Der Biologie-Preis 2010 wurde Frau Birte Hocker, Tiibingen, fiir ih-
re herausragenden Beitrige zum Verstindnis der Evolution von Enzymen
verlichen.

Einblicke in die Mechanismen der Evolution durch
Protein Design

BIRTE HOCKER

Das heutige Leben basiert auf der
chemischen Aktivitit von Proteinen.
Proteine gehoren zu den Grundbau-
steinen der Zelle und nehmen an na-
hezu jedem zelluliren Vorgang teil.
Sie katalysieren chemische Reaktio-
nen, erkennen und transportieren
Stoffe, und geben der Zelle Struk-
tur und Stabilitit. Um diese kom-
plexen molekularen Prozesse effizient
und mit hoher Prizision auszufiihren,
nehmen Proteine in der Regel eine
definierte dreidimensionale Struktur

ein. Der Faltungsvorgang, der zu ak-
tiven StrukFuren fithre, ist sehr korn— Birte Hiscker, Gruppenleiterin am
plex und leicht zu storen. Daher glbt Max-Planck-Institut fiir Entwicklungs-
es sowohl Faltungshelfer (Chaperone) biologie, Tiibingen, Trigerin des
in der Zelle, die den Vorgang unter-  Biologie-Preises 2010
stiitzen, als auch Mechanismen, die
dazu fithren, dass falsch gefaltete Proteine schnell abgebaut werden. Trotz-
dem beruhen viele Krankheiten auf der Mif$faltung von Proteinen, wie z. B.
Alzheimer und Parkinson, was wiederum auf die Bedeutung des Faltungs-
prozesses fiir den Organismus hinweist. Zudem wissen wir heute, dass sich
nicht jede beliebige Polypeptidkette faltet. Tatsichlich wiirde von einer An-
zahl zufillig synthetisierter Proteinketten nur ein Bruchteil eine definierte
Struktur einnehmen. Diese Problematik wird auch als das Falcungsproblem
bezeichnet und ist eines der bedeutendsten ungelosten Probleme der Bio-
logie.

Wie also konnte die Natur diese grof8e Anzahl stabiler und funktiona-
ler Proteine hervorbringen? Bei niherer Betrachtung von hochauflgsenden
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Proteinstrukturen wird deutlich, dass das Problem in der Natur umgangen
wird, indem unabhingig faltende Module (Dominen) immer wieder Ver-
wendung finden. Diese strukturellen Grundeinheiten, die aufgrund ihrer
raumlichen Anordnung in verschiedene Faltungstypen eingeteilt werden,
bestehen meist aus etwa 100 aminosiurelangen Polypeptidketten. Bei Ver-
wendung der iiblichen 20 Aminosiuren ergibt sich eine Komplexitit von
20'% Moglichkeiten, weitaus mehr als die Anzahl an Teilchen im Univer-
sum. Eine Domine ist demnach ebenso zu komplex, um de novo entstan-
den zu sein. Wie also haben sich Dominen entwickelt?

Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass die ersten gefalteten Proteine
durch Fusion und Rekombination aus urspriinglichen Peptiden in einer
RNA-basierten Welt entstanden seien. Diese Peptide nutzten zunichst Nu-
kleinsduren als Faltungsgeriiste. Nach Fusion zu lingeren Ketten stabilisier-
ten sie sich gegenseitig und entwickelten sich iiber kleine, stabile Faltungs-
einheiten, iiber Dominen bis hin zu komplexeren Proteinen, die letztlich
die Ribozyme als Katalysatoren ablosten'-2.

Ein sehr effizienter Weg, neue Proteine zu erzeugen, ist, bereits existie-
rende stabile Faltungseinheiten mittels Genduplikation und Rekombina-
tion zu rekrutieren und anzupassen. Duplikation generiert dabei geneti-
sches Material, welches ohne Verlust essentieller Gene durch Mutation und
Selektion verindert werden kann. Rekombination, ein natiirlicher Vorgang
bei dem DNA-Striinge brechen und neu verkniipft werden, erh6ht die Viel-
filtigkeit durch Neuordnungen der Gensequenzen. Durch diese Mechanis-
men kann die Komplexitit von Proteinen schnell erhéht werden, wihrend
kleine Verinderungen und Anpassungen dagegen durch Punktmutationen
erreicht werden. Letztlich entscheidet dann natiirliche Selektion, ob diese
zufilligen Verinderungen sich etablierten.

Protein-Design nach Vorbild der Natur

Die Natur hat unter Verwendung der oben beschriebenen Mechanismen
eine Vielzahl Proteine hervorgebracht, die komplexe molekulare Prozesse
effizient und prizise ausfiithren. Diese Mechanismen haben wir nun experi-
mentell an Proteinen zweier weit verbreiteter Faltungen nachvollzogen, um
zum einen die Hypothese der Evolution von Proteindominen aus kleine-
ren Einheiten zu priifen und zum anderen ein verbessertes Verstindnis der
Abldufe hinsichtlich einer Anwendung im Protein-Design zu erhalten. Die
Neukonstruktion oder das Design von Proteinen mit neuen, verinderten
oder fiir eine Anwendung optimierten Eigenschaften wird angestrebr, seit-
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dem die gezielte Verinderung eines Protein-kodierenden Leserasters mog-
lich ist. Das Studium der Evolution und ihrer Mechanismen kann daher
als Grundlage fiir die Konstruktion neuer gefalteter und funktionaler Pro-
teine dienen, da im Verlauf der Evolution Polypeptidketten kontinuierlich
an spezifische, neue Funktionen angepasst werden®.

Fiir die Evolution der groffen Faltungsfamilie der (Ba)g- oder TIM-
barrel-Proteine werden zum Beispiel mehrere Genduplikationsereignisse
diskutiert. In zwei (Bat)g-barrel-Enzymen aus der Biosynthese der Amino-
sdure Histidin (HisA und HisF) wurde eine klare Sequenzsymmetrie gefun-
den, welche sich in einer eindeutigen strukturellen Ahnlichkeit der Protein-
hilften widerspiegelt. Diese Beobachtung fithrte zu der Hypothese, dass
diese beiden Enzyme durch zwei aufeinanderfolgende Duplikationsschritte
aus einer Urhilfte hervorgegangen seien®>. Diesen Evolutionsweg konnten
wir im Labor rekonstruieren und aus zwei identischen Hilften des HisF-
Enzyms ein stabiles und gefaltetes Protein erzeugen (Abb. 1). Dazu wurden
zwei Genkopien, welche fiir die C-terminale Hilfte von HisF kodieren,
in tandem kloniert, das Protein heterolog in Escherichia coli exprimiert und
charakterisiert®. Anschlieend wurden stabilisierende Mutationen an der
Kontaktfliche der Hilften eingefiigt, so dass ein sehr stabiles, symmetri-
sches (Ba)g-barrel entstand’.

Dariiber hinaus konnten in einem weiteren Experiment Hilften von
HisA und HisF neu kombiniert werden, die zusammen ein stabiles chimi-
res Protein bilden (Abb. 1). Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass der Aus-
tausch von Halb-barrel-Dominen zur Diversifizierung der Proteinfamilie
beigetragen haben kann. Die funktionellen Eigenschaften der Halb-barrel
konnen dadurch neu kombiniert werden und mégen so zu neuen und kom-
plexeren Funktionen gefiihrt haben®. Wie schnell ein solches neues Pro-
teingeriist eine Funktion akquirieren kann, konnte durch ein ,gerichtete
Evolution®-Experiment gezeigt werden, indem mit wenigen Punktmuta-
tionen eine verwandte Funktion mit Wildtyp-ahnlicher Effizienz etabliert
werden konnte®.

Ebenso kann auch die Rekombination von Fragmenten verschiedener
Faltungen zu neuen Strukturen fithren. Zum Beispiel finden sich grofle
strukturelle Ahnlichkeiten zwischen dem oben beschriebenen Halb-barrel
und Proteinen der Flavodoxin-ihnlichen Faltung’. Basierend auf dieser Be-
obachtung ersetzten wir den N-terminalen Teil von HisF durch Teile des
Flavodoxin-hnlichen Proteins CheY. Durch Fusion der Fragmente f1 und
a2-B5 aus CheY mit a4-a8 aus HisF entstand die sehr stabile Protein-
chimire CheYHisF'°. Eine Kristallstrukturanalyse der Chimire bestitigte
die barrelihnliche Faltung und zeigte, dass die Strukeur der Fragmente im



186 Birte Hocker

HisA ’ HisF CheY

\ / \ / Rekombination
o
AN

D ¢
¢ ¢ Optimierung/

. .’ Mutationen
Abbildung 1: Konstruktion von (Ba)g-barrel-Proteinen durch Rekombination und
anschlieflende Optimierung durch Punktmutationen. Links: Kombination von Halb-
barrel-Fragmenten von HisA (orange) und HisF (blau), auf dessen Geriist eine Aktivi-
tit etabliert wurde. Mitte: Duplikation und Fusion einer HisF-Hilfte mit anschliefen-
der Optimierung der Kontaktflichen. Rechts: Kombination von Fragmenten aus HisF

(blau) und CheY (griin). Das neue Sekundirstrukturelement ist in rot dargestellt, mit
anschlieflender Optimierung der Kontaktflichen und der Ligandenbindetasche.

&

neuen Kontext beibehalten wird. Jedoch deckte die Analyse auch einen un-
erwarteten neunten p-Strang auf, der vom C-terminalen Ende des Proteins
gebildet wird und sich in das Innere des Barrel einfiigt. Dieses neue struk-
turelle Element hebt Spannungen auf, die von einer suboptimalen Packung
an der Kontaktfliche herrithrt. Um die Kontaktflichen der Fragmente ein-
ander anzupassen und ein echtes achtstringiges Barrel zu bauen, benutzten
wir computergestiitztes Design. Wenige gezielte Mutationen fiihrten zu ei-
nem stabilen (Ba)g-barrel, dessen vorhergesagte Struktur experimentell ve-
rifiziert werden konnte!!. Weitere Optimierung dieser CheYHisF-Variante
fiihrte zudem zur Etablierung einer hochaffinen Ligandenbindungstasche

(Abbildung 1).

SchlufSfolgerungen

Diese Rekonstruktionsexperimente illustrieren einerseits, wie die Entste-
hung von Proteindominen abgelaufen sein konnte, und zeigen anderer-
seits den Einsatz derselben Mechanismen im Proteindesign. Wir kénnen
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festhalten, dass die Konstruktion durch Duplikation und Rekombination
zu neuen Proteingeriisten fiithrt und dass wenige Mutationen zur Optimie-

rung der Packung und Funktionalitit ausreichen. Daraus lisst sich folgern,

dass die Evolution von Proteinen aus kleineren Fragmenten in der Tat wahr-
scheinlich ist. Da unsere Experimente mit heutigen Proteinen durchgefiihrt
wurden, kénnen wir auflerdem schlieffen, dass dieser dynamische Prozess

auch heute noch stattfinden kann. Ingesamt zeigen die Ergebnisse, dass die
Anwendung evolutionirer Mechanismen ein grofies Potential fiir das De-
sign von neuen Proteinen mit neuen Funktionen birgt.
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