséduren umgesetzt, wobei jede Aminoséure durch
jeweils drei aufeinander folgende Basen kodiert wird.
Die so entstehende lineare Kette aus Aminoséduren
selbst bildet jedoch noch kein funktionierendes Prote-
in - erst nach der zumeist spontanen Faltung in seine
spezifische, dreidimensionale (3D) Architektur liegt das
Protein in seiner biologisch aktiven Form vor.

Die genetische Information zu kennen ist nur ein
erster Schritt fiir ein detailliertes Verstdandnis der Le-
bensprozesse. Diese Prozesse basieren auf der spezifi-
schen Wechselwirkung von Biomolekiilen, insbesonde-
re Proteinen, aus denen sich komplexe Signalkaskaden
und Netzwerke aufbauen und stetig verdndern. Daher
gilt es in einem zweiten Schritt, diese elementaren

Proteine sind an allen Prozessen in der lebenden
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Wechselwirkungen zu verstehen. Umfassende, quanti-
tative Daten sind bislang nur fiir wenige Proteine ver-
fiigbar, aber notwendig, um die beiden fundamentalen
Fragen nach (i) dem Mechanismus der Proteinfaltung
sowie (ii) dem Zusammenhang zwischen Struktur und
Funktion zu beantworten. Beide ergeben sich aus der
enormen Komplexitidt dieser Vielteilchensysteme [1].
In welche rdumliche Struktur faltet sich eine vorge-
gebene Sequenz von Aminosduren? - Diese Frage zu
beantworten ist eine grof3e intellektuelle Herausfor-
derung und zudem von grofem praktischen Nutzen:
Die automatisierte Analyse ganzer Genome produziert
riesige Datenmengen von Proteinsequenzen. Die 3D-
Molekiilstrukturen miissen hingegen in vergleichsweise
langwierigen Messungen, insbesondere durch Rontgen-
beugung an Einkristallen und Kernresonanzspektrosko-
pie an Losungen, bestimmt werden, die mit dem Tempo
der Gen-Sequenzierung nicht Schritt halten kénnen.
Eng verbunden mit dem Proteinfaltungsproblem ist das
inverse Faltungsproblem. Wie muss eine Aminosdure-
sequenz gestalten werden, damit sie sich prézise in eine
gewiinschte Architektur faltet? — Diese Frage ist fiir die
Biotechnologie relevant, um Proteine fiir technische
Anwendungen de novo synthetisieren zu konnen. Viele
bekannte Krankheiten (u.a. BSE, Creutzfeld-Jakob,
Alzheimer) sind das direkte Resultat einer fehlerhaften
Faltung von Proteinen, und ein besseres Verstdndnis der
Grundlagen ware hilfreich fiir Pravention und Therapie.
Die zweite zentrale Frage der Proteinforschung, die
nach der Beziehung zwischen Funktion und Struktur,
zeigt sich bei Betrachtung der 3D-Struktur des gefal-
teten Proteins. Die biologische Funktion ist daraus im
Allgemeinen nicht ersichtlich, sondern muss unabhén-
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Abb. 1:

Die Primiérstruktur eines Proteins besteht
aus einer Kette von 20 verschiedenen
Aminoséduren, die sich in den Seitenket-
ten unterscheiden. Zwei Aminosiduren
sind in Form von Kalottenmodellen dar-

gestellt.
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gig bestimmt werden. Fiir die Funktion ist die Dynamik
ein ganz wesentlicher Aspekt. Proteine fluktuieren

im thermischen Gleichgewicht zwischen vielen unter-
schiedlichen Strukturen und nehmen bei Funktionspro-
zessen angeregte Zustdnde ein. Im strikten Sinne gibt
es also iiberhaupt nicht ,,die“ Struktur eines Proteins;
vielmehr reprisentiert ein Proteinmodell lediglich die
mittleren Positionen der Atome. Gewohnlich handelt es
sich dabei um eine Grundzustandsstruktur; die Struk-

tur von Nichtgleichgewichtszustdnden ist bislang nur
in ganz wenigen Féllen bekannt. Zum Verstdndnis der
Funktion muss jedoch die zeitliche Entwicklung der

Struktur, einschlieBlich transient eingenommener Zwi-
schenzustédnde, aufgekldart werden [2].

Vom Genom zum Proteom

Durch den massiven Einsatz von Robotern und Com-
putern ist die Sequenzierung des gesamten menschli-
chen Genoms in nur wenigen Jahren gelungen. In den
Lebenswissenschaften tragen sich viele Wissenschaftler
mit der Hoffnung, dass der vollautomatisierte Ansatz
der Genomik insbesondere auf die Erforschung der Pro-
teine iibertragbar ist. Im Rahmen dieses Konzepts, der
Proteomik, soll die ganze Proteinausstattung einer Zel-
le, das Proteom, parallel erfasst werden, wobei Trenn-
verfahren wie zweidimensionale Gel-Elektrophorese,
chromatographische Methoden, Massenspektroskopie
und Biochips eine wichtige Rolle spielen. Proteinstruk-
turen sollen dann in ,, Strukturfabriken“ mit Hochdurch-
satzverfahren bestimmt und in Datenbanken gespeichert
werden. Geeignete Werkzeuge der Bioinformatik (,,data
mining“) sollen es schlieRlich erlauben, daraus die kom-
plexen Prozesse in der lebenden Zelle aufzukldren. Zum
Beispiel hofft man, durch Mustererkennung aus vielen
bekannten Proteinstrukturen die Struktur einer unbe-
kannten Sequenz bestimmen zu kdnnen.

,Es ist schon, dass der Computer das Problem ver-
steht. Aber ich mochte es auch verstehen.“ Diese Be-
merkung soll Eugen Wigner anldsslich einer langwieri-
gen, quantenmechanischen Berechnung gemacht haben.
Sie ist repréasentativ fiir die Denkweise der Physik, die
stets nach einfachen, generalisierenden Beschreibungen
von Naturphédnomenen sucht. Anstatt eine ,black box*
zu bauen, in die man eine Sequenz eines Proteins hin-
einfiittert und aus der am Ende eine gefaltete Struktur
herauskommt, bevorzugen es Physiker, Theorien und
Modelle zu entwickeln, die die komplexen Wechselwir-
kungen in Proteinen generell beschreiben. Diese Kennt-
nisse sollten es ermoglichen, Vorhersagen zur Faltung
und Funktion unbekannter Proteine zu machen. Einige
der groflen Fortschritte, die in den vergangenen Jahren
durch ein lebhaftes Wechselspiel von Theorie, Compu-
tersimulation und Experiment erzielt wurden, werden
in diesem Beitrag skizziert.
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Die Struktur der Proteine

Proteine sind Kettenpolymere aus 20 verschiedenen
Aminoséduren. Wie Abb. 1 zeigt, haben diese eine iden-
tische Riickgratstruktur, unterscheiden sich jedoch in
den Seitenketten. Die Sequenz der linearen Peptidkette
wird Primérstruktur genannt. Zwei frei drehbare Win-
kel pro Monomer ermdglichen die Faltung der Kette.
Abb. 2 zeigt Beispiele kleiner globuldrer Proteine mit
charakteristischen periodischen Strukturen, schrau-
benférmigen a-Helices und flachigen Anordnungen
dhnlich einem Wellblech, den g-Faltbldttern. Diese so
genannten Sekundéarstrukturelemente falten sich in die
dreidimensionale, extrem kompakte Tertidrstruktur des
Proteins. Viele Proteine weisen trotz vollig verschiede-
ner Sequenzen das gleiche Faltungsmuster auf. Derzeit
kennt man 560 verschiedene Faltungsmuster, und es
wird geschatzt, dass es hochstens einige tausend davon
gibt [3]. Trotz der hohen Packungsdichte der Atome,
vergleichbar der in einem Molekiilkristall, sind Protei-
ne dennoch flexible Gebilde. In einer Vielzahl verschie-
dener Konformationen koénnen die Atome um 1-2A
um ihre mittlere Position herum fluktuieren.

Synthetische Polymere hingegen haben nicht die Ten-
denz, eine kompakte raumliche Struktur einzunehmen.
Sie liegen in vielen verschiedenen offenen Strukturen
vor, die sich auch miteinander verheddern. Ahnliches
Verhalten findet man bei Proteinen unter unphysiologi-
schen Bedingungen. Diese so genannte Denaturierung
tritt auf bei zu hoher oder zu tiefer Temperatur, zu ho-
hem oder zu tiefem pH-Wert, bei hohem Druck oder in
Gegenwart von Kosolventien (z. B. Harnstoff, Sdure).

Thermodynamische Stabilitat

Proteine konnen in wéssriger Losung sehr leicht
denaturiert werden; ihre funktionale, native Form ist
also nur marginal stabil. Die Stabilitdt hiangt offenbar
stark von den Eigenschaften der Umgebung ab, im
Falle globulédrer Proteine vom wissrigen Medium. In
der Tat kann man die Hydrathiille als Teil der Struktur
auffassen, sie ist fiir die physiologischen Eigenschaften
essenziell. Seit den 60er-Jahren ist bekannt, dass Pro-
teine nach der Denaturierung wieder in ihre gefaltete
Form iiberfiihrt werden konnen, zum Beispiel, indem
man eine Losung des Proteins, die Harnstoff enthilt,
mit Wasser verdiinnt. Unter physiologischen Bedingun-
gen ist die native Struktur also thermodynamisch stabil
(oder zumindest metastabil auf sehr langen Zeitska-
len). Unter den iiblichen Bedingungen von konstantem
Druck und Temperatur ist dieser Zustand durch ein
Minimum der Gibbsschen freien Enthalpie charak-
terisiert. Die 3D-Struktur ist also bereits durch die
Primérstruktur vollstdndig bestimmt. Die DNA kodiert
damit nicht nur die Sequenz der Aminosduren, sondern
enthdlt auch die Information iiber die rdumliche Struk-
tur, was zuweilen als die ,zweite Hilfte des genetischen
Codes“ bezeichnet wird. Fiir kleine, globulédre Proteine
lasst sich der Ubergang zwischen dem nativen und dem
denaturierten Zustand vielfach durch ein thermodyna-
misches Modell mit zwei Makrozustdnden beschreiben;
er dhnelt einem Phaseniibergang erster Ordnung. Zu-
weilen treten weitere Makrozustidnde auf, die man als
Faltungsintermediate bezeichnet.

Welcher Natur sind die Wechselwirkungen, die die
native Form stabilisieren? Die Gibbssche freie Enthal-
pie, G=H-TS, setzt sich aus Beitrdgen der Enthalpie
H und der Entropie S zusammen. Letztere sind mit der
absoluten Temperatur T gewichtet. Die Beitrdge zur
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Enthalpie rithren von den Bindungen zwischen den
Atomen her. Fiir die Polymerkettendynamik spielen die
kovalenten Bindungen keine Rolle, da sie bei physiolo-
gischen Temperaturen stabil sind und nicht aufgebro-
chen werden. Wichtig sind hingegen die Bindungen, de-
ren Energien nur wenig grof3er sind als die thermische
Energie kT und die damit thermischen Fluktuationen
unterliegen. Hierunter fallen die dispersiven (van-der-
Waals) Bindungen, die auf Ladungsfluktuationen der
Elektronenhiillen zuriickgefiihrt werden, die elektrosta-
tischen Wechselwirkungen zwischen polaren Seitenket-
ten sowie die Wasserstoffbriicken innerhalb der Peptid-
kette einerseits und zwischen der Peptidkette und dem
Losungsmittel andererseits.

Enthalpie und Energielandschaft

Physikern weniger geldufig, jedoch fiir die Struktur-
bildung in biologischen Systemen von herausragender
Bedeutung, ist die hydrophobe Wechselwirkung. Diese
zeigt sich am einfachsten in dem Phinomen, dass Ol
und Wasser nicht mischbar sind. Ol enthélt hydropho-
be Molekiile, die keine Wasserstoffbriickenbindungen
mit Wasser eingehen konnen. Um hydrophobe Mole-
kiile herum bilden sich Kéfige aus Wassermolekiilen.
Struktur und Dynamik der an den Kafigen beteiligten
Wassermolekiile unterscheiden sich deutlich von denen
in der normalen Fliissigkeit. Die spontane Phasen-

Uberblick

entropie von 2,60 MJ/mol zur freien Enthalpie bei 25°C
abschétzen. Dieser Beitrag wird durch die anderen Bei-
trage zur freien Enthalpie nur geringfiigig iiberkompen-
siert, sodass der gesamte Verband von etwa 2500 Ato-
men mit nur 40 kJ/mol stabilisiert ist. Die Erzeugung
der geordneten, nativen Struktur (Entropieabsenkung!)
braucht also fast die gesamte iibrige freie Enthalpie auf.
Der Wert von einigen zehn kJ/mol ist typisch fiir kleine
globuldre Proteine; er entspricht der Bindungsenergie
von wenigen Wasserstoffbriicken. Diese marginale
Stabilitét ist essenziell fiir die Proteinfunktion; sie er-
moglicht die Flexibilitdt der Struktur. Die fast vollstan-
dige Kompensation grof3er Energiebeitrdge macht die
quantitative Beschreibung der Energetik allerdings sehr
schwierig.

force*.

Abb. 2:

1) Genauer: freie Enthal-
pie, ,potential of mean

trennung von Ol und Wasser zeigt, dass das System
Kontaktflichen zwischen Ol und Wasser vermeiden
mochte. Die Ausbildung von Kaéfigstrukturen fiihrt al-
so zu einer hoheren freien Enthalpie des Systems. Bei

Schleifen (schwarz) verbunden sind. Das
rot fluoreszierende Protein eqFP 611 (c)
besteht fast ausschlieBlich aus g-Faltblatt-
struktur, Flavodoxin (d) weist a-helikale

Modelle von drei kleinen globulédren Pro-
teinen. Das raumfiillende Modell (a) zeigt
die kompakte Struktur, die Cartoon-
Reprisentation des Peptidriickgrates (b)

Raumtemperatur ist die hydrophobe Wechselwirkung
im Wesentlichen entropischen Ursprungs; der Ord-
nungszustand der Wassermolekiile im Kéifig ist hoher
als in der normalen Fliissigkeit. Bei der Faltung von
globulédren Proteinen fiihrt die hydrophobe Wechsel-
wirkung nun dazu, dass Aminosduren mit apolaren,
hydrophoben Seitenketten im Inneren des Proteins ei-
nen hydrophoben Kern ausbilden, der fiir Wasser nicht
zugénglich ist, wahrend sich die hydrophilen Seiten-
gruppen bevorzugt an der Proteinoberfldche in Kontakt
mit dem wissrigen Medium befinden. Ein einfaches
geometrisches Modell, das die Polypeptidkette als kon-
tinuierliche Rohre beschreibt, zeigt, dass es nur relativ
wenige Topologien fiir den Verlauf des Riickgrats gibt,
die einen kompakten hydrophoben Kern erméglichen
[4]. Da die gefaltete Polymerkette viel weniger Mikro-
zustdnde (Konformationen) einnehmen kann als die
gestreckte, wirkt sich der Beitrag der entsprechenden
Konformationsentropie stark destabilisierend auf die
freie Enthalpie aus.

Bei der quantitativen Diskussion der stabilisierenden
Beitridge betrachtet man eine effektive Energiefunktion.)
Diese enthélt sowohl die intramolekulare Enthalpie der
Kette als auch die freie Enthalpie der Wechselwirkung
mit dem Losungsmittel, also alle Beitrdge zur freien En-
thalpie mit Ausnahme der Konformationsentropie der
Polypeptidkette. Sie ist eine hochdimensionale Funktion
der Konformationsfreiheitsgrade der Kette (selbst bei
kleinen Proteinen typisch mehrere tausend) und wird als
Energielandschaft (,energy landscape®) bezeichnet.

Unter physiologischen Bedingungen ist die freie En-
thalpie des nativen Zustandes nur minimal niedriger
als die des denaturierten Zustandes, was auf die fast
vollstandige Aufhebung groRer enthalpischer und en-
tropischer Beitrdge zuriickgefiihrt wird. Fiir das Protein
Myoglobin kann man einen Beitrag der Konformations-
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das Faltungsmuster von Cytochrom bgg, und Faltblattbereiche auf.

mit vier a-Helices (blau), die durch kurze

Die Dynamik der Proteinfaltung

Im Prinzip konnte man die gefaltete Struktur be-
stimmen, indem man fiir jede mogliche Konformation
der Polypeptidkette alle Wechselwirkungen innerhalb
des Proteins sowie zwischen Protein und Losungsmittel
berechnet. Jedoch steigt die Zahl der Konformationen
exponentiell mit der Anzahl der Monomere an. Nimmt
man fiinf mégliche Konformationen fiir jede Aminoséu-
re an, kommt man bei einem kleinen Protein mit 100
Aminosiduren bereits auf 5% ~ 10’° mégliche Konfor-
mationen. Der Prozess der Faltung ldsst sich als Trajek-
torie eines Punktes im Konformationsraum beschrei-
ben. Wenn man nun die Zeit fiir eine elementare Kon-
formationsdnderung mit ca. 10 ps abschétzt, wiirde es
10%° s dauern, bis die Peptidkette in einer statistischen
Suche (,random walk®) die native Konformation gefun-
den hat. Wie kann es nach dieser Abschdtzung beim ge-
genwirtigen Alter des Weltalls von 5 x 10V s iiberhaupt
gefaltete Proteine geben? Dies ist das bekannte Le-
vinthal-Paradox [5]; es zeigt deutlich, dass die Faltung
der Polypeptidkette nicht das Ergebnis einer zufélligen
Suche im Konformationsraum sein kann.

Wie aber schafft es ein kleines globuldres Protein,
die native Konformation in weniger als einer Sekunde
zu finden? Levinthal schlug vor, dass es spezifische
Faltungspfade im Konformationsraum gibt, sodass die
zuféllige Suche vermieden wiirde. Inzwischen ist jedoch
klar geworden, dass die Proteinfaltung sehr wohl eine
stochastische Suche zwischen vielen Konformationen
darstellt - allerdings ist diese nicht zuféllig, sondern
durch die Energie stark gerichtet. In den theoretischen
Modellen spielen stabilisierende Wechselwirkungen
der gefalteten Polymerkette, die so genannten nativen
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2) Pionierarbeit wird
derzeit mit dezentralen
Rechnern im Internet
(»folding@home*) ge-
leistet. Ab 2006 soll der
von IBM entwickelte
und 100 Mio. USS$ teure
Supercomputer Blue Ge-
ne mit massiv paralleler
Architektur und einer
Rechenleistung von 1
PetaFlop/s speziell fiir
Simulationen der Pro-
teindynamik eingesetzt
werden.
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Kontakte, eine besondere Rolle. Diese entstehen, wenn
Fluktuationen der Peptidkette beim Faltungsprozess
auch in der Sequenz weit auseinander liegende Teile
der Peptidkette zufillig in Kontakt bringen. Ein nativer
Kontakt stabilisiert die Kette und schréankt den Konfor-
mationsraum ein, sodass die zuféllige Suche nach dem
néchsten nativen Kontakt in dem verbleibenden Unter-
raum schneller geht. Durch die sukzessive Ausbildung
nativer Kontakte wird die Peptidkette effizient in die

Abb. 3:

Globale, trichterformige Energielandschaft eines Proteins. Die
Vertikale représentiert die effektive Energie der Kette, die sche-
matisch gegen zwei der vielen Konformationsfreiheitsgrade auf-
getragen ist. Auf der linken Seite sind typische Modellsequenzen
auf einem zweidimensionalen Gitter dargestellt. Die Vergrofe-
rung zeigt die raue Energielandschaft des nativen Proteins.

native Konformation gefiihrt. Der Kollaps der Polymer-
kette in die kompakte Form ldsst sich mit einer Energie-
landschaft veranschaulichen, die global die Form eines
Trichters (,folding funnel“) hat [6, 7] (Abb. 3). Der wei-
te Rand des Trichters beschreibt die vielen mdglichen
offenen Formen und damit die hohe Konformations-
entropie der entfalteten Peptidkette. Das Protein faltet
sich entlang einer geneigten Trajektorie in Richtung auf
das Minimum, das die gefaltete Spezies darstellt.

Frustrierte Sequenzen

Wie muss eine Aminosduresequenz beschaffen sein,
damit sich die globale Form eines Faltungstrichters
ergibt? Angesichts der relativ kleinen Zahl bislang
beobachteter Faltungsmuster und der riesigen Zahl
unterschiedlicher Proteinsequenzen sollten Details der
Sequenz nicht relevant sein (fiir die Funktion kann
allerdings der Austausch einer einzigen Aminosdure
fatal sein!). Wie verhalten sich Zufallssequenzen im
Vergleich zu Proteinsequenzen? Diese Fragen veran-

wry

Abb. 4:

Die Energielandschaften einer zufilligen und damit stark frust-
rierten Peptidsequenz (a) ist rau mit vielen lokalen Minima, die
sehr unterschiedlichen Strukturen entsprechen. Bei natiirlichen
Proteinen hat die Energielandschaft hingegen die Form eines
Trichters (b).
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lassten Bryngelson und Wolynes, das Problem der Pro-
teinfaltung mit Ansédtzen aus der statistischen Physik
ungeordneter Systeme zu betrachten [7, 8].

Ausgangspunkt war das ,Random Energy Model“
(REM), das aus der Theorie der Spingldser bekannt ist.
Spingldser sind ungeordnete, verdiinnte Anordnungen
magnetischer Atome in diamagnetischen Matrizen. Ab-
héngig von der lokalen Geometrie koppeln benachbarte
Atome entweder ferro- oder antiferromagnetisch. Beim
Abkiihlen einer Spinglasprobe richten sich die Spins
so aus, dass insgesamt eine Anordnung mit minimaler
Energie entsteht. Dabei gibt es Konflikte, wie aus der
Betrachtung dreier antiferromagnetisch gekoppelter
Spins ersichtlich ist: zwei konnen sich entgegengesetzt
und damit energetisch giinstig einstellen, wéhrend der
dritte nur zu jeweils einem der beiden anderen ener-
getisch giinstig stehen kann. Da es nicht moglich ist,
alle lokalen Wechselwirkungen simultan zu optimie-
ren, spricht man von ,Frustration“. Fiir das gesamte
Spinsystem fiihrt Frustration zu einer Quasi-Entartung
des Grundzustandes; es gibt viele Konfigurationen mit
dhnlicher Energie. Der durch Abkiihlung eingefrorene
Mikrozustand héngt von der Vorgeschichte ab; jeder
Abkiihlzyklus fiihrt zu einer anderen Spinkonfigurati-
on. Aullerdem existiert ein Glasiibergang: Da die An-
zahl thermisch zugdnglicher Konfigurationen mit der
Temperatur dramatisch absinkt, friert das Spinsystem
unterhalb der Glastemperatur in einer zufélligen Konfi-
guration ein.

Die Tendenz der Spins im Spinglas, sich in Bezug
auf die Nachbarspins optimal ausrichten zu wollen,
entspricht dem Bestreben der Aminos&duren im Prote-
in, sich im kompakten, gefalteten Zustand energetisch
optimal zu ihren Nachbarn anzuordnen. Zufillige Ami-
nosduresequenzen haben einen hohen Grad an Frustra-
tion. Sie haben eine raue Energielandschaft mit vielen
lokalen Minima mit hdchst unterschiedlichen Struktu-
ren (Abb. 4a) anstelle einer wohldefinierten, nativen
Konformation. Die Sequenzen in der Natur vorkom-
mender Proteine sehen zwar zufillig aus, ihre Energie-
landschaft hat jedoch global die Form eines Trichters.
Dabei sollte die Rauigkeit moglichst gering sein, damit
die vielen Faltungstrajektorien nicht durch Energiebar-
rieren behindert werden (Abb. 4b). Man spricht vom
,Prinzip der minimalen Frustration“. Die dennoch vor-
handene Rauigkeit erklédrt die Zwischenzustédnde oder
Faltungsintermediate, die bei der Untersuchung von
Proteinfaltungsreaktionen vielfach gefunden werden.
Im Innern des Trichters gibt es eine grole Anzahl von
Mikrozustdnden, die der nativen Form zugeordnet sind
(Abb. 3). Diese sind durch eine Energieliicke von den
denaturierten Mikrozustdnden separiert.

Modellrechnungen zur Proteinfaltung

Selbst bei Verwendung von Supercomputern sind
derzeit Faltungssimulationen bei vollstdndiger mikro-
skopischer Beschreibung aller Wechselwirkungen der
Peptidkette sowie des umgebenden Losungsmittels
noch kaum méglich.? Zur Vereinfachung der Rech-
nungen bedient man sich oft kurzer Modellsequenzen,
die aus zwei verschiedenen Monomeren (hydrophob/
hydrophil) bestehen. Oft werden nur Konformationen
auf 2D- oder 3D-Gittern betrachtet. Abb. 3 zeigt einige
Beispiele. Obwohl diese Modelle extreme Karikatu-
ren realer Proteine sind, erweisen sie sich als duRerst
niitzlich fiir das Verstdndnis der physikalischen Prinzi-
pien. So kann man die verschiedenen Konformationen
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vollstdndig aufzdhlen und ihre Energie und damit die
Wabhrscheinlichkeit ihrer Realisierung iiber den Boltz-
mann-Faktor berechnen. Durch entsprechendes Design
der Sequenzen kann man analysieren, wie sich minimal
bzw. stark frustrierte Sequenzen verhalten. Bei mini-
mal frustrierten Sequenzen zeigt sich, dass angeregte
Zustdnde dem Grundzustand dhneln und durch wenige
Rekonfigurationen aus diesem hervorgehen. Bei Zufalls-
sequenzen hingegen unterscheiden sich die tiefliegenden
angeregten Konformationen strukturell vollstindig vom
Grundzustand und bilden ,kinetische Fallen“: Um den
Grundzustand aus einem dieser Zustdnde zu erreichen,
muss das Protein erst wieder fast vollstdndig auseinan-
dergefaltet werden.

Bei der Analyse der Dynamik des Faltungsprozesses
an Modellsequenzen findet man nicht eine wahllose,
langwierige Suche a la Levinthal, sondern viele mogli-
che Trajektorien, die von der riesigen Zahl ungefalteter
Zustdnde zu den wenigen nativen Zusténden fiihren.
Die Faltungsdynamik in dieser rauen Energielandschaft
entspricht einer gerichteten Diffusion eines Teilchens
unter dem Einfluss des Potentialgradienten des Fal-
tungstrichters. Im oberen Teil ist der Trichter weit und
es gibt eine Vielzahl von alternativen Wegen. Selbst
wenn ein bestimmter Weg durch eine hohe Energiebar-
riere blockiert ist, gibt es mit hoher Wahrscheinlichkeit
alternative Routen, auf denen die Barriere umgangen
werden kann, sodass der anfiangliche Kollaps schnell
erfolgt. Erst in einer spdteren Phase wird der Prozess
verlangsamt, da der Trichter immer enger wird und nur
noch wenige Pfade zur nativen Struktur fithren. Die
Polymerketten miissen die wenigen Konformationen
entlang dieser Pfade finden, um in der Faltung voranzu-
schreiten. Solche entropischen Engpédsse konnen lange
charakteristische Zeiten der Faltung hervorrufen. Zu-
sdtzliche Rauigkeit der Energieflache kann den Prozess
gerade in dieser Phase behindern, sodass es zur Ausbil-
dung von transienten Zwischenzustdnden kommt.

Proteinfaltungsexperimente

In klassischen Faltungsexperimenten wird der kleine
Unterschied in der freien Enthalpie zwischen nativer
und denaturierter Form, der unter physiologischen Be-
dingungen existiert, auf chemischem (Zusatz von dena-
turierenden Stoffen) oder physikalischem (Temperatur,
Druck) Wege variiert und damit das Gleichgewicht
zwischen beiden makroskopischen Zustédnden gezielt
beeinflusst. Eine Reihe von physikalischen Messmetho-
den (u.a. optische Absorptions- und Fluoreszenzspek-
troskopie, Infrarotabsorption, Zirkulardichroismus,
NMR, Kleinwinkelstreuung) erlaubt es, den Anteil an
denaturiertem Protein im Ensemble zu bestimmen. Um
die Zeitabhdngigkeit (Kinetik) der Faltung an einem
Ensemble von Proteinen zu untersuchen, miissen alle
Proteine der Probe gleichzeitig dazu gebracht werden,
sich zu falten. Diese Synchronisation wird durch eine
externe Storung erzwungen und ldsst sich beispiels-
weise durch schnelle Verdiinnung einer Losung, die
das Protein in Anwesenheit eines denaturierenden
Stoffes enthilt, mit Wasser erzielen. Mikrostrukturierte
Fliissigkeitsmischer und Experimente mit kurzen Laser-
pulsen erméglichen sogar zeitaufgeloste Messungen im
Nano- bis Millisekundenbereich [9].

Die Vielzahl der moéglichen mikroskopischen
Faltungstrajektorien impliziert, dass sich Details der
Energielandschaft nicht durch Messungen an ganzen
Ensembles, sondern nur mit Einzelmolekiilmethoden
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gewinnen lassen. Eindrucksvolle Experimente zur Fal-
tung und Entfaltung wurden mit Hilfe von Rasterkraft-
mikroskopen durchgefiihrt [10]. Optische Methoden
wie die konfokale Fluoreszenzmikroskopie erméglichen
es, die Struktur und Faltungsdynamik der Peptidkette
direkt zu beobachten (Abb. 5).

Energielandschaften gefalteter Proteine

Der native Zustand bildet ein tiefes Minimum in der
Energielandschaft, das durch eine Energieliicke von
der Vielzahl der nicht-nativen Zustdnde abgetrennt ist.
Innerhalb dieses Zustandes kann das gefaltete Protein
eine groBe Anzahl von Mikrozustdnden einnehmen, die
auch als Konformationssubzustdnde bezeichnet wer-
den. Sie haben leicht unterschiedliche Strukturen, kon-
nen aber dennoch groRe Unterschiede in ihren Funk-
tionseigenschaften aufweisen. Sie werden durch lokale
Minima in einer rauen Energiefldche des gefalteten Pro-
teins représentiert (Abb. 3). Konformationsiibergédnge
finden in der Regel durch thermische Aktivierung statt,
sodass man aus der Temperaturabhédngigkeit dynami-
scher Prozesse die Hohe der Energiebarrieren zwischen
den Subzustdnden bestimmen kann. Tunnelprozesse
sind prinzipiell ebenfalls moglich. Eine Vielzahl von
Experimenten hat gezeigt, dass es ein breites Spektrum
von Energiebarrieren mit sehr unterschiedlichen Hohen
gibt. Selbst nahe am absoluten Temperaturnullpunkt
gibt es Konformationsiibergédnge, wie sich aus dem li-
nearen Anstieg der spezifischen Warmekapazitit, mit
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Abb. 5:

Faltungsexperimente an einzelnen Pro-
teinen lassen sich mit Hilfe konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie durchfiihren.

» a) Im Rasterbild stellt jeder Punkt

ein einzelnes Enzym (RNase H) dar, das
gezielt mit je einem griinen und einem
roten Fluoreszenzfarbstoff gentechnisch
markiert und zur stationiren Beobach-
tung an einer Glasoberfldche fixiert
wurde.

» b) Beim gefalteten Proteinmolekiil
(rechts) sind beide Farbstoffe nah beiein-
ander, sodass der griine Donor-Farbstoff
nach Absorption eines Photons seine
Anregungsenergie durch Fluoreszenzreso-
nanz-Energietransfer (FRET) effizient auf
den roten Akzeptor-Farbstoff iibertragen
kann, der anschlieRend ein rotes Photon
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emittiert. In der entfalteten Form (links)
sind die Farbstoffe weiter auseinander.
Strukturfluktuationen beeinflussen den
Abstand der Farbstoffe und damit die
Wahrscheinlichkeit fiir FRET.

» c) Aus der simultanen Messung der
Emission von Donor und Akzeptor eines
jeden einzelnen Proteins erhilt man His-
togramme der Molekiilzahlen als Funk-
tion der FRET-Effizienz E, in denen die
Populationen der gefalteten (E =~ 1, rot),
der entfalteten Proteine (E =~ 0,5, gelb)
sowie der Proteine mit fehlendem Akzep-
tor-Farbstoff (E =~ 0, griin) hervorgehen.
» d) Die Strukturfluktuationen lassen
sich aus der Fluoreszenzemission einzel-
ner Biomolekiile zeitaufgelost verfolgen.
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3) Ubrigens wird die
rote Farbe eines Steaks
durch die starke Absorp-
tion der Himgruppe des
Myoglobins im blauen
Spektralbereich des
Lichts hervorgerufen.

optischer Lochbrennspektroskopie bzw. Photonenecho-
experimenten und neuerdings auch mit Einzelmolekiil-
spektroskopie [11] zeigen lieB. GroRrdaumige Fluktua-
tionen der Struktur treten jedoch erst oberhalb einer
Temperatur von etwa 180 K auf. Dieses Verhalten ist
besonders deutlich aus dem signifikanten Anstieg der
mittleren quadratischen Fluktuationen der Atome, (x2),
zu erkennen, die mit der Mdssbauer- und Neutronen-
spektroskopie beobachtet werden [2, 12]. Unterhalb der
so genannten dynamischen Ubergangstemperatur T
steigt (x) proportional zur Temperatur an; das Protein
verhdlt sich wie ein harmonischer Festkorper. Oberhalb
von T, wachsen die (x2)-Werte weitaus stidrker mit der
Temperatur an. Daraus kann man schliellen, dass ober-
halb von T, thermisch aktivierte, fliissigkeitsdhnliche
Bewegungen innerhalb der nativen Konformation statt-
finden. Dieses Verhalten dhnelt der Dynamik viskoser
Fliissigkeiten oberhalb des Glasiibergangs. Das breite
Spektrum von Energiebarrieren zwischen den Konfor-
mationssubzustdnden fiihrt dazu, dass Proteine unter
physiologischen Bedingungen dynamische Prozesse mit
charakteristischen Zeiten iiber viele GroBenordnungen
in der Zeit aufweisen. Am schnellsten sind die harmo-
nischen Schwingungen innerhalb der Minima, die fiir

Abb. 6:

» a) Das aktive Zentrum von CO-ligan-
diertem Myoglobin (MbCO) L29W mit
dem am Hémeisen gebunden CO-Molekiil:
In den Konformationen A; und A;; haben
zwei rot und blau markierte Aminoséduren

» b) Nach Photodissoziation wandert das
CO-Molekiil durch Kavititen im Innern
des Proteins (in griin) zu verschiedenen
Andockstellen (B, C, D) und kann auch
aus dem Protein entweichen.

deutlich unterschiedliche Positionen.
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Wasserstoffatome eine Periode von ca. 10 fs aufweisen;
kollektive Schwingungen ganzer Gruppen finden auf
der Pikosekundenskala statt. Kooperative Bewegungen
kleinerer Bereiche werden auf der Nano- bis Mikrose-
kundenskala beobachtet. Die fiir die Proteinfunktion
wichtigen Umlagerungen ganzer Doménen finden sich
auf der Zeitskala von Mikrosekunden bis Sekunden
(und dariiber hinaus) [2].

Die Vielzahl von Konformationen und die breite Ver-
teilung der Aktivierungsbarrieren werfen Fragen nach
einer Struktur oder generellen Topologie des Konforma-
tionsraums auf. Frauenfelder postulierte auf der Basis
experimenteller Daten an Myoglobin eine hierarchische
Anordnung der Subzustidnde auf mehreren Ebenen
[2,13]. Auf der obersten Ebene findet man eine kleine
Anzahl diskreter, strukturell wohlunterscheidbarer
Konformationssubzustdnde. Innerhalb dieser ,taxono-
mischen® Subzustdnde gibt es weitere, nur statistisch
erfassbare Subzustédnde, die durch kleinere Energiebar-
rieren separiert sind. Diese ineinander geschachtelte
Anordnung mit sukzessive kleiner werdenden Barrieren
setzt sich iiber mehrere Ebenen fort. Hinweise auf ei-
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nen hierarchischen Aufbau des Konformationsraums
wurden inzwischen fiir viele Proteine experimentell

[11, 14,15] sowie durch Analysen der Trajektorien von
(klassischen) Molekulardynamiksimulationen gefunden.

Strukturdynamik im gefalteten Protein

Grofrdaumige Strukturdnderungen sind auf mole-
kularer Ebene nur fiir wenige Proteine im Detail un-
tersucht. Myoglobin, ein kleines globuldres Protein im
Muskelgewebe, hat sich seit vielen Jahren bei der Un-
tersuchung der Energielandschaft als Modellsystem be-
wihrt [2, 13]. Seine Funktion beruht auf der Fahigkeit,
ein kleines Gasmolekiil (O,, CO, NO) am Eisenatom
einer Himgruppe binden zu kénnen. Lichtabsorption
fiihrt zur Photodissoziation des Liganden vom Hamei-
sen, worauf sich der Ligand fortbewegt. AnschlieRend
kann derselbe oder auch ein anderer in der Losung
vorhandener Ligand wieder am Hdmeisen andocken.
Im Labor ldsst sich dieser Prozess durch Laserpulse be-
liebig oft starten, sodass Myoglobin ein ausgezeichnetes
Modellsystem fiir die Untersuchung der Proteindyna-
mik bei der Ligandenbindung ist. Die Strukturénde-
rungen konnen mit Hilfe verschiedenster spektrosko-
pischer Methoden charakterisiert werden. Erst in den
letzten Jahren ist es gelungen, diese Beobachtungen
direkt mit strukturellen Anderungen zu korrelieren.

Abb. 6a zeigt Teile der Struktur des aktiven Zen-
trums von CO-ligandiertem Myoglobin (MbCO), Mu-
tante L29W [16]. Ein CO-Molekiil ist am Eisen in der
Mitte der planaren Hamgruppe gebunden. Das Protein
hat zwei mogliche Konformationen, A; und Ay, mit
signifikant unterschiedlicher Struktur eines Teils des
Proteins. Dies ist an den alternativen Positionen zweier
Aminosdureseitenketten (blau und rot) zu sehen.

In kryokristallographischen Untersuchungen von
Proteinkristallen nach Photolyse des Liganden wurde
gezeigt, dass das CO-Molekiil durch Hohlrdume im
Protein wandern und an verschiedenen Stellen (B, C,
D in Abb. 6b) andocken kann. Aullerdem tritt bei Pho-
todissoziation oberhalb der dynamischen Ubergangs-
temperatur eine globale Strukturdnderung von A; nach
Aj;auf. Die transienten Andockstellen im Innern des
Proteins sind wichtig fiir die Funktion. Es gibt keinen
permanenten Kanal, auf dem der Ligand das Protein
verlassen kann. Pfade bilden sich nur transient durch
groRraumige Strukturfluktuationen, sodass das CO zum
Verlassen des Proteins bis zu 1 us braucht. Aufgrund
der Andockstellen ist die direkte Riickbindung des
Liganden wéhrend dieser Zeit stark unterdriickt.

Kiirzlich wurde dieser Prozess der Ligandenwan-
derung bei Raumtemperatur mit 150 ps Zeitauflosung
verfolgt [17]. In einer Rontgenstrukturanalyse an einem
Protein-Einkristall wurde der Rontgenpuls des ESRF-
Synchrotrons in Grenoble mit dem Laser synchroni-
siert, der das CO photodissoziiert. Durch zeitliche Ver-
setzung der beiden Pulse gelang es so, die Struktur zu
bestimmten Zeiten nach der Laseranregung zu messen,
es entstand erstmals ein , Film“ einer Proteinstruktur.

Optische und Infrarotspektroskopie geben zwar nur
indirekt Informationen iiber Strukturdnderungen, dafiir
sind sie jedoch weniger aufwindig, vielseitig einsetzbar,
und konnen mit héchster Zeitauflosung und einem
groBen Dynamikbereich durchgefiihrt werden. So eig-
net sich zum Beispiel der CO-Ligand in Hdamproteinen
hervorragend als Sonde, da seine starke Infrarotbande
stark von der Umgebung abhéngt, insbesondere vom
lokalen elektrischen Feld (Schwingungs-Stark-Effekt).
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Die Konformationen A; und Aj; in Abb. 6a lassen sich
leicht durch separate Infrarotbanden des CO-Liganden
(1945 und 1955 cm™!) unterscheiden. Zeitauflésende
Messungen an diesen Banden nach Photodissoziation
ermoglichen es, die Ligandenriickbindung am Ham-
eisen, Details der Ligandenbewegungen im Protein und
thermisch aktivierte Uberginge zwischen den Konfor-
mationen A; und Ay; iiber weite Bereiche der Zeit und
Temperatur zu untersuchen [18].

Dabei treten interessante Eigenschaften zutage, die
fiir eine raue Energielandschaft typisch sind. Relaxati-
onsprozesse werden in der Physik im einfachsten Fall
durch den exponentiellen Zerfall eines Ordnungspa-
rameters (z.B. Polarisation, Magnetisierung), der so
genannten Debye-Relaxation, beschrieben. In viskosen
Fliissigkeiten, Polymeren und Biomolekiilen hingegen
sind Relaxationen oftmals nicht exponentiell, sondern
zeigen ein breites Spektrum charakteristischer Zeiten.
Dies ist eine direkte Konsequenz der Heterogenitét
der Energielandschaft. Oft ergibt die gestreckte Ex-
ponentialfunktion oder Kohlrausch-Funktion, ®(t)
=exp [~ (2(T) t)f], eine gute Beschreibung der Relaxa-
tion. So weist zum Beispiel der Ubergang zwischen A,
und Ay in Abb. 6a ein § = 0,6 zwischen 200 und 300 K
auf. Der charakteristische Ratenkoeffizient »(T) ist stark
temperaturabhingig. Ublicherweise werden thermisch
aktivierte Ratenprozesse mit dem Arrhenius-Gesetz
modelliert, %(T) = A exp[-E/kT]. Die Beschreibung von
kollektiven Proteinbewegungen mit dieser Relation er-
gibt jedoch in der Regel unphysikalische Werte fiir den
Vorfaktor A und die Aktivierungsenergie E. Die Ferry-
Bissler-Relation, #(T) = A exp[-(E/kT)?], wird vielfach
in der Dynamik viskoser Fliissigkeiten und synthetischer
Polymere verwendet; sie wurde fiir das ,Random Energy
Model“ theoretisch hergeleitet. Der Energieparameter
E darin ist ein MaR fiir die statistische Rauigkeit der
Energielandschaft. Fiir verschiedenste globale Struk-
turdnderungen wurde eine Rauigkeit E =~ 10 kJ/mol ge-
funden [14,19], welche auch typisch fiir viskose Losun-
gen von Wasserstoffbriickenbildnern wie Glyzerin ist.

Ausblick

Proteine sind Makromolekiile von enormer Kom-
plexitit. Sie stehen auf der untersten Ebene der biolo-
gischen Selbstorganisation; dennoch ist die Physik der
Proteinfaltung und -funktion noch nicht hinreichend
verstanden. Biologische Systeme unterliegen der Evolu-
tion und damit dem Zufall. Muss man nun jedes Prote-
in fiir sich im Detail betrachten - oder wird man in der
Vielfalt der Proteine vereinfachende, vereinheitlichende
Prinzipien finden kénnen, die die Struktur, Dynamik
und Funktion dieser Systeme generell erkldren? Diese
Erwartung wird durch die Uberlegung gestiitzt, dass
auch die Evolution physikalischen Gesetzen unterliegt,
die sich den Kreationen der Evolution, von den Biomo-
lekiilen bis hin zu ganzen Organismen, aufprdagen. Ein
schones Beispiel ist die kleine Zahl méglicher Faltungs-
topologien von Proteinketten, die mit ,,platonischen
Korpern“ verglichen werden [3].

Weltweit werden insbesondere aufgrund der medizi-
nischen Relevanz riesige Summen in die Untersuchung
biomolekularer Prozesse investiert. Die Menge an expe-
rimentellen Daten iiber Proteine und andere Biomole-
kiile wird zukiinftig rasant anwachsen. Um dieser Da-
tenflut Herr zu werden, ist es unbedingt notwendig, die
beschreibende, klassifizierende Betrachtung der Biologie
mit quantitativen, von mathematischen Modellen und
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Theorien gepriagten Analysen der Physik zu ergédnzen.
Hier eroffnet sich fiir Physiker ein breites Arbeitsfeld mit
hervorragenden wissenschaftlichen Perspektiven. Um
dieser Entwicklung Rechnung zu tragen, werden zurzeit
insbesondere in den USA, aber auch in Deutschland,
verstédrkt Professuren fiir biologische Physik eingerich-
tet. In nicht allzu ferner Zukunft sollte es moglich sein,
Proteinstrukturen prézise vorherzusagen, Proteine durch
genetische Modifikation gezielt und quantitativ in ihrer
Funktion zu beeinflussen und Proteine de novo zu syn-
thetisieren. Die Erkenntnisse dieser Forschung werden
sich nicht auf die Biologie beschranken. Vielmehr sind
wichtige Impulse auch fiir andere Gebiete der Physik

zu erwarten, insbesondere bei der Herstellung und
Untersuchung von Strukturen auf der Nanoskala.
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