NANOTECHNOLOGIE

Lego mit Molekiilen

Mit relativ wenigen molekularen Baukldtzchen, die der
Autor und seine Mitarbeiter entwickelt haben, lassen sich
Strukturen im Nanometerbereich entwerfen und
zusammenfiigen — in praktisch jeder gewiinschten Form.

Von Christian E. Schafmeister

roteine sind die Nanomaschi-

nen des Lebens. Als solche ha-

ben sie Forscher wie mich, die

sich um die Konstruktion von
technischen Geriten im Miniaturformat
bemiihen, schon immer fasziniert. Pro-
teine sind meist sehr grofSe Molekiile aus
Hunderttausenden von Atomen und er-
reichen eine Linge von einigen Dutzend
Nanometern (milliardstel Metern). Un-
ser Korper enthilt mindestens 20000
verschiedene Sorten davon. Sie helfen
Nahrungsmittel zu verdauen, Knochen
aufzubauen, Muskeln zu kontrahieren,
unsere Umwelt wahrzunehmen und un-
ermiidlich Hunderte von kleinen Mole-
kiilen in unseren Zellen in den Stoff-
kreislauf zuriickzufiihren.

Als junger Chemiestudent triumte
ich 1986 davon, Makromolekiile (mit
mehr als 100 Atomen) zu entwerfen und
zu synthetisieren, welche die gleichen
faszinierenden Kunststiicke wie Proteine
vollbringen - und vielleicht noch ein

paar mehr. Seit dem Erscheinen der ers-
ten TRS-80-Maschinen Ende der 1970er
Jahre habe ich Computer programmiert
und mir ausgemalt, wie wunderbar es
wire, komplizierte molekulare Maschi-
nen ebenso leicht aufbauen zu konnen,
wie ich Software schrieb.

Was mir vorschwebte, war eine »Pro-
grammiersprache fiir Materie« — eine
Kombination aus Software und Chemie.
Der Nutzer miisste nur die Form einer
gewiinschten Nanomaschine eingeben,
und der Rechner wiirde die Abfolge che-
mischer Reaktionen ausgeben, mit der
ein Chemiker oder Roboter dieses Na-
nogerit zusammenfiigen kénnte.

Leider st6f3t die Idee, kiinstliche Na-
nomaschinen auf Proteinbasis zu erzeu-
gen, auf ein ernsthaftes Hindernis. Jedes
Protein fingt als einfache lineare Kette
von Aminosiuren an, die alle aus einem
Fundus von nur zwanzig Standardexem-
plaren stammen und in einer spezifi-
schen Abfolge aneinandergereiht sind.

So weit, so gut, doch Eigenschaften
und Funktionen von Proteinen hingen

In Kiirze

sagen und planen l&sst.

P> In Organismen erledigen Proteine als Nanomaschinen die verschiedensten Auf-
gaben. Weil sie aus flexiblen Aminosédureketten bestehen, die sich in sehr kompli-
zierter Weise verkndueln, ldsst sich die dreidimensionale Gestalt - und damit Funk-
tion - eines neuen, kiinstlich erzeugten Exemplars aber nur schwer absehen.

P> Der Autor und seine Mitarbeiter haben deshalb andersartige molekulare Ein-
heiten entworfen, die Legosteinen dhneln. Diese »Bis-Aminosduren« lagern sich zu
proteinartigen Gebilden mit einer starren Struktur zusammen, die sich gut vorher-

P> Solche »Bis-Peptide« hatten vielerlei Einsatzmoglichkeiten. Unter anderem
konnten sie als Arzneimittel, Katalysatoren, chemische Sensoren, Ventile im Nano-
meterbereich und Computerspeicher dienen.
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davon ab, wie sich diese Kette kurz nach
ihrer Bildung in der Zelle verkniuelt.
Dabei faltet sie sich zu einem kompli-
ziert verschlungenen Gewirr aus schrau-
benférmigen Spiralen — so genannten
Helices — und anderen Strukturelemen-
ten. Die Aminosiuresequenz legt zwar
im Prinzip die endgiiltige Form fest, aber
die Vorhersage, welche dreidimensionale
Gestalt eine Kette mit einer bestimmten
Sequenz annehmen wird, ist eines der
grofSten ungeldsten Probleme in den Na-
tur- und Ingenieurwissenschaften.

Was die Natur uns lehrt

Zwei Jahrzehnte nach meiner damaligen
Vision ist ihre Verwirklichung in mei-
nem Laboratorium schliefflich gelungen.
Meine Mitarbeiter und ich haben eine
Methode zur Herstellung grofSer Mole-
kiile mit programmierbarer Form und
auch die Software fiir ihre gezielte Pla-
nung entwickelt. Wir liefen uns dabei
vom modularen Aufbau natiirlicher Pro-
teine inspirieren, die aus vielfiltig kom-
binierbaren Untereinheiten bestehen. An-
ders als die flexiblen Aminosiureketten
erreichen unsere Molekiile ihre endgiil-
tige Gestalt aber nicht dadurch, dass sie
sich verkniueln. Auf diese Weise umge-
hen wir das ungel6ste Protein-Faltungs-
problem.

Mit dem von uns entwickelten Ver-
fahren mochten wir letztlich Molekiile
erzeugen, die spezifische Aufgaben erle-
digen oder Funktionen ausiiben kénnen.
Zunichst einmal denken wir dabei an
Sensoren, die Form und Farbe indern,
wenn sie sich an bestimmte Zielmole-
kiile wie Glukose, Toxine oder chemi-
sche Kampfstoffe anlagern. Beim Ando-
cken schwingen im Sensormolekiil zwei
fluoreszierende Gruppen aufeinander zu.
Die resultierende Farbinderung signali-
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Ein Sortiment von fiinf Molekiilen (rechts
oben) kann als Bausatz fiir proteindhnliche
Strukturen mit vorgegebener Geometrie die-
nen. Gezeigt ist ein s-formiges Gebilde, das
sich aus zwei der fiinf Bausteine (farbig um-
rahmt) erzeugen lasst.

KEN EWARD, BIOGRAFX
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[> siert dann die Anwesenheit des Zielmo-

WAS BIS-PEPTIDE VON PROTEINEN UNTERSCHEIDET

lekiils in der Probe.

Fin weiteres Vorhaben ist die Schaf-
fung langer, scharnierartiger Molekiile,
welche auf ein externes Signal hin auf-
oder zuklappen — ein Schritt in Richtung
molekularer Regelelemente, Ventile und
Computerspeicher.

Als Fernziel wollen wir unser Verfah-
ren so weit verfeinern, dass sich damit
komplexe Nanowerkzeuge anfertigen las-
sen, die dhnlich den Ribosomen, welche
innerhalb der Zelle die Synthese von
Proteinen bewerkstelligen, unter externer
Programmsteuerung andere Nanaoma-
schinen zusammenbauen. Das ist unsere
neue Zukunftsvision.

Als ich 1990 mein Grundstudium be-
endet hatte, sah ich den Weg zu Nano-
maschinen darin, die Regeln der Protein-
faltung zu entschliisseln, um so Proteine
mit gewiinschter Struktur erzeugen zu
konnen. Ich schloss mich daher Robert
M. Stroud und seinen Mitarbeitern an
der Universitit von Kalifornien in San
Francisco an, die Proteinkristalle ziich-
ten und mit Réntgenstrahlung beschie-
flen, um aus dem Streumuster die drei-
dimensionale Anordnung der Atome ab-
zuleiten.

Dank dieser Methode lernte ich, die
Komplexitit und die Schénheit von Pro-
teinstrukturen zu wiirdigen. Ich ver-
brachte vier Jahre damit, einen von mir
erdachten kiinstlichen Eiweifstoff na-
mens 4HBI zu erzeugen. Zuerst baute
ich ein kiinstliches Gen zusammen und
brachte es in Bakterien ein, die es »expri-
mierten« — also das in seiner DNA ko-
dierte Protein erzeugten. Als Nichstes
kristallisierte ich das erhaltene Molekiil
und bestimmte per Réntgenbeugung sei-
ne dreidimensionale Struktur. Das Auf-
regende daran war: Es hatte tatsichlich
die von mir geplante Form!

Anfang bei null

Doch trotz des Erfolgs nach all dieser
Miihe erwies sich 4HBI als Sackgasse. Es
war eben nur ein kiinstliches Protein mit
definierter Faltung, sonst nichts. Am
meisten enttiuschte mich, dass ich aus
meinem gelungenen Experiment keines-
wegs die erhofften einfachen Regeln fiir
die Planung anderer Eiweif$stoffe mit
gewiinschter Form ableiten konnte. Im
Gegenteil, ich musste feststellen, dass es
angesichts der Komplexitit der Protein-
faltung solche einfachen Regeln wohl gar
nicht gibt.
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NATURLICHE PROTEINE

Organismen benutzen im Allgemeinen ein Sortiment aus zwanzig verschiedenen Amino-
sduren: Kohlenstoffverbindungen, die eine Carboxyl- und eine Aminogruppe enthalten
(wobei eine der beiden Gruppen jeweils auch doppelt vorkommen kann). Diese Amino-
sduren werden zu flexiblen Ketten verkniipft, die bei geringer Lange Peptide und sonst
Proteine heillen. Zur Verkniipfung dienen Peptidbindungen, die entstehen, wenn eine
Carboxyl- und eine Aminogruppe sich unter Abspaltung von Wasser zu einem so genann-
ten Amid verbinden. Uber die endgiiltige Form eines Proteins entscheidet ein kom-
plexes Zusammenspiel der Wechselwirkungen zwischen allen Aminosduren der Kette.
Wegen dieser Komplexitat ist es duRerst schwierig vorherzusagen, welche dreidimen-
sionale Gestalt ein Protein mit bestimmter Aminosauresequenz einnehmen wird. (Alle
Molekiile sind der Ubersichtlichkeit halber stark schematisch gezeichnet.)

einzelne Aminosduren

Amino-
gruppe

Carboxyl-
gruppe

Protein

-

—-(

Peptid-
bindung

Bei Abschluss meiner Doktorarbeit
im Jahr 1997 lief§ ich deshalb meinen
urspriinglichen Plan fallen und fasste ei-
nen neuen. Man miisste, so meine
Schlussfolgerung, zur Konstruktion von
Nanomaschinen mit vorgegebenen Ei-
genschaften molekulare Komponenten
einsetzen, die ein weniger flexibles Ge-
riist ergeben, das seine Endform nicht
iber die Mechanismen der Proteinfal-
tung erlangt.

Das war allerdings keine ganz neue
Idee. Schon 1995 hatte Brent Iverson
von der Universitit von Texas in Austin
Bausteine entwickelt, die sich zu kurzen
Polymeren verketten lassen. Da diese
»Oligomere« so genannte Donor- und
Akzeptor-Gruppen enthielten, die reich
beziehungsweise arm an Elektronen sind
und einander deshalb anzichen, lagerten
sie sich von allein zu stapelartigen Ge-
bilden mit vorhersagbarer Struktur zu-
sammen.

Etwa zur gleichen Zeit entwarfen Sam
Gellman an der Universitit von Wiscon-
sin in Madison und Dieter Seebach an
der Eidgenéssischen Technischen Hoch-
schule Ziirich synthetische Molekiile aus
Beta-Aminosiuren, die sich von den na-
tiirlich vorkommenden Alpha-Aminosiu-

ren geringfligig im Aufbau unterschei-
den. Die aus ihnen gebildeten Beta-Pep-
tide falten sich in der Regel vorhersehbar
zu schraubenformigen Helices.

So inspirierend ich diese beiden Ver-
fahren zum Aufbau von Makromole-
kiilen mit spezifischer Struktur fand,
schienen sie mir das altbekannte Fal-
tungsproblem aber nur durch ein ande-
res zu ersetzen. Die Schwierigkeit liegt
darin, dass die neuen Molekiile ebenso
wie natiirliche Proteine ein »Riickgrat«
enthalten, dessen Atome iiber frei dreh-
bare Einfachbindungen verkniipft sind.
Dadurch hat die Kette jede Freiheit, sich
auf der ganzen Linge zu verwinden und
zu biegen. Wie sie das letztlich tut, hingt
vom komplexen Zusammenspiel anzie-
hender und abstoflender Krifte ab, die
auftreten, wenn die einzelnen Ketten-
bausteine einander niher kommen.

Mir schwebte ein radikalerer Ansatz
vor: Ich wollte den iiblichen Faltungs-
prozess nicht nur einschrinken, sondern
vollig ausschlieflen, um mehr Kontrolle
iiber die Form des Endprodukes zu ge-
winnen.

Deshalb begann ich, mir starre Bau-
steine auszudenken, die sich iiber zwei
Bindungen statt nur einer einzigen zu
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VORHERSAGBARE BIS-PEPTIDE

Das Forschungsteam um den Autor hat eine Bibliothek aus Bausteinen produziert, wel-
che die Carboxyl- und Aminogruppe doppelt enthalten. Bei der Verkniipfung dieser »Bis-
Aminosduren« entstehen deshalb gleich zwei Peptidbindungen. Das fiihrt zu einer star-
ren Kette - einem so genannten Bis-Peptid — mit einer vorhersagbaren Form, die direkt
durch die Sequenz der gewdhlten Bausteine bestimmt wird. Deshalb kénnen Chemiker
gewiinschte Nanostrukturen einfach durch Kombination von Bis-Aminosauren in einer
bestimmten Reihenfolge planen und aufbauen.

Bis-Peptide

einzelne

Bis-Aminosduren

NN

e God

MELISSA THOMAS

steifen, leiterartigen Makromolekiilen zu-
sammenfiigen lieSen. Als Vorbild dien-
ten mir Arbeiten von J. Fraser Stoddart,
der nach diesem Prinzip schon 1987 an
der Universitit Sheflield (England) einen
»molekularen Lego-Bausatz« zusammen-
gestellt und damit molekulare Giirtel
und Kragen erzeugt hatte.

Angesichts dieses Vorhabens wechsel-
te ich an das Laboratorium von Gregory
Verine an der Harvard-Universitit in
Cambridge (Massachusetts), um synthe-
tische organische Chemie zu lernen.
Nachdem ich mich dort zwei Jahre mit
der Herstellung von Aminosiuren be-
schiftigt hatte, ohne einen Weg zur Ver-
wirklichung meiner neuen Vision zu fin-
den, fiel mir ein Artikel tiber eine Ver-
bindung namens Diketopiperazin in die
Hinde. In diesem Molekiil bilden sechs
Atome einen Ring, der zwei Amidgrup-
pen ((CO-NH-) enthilt. Genau iiber
solche Gruppen sind die Aminosiuren
in Proteinen zu einem Strang verkniipft
— wie bei Menschen, die eine Kette bil-
den, indem sie sich an den Hinden hal-
ten. Ein Diketopiperazin-Ring entsteht,
wenn zwei Aminosiuren so zusammen-
kommen wie zwei Personen, die sich an
beiden Hinden fassen.
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Auf Proteinsynthesen spezialisierte
Chemiker kennen etliche elegante Reak-
tionen zum Kniipfen von Amidbindun-
gen (auch Peptidbindungen genannt)
zwischen Aminosiuren und sind mit
dem Diketopiperazin-Ring gleichfalls
bestens vertraut; denn er kann sich un-
erwiinscht bilden und dadurch die Pro-
teinsynthese storen. Mir kam jedoch die
Idee, gerade diese unerwiinschte Reak-
tion zur Verkettung meiner Baussteine
zu nutzen.

Molekularer Ringelreigen

Im Bild der Hindchen haltenden Ami-
nosiuren bestehen die beiden Hinde
aus kleinen Atomverbinden, die Chemi-
ker als Amino- (-NH,) und Carboxyl-
gruppe (-COOH) bezeichnen. Stellen
Sie sich die eine als die linke und die an-
dere als die rechte Hand vor. Ergreift
nun eine linke Hand eine rechte, kommt
es zu einer Amidbindung.

Allerdings wollte ich kein molekulares
Gegenstiick einer einfachen Menschen-
kette erzeugen — die entspricht ja den
gewohnlichen Aminosiurestringen der
Proteine. Vielmehr wollte
Bausteine iiber jeweils zwei Bindungen
miteinander verkniipfen. Wie miissten

ich meine

sie dazu aussehen? Die Antwort ist nicht
schwer. Stellen Sie sich einfach zwei
Menschen vor, die zum Beispiel Riicken
an Riicken zusammengebunden sind
und die Arme von sich strecken. Ein sol-
ches Menschenpaar kénnte mit einem
anderen in der Reihe Kontakt aufneh-
men, indem eine der zwei zusammenge-
bundenen Personen beide Hinde von ei-
ner Person des benachbarten Paars er-
greift — wodurch das Analogon einer
Diketopiperazin-Bindung entsteht.

Auf die Chemie iibertragen, ent-
spricht jedem Menschenpaar ein starres,
hauptsichlich aus Kohlenstoffatomen
bestehendes Molekiil, an dem sich auf
gegeniiberliegenden Seiten je eine Ami-
no- und eine Carboxylgruppe als linke
und rechte Hand befinden. De facto
handelt es sich dabei um eine Bis-Ami-
nosiure (nach lateinisch bis = doppelt).

Zwei solche Bausteine oder »Mono-
mere«, wie Chemiker sagen, kénnen sich
nun mit beiden Hinden fassen, indem
sie zwei Amidbindungen aus je einer
Amino- und Carboxylgruppe kniipfen
und dabei einen Diketopiperazin-Ring
bilden. Das Reaktionsprodukt vermag
sich auf analoge Weise auf beiden Seiten
mit weiteren Monomeren zu verbinden.
Da Biochemiker kurze Aminosiureket-
ten als Peptide bezeichnen, nenne ich
meine so entstchenden Ketten analog
Bis-Peptide.

Mit den Rohentwiirfen fiir ein Sorti-
ment von brauchbaren Monomeren in
der Hand wechselte ich daraufhin zur
Universitdt  Pittsburgh  (Pennsylvania)
und griindete dort ein neues Laboratori-
um, um zusammen mit Doktoranden
die synthetische Chemie zur Realisie-
rung meiner Idee zu entwickeln. Binnen
zwei Jahren hatte mein Mitarbeiter
Christopher Levins die ersten Bis-Ami-
nosduren synthetisiert. Seine Ausgangs-
substanz war Hydroxyprolin, eine kom-
merziell erhiltliche Aminosiure aus Kol-
lagen — dem DProtein, das Knorpeln,
Bindern und Sehnen ihre Festigkeit ver-
leiht; eine andere Forschergruppe hatte
aus dieser Verbindung frither schon Mo-
lekiile hergestellt, die unseren Mono-
meren im Aufbau recht nahekamen.

Nach einem neun Schritte umfas-
senden Syntheseplan, den Levins mit mir
zusammen ausgearbeitet hatte, erzeugte er
aus Hydroxyprolin vier verschiedene Bau-
steine, die wir pro4(254S), pro4(254R),
pro4(2R4S) und pro4(2R4R) nannten.

Der Namensbestandteil »pro4« rithrt da- [>
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WIE MAN MOLEKULE STARR VERBINDET

DAMIT DIE BIS-AMINOSAUREN nicht unkontrolliert Bindungen miteinander eingehen,
werden sie zundchst teilweise mit Kappen (grau) als Schutzgruppen versehen. Bei ih-
rer gezielten Verkniipfung vereinigen sich zwei von ihnen - etwa pro4 und hin, deren
chemische Strukturen links dargestellt sind - in mehreren, hier nicht gezeigten
Schritten unter Bildung eines Diketopiperazin-Rings (griin). Dieser ist ebenso starr
wie die anderen Kohlenstoff-Ringe in den Bis-Aminosauren. Dadurch ergibt sich eine
steife Kette mit voraussagbarer Form. (Einige Wasserstoffatome und Details der
Schutzgruppen wurden der Ubersichtlichkeit halber weggelassen.)

geschiitzte pro 4
Carboxylgruppe

entfernte
geschiitzte Kappen
Aminogruppe

, )
2 >

. Peptidbindung
ungeschiitzte
Carboxylgruppe Diketopiperazin-Ring
3 /( O Kohlenstoff
@ Sauerstoff
Stickstoff
3 freigesetzte @ Sticksto
Kappe o Wasserstoff
. Kappe
hin © ausgestoBene &

MELISSA THOMAS

Hydroxylgruppe

> her, dass alle Monomere der Aminosiure

Prolin ihneln, wobei eine zusitzliche
Aminosiure an ein Kohlenstoffatom ge-
bunden ist, das nach der konventionellen
Abzihlmethode der organischen Chemi-
ker die Nummer 4 trigt. Die Buchstaben
R und S geben die Orientierung der
Gruppen an diesem Kohlenstoffacom und
einem weiteren mit der Nummer 2 an.
Alle vier Monomere liegen als Pulver vor,
das bei Raumtemperatur monatelang sta-

bil bleibt.

Unermessliche Formenvielfalt

Zur Synthese von Bis-Peptiden hiingen
wir die Bausteine — also die Bis-Amino-
siuren — zunichst in der gewiinschten
Reihenfolge mittels Einzelbindungen an-
einander; erst danach kniipfen wir auch
die zweite Bindung und geben dem Mo-
lekiil so seine endgiiltige, starre Form.
Indem wir einzelnen Amino- und Car-
boxylgruppen gezielt schiitzende »Kipp-
chen« verpassen, sorgen wir daftir, dass
sich bei den verschiedenen Schritten kei-
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ne unerwiinschten Amidbindungen bil-
den kénnen.

Auf diese Weise erzeugte Levins kurze
Bis-Peptide aus seinen pro4-Monomeren
(Kasten auf der rechten Seite). Beim ers-
ten Teil der Synthese nahm er ein Triger-
material zu Hilfe. Es besteht aus Plastik-
kiigelchen mit Aminogruppen auf der
Oberfliche. Diese fixieren jeweils das
erste Monomer, indem sie mit einer sei-
ner beiden Carboxylgruppen — die ande-
re ist ebenso wie die zwei Aminogruppen
dieser Bis-Aminosdure geschiitzt — eine
Amidbindung bildet. Ein Uberschuss an
Baustein-Molekiilen stellt dabei sicher,
dass praktisch keine freie Aminogruppe
auf den Kiigelchen iibrig bleibt.

Durch Spiilen des Trigermaterials mit
einem Losungsmittel werden die iiber-
zihligen Monomere entfernt. Kurzes
Waschen mit einer Base lost anschlie-
Bend das Kippchen von einer der beiden
Aminogruppen des an die Kiigelchen ge-
hingten ersten Bausteins (die beiden
Amine tragen verschiedene Kappen, die

sich selektiv abtrennen lassen). Nun gibt
man den zweiten Baustein zu, der sich
wiederum mit seiner ungeschiitzten
Carboxyl- an die freie Aminogruppe des
ersten bindet. Als Nichstes wird die Kap-
pe von einer seiner Aminogruppen ent-
fernt und der dritte Baustein zugefiigt —
und so weiter.

Dieses schrittweise Zusammenbauen
braucht seine Zeit, weil man nach Zuga-
be eines Monomers jeweils etwa eine
Stunde warten muss, bis so gut wie alle
freien Aminogruppen sich ihr Baustein-
molekiil geschnappt haben. Zum Gliick
kénnen Roboter, die fiir die Peptidsyn-
these entwickelt wurden, die eintonige
Arbeit automatisch erledigen und dabei
viele Sequenzen gleichzeitig erzeugen.

Wenn eine Kette fertig ist, 16sen wir
sie mit einer starken Siure vom Kiigel-
chen ab. Anschlieflend entfernen wir die
schiitzende Kappe von der zweiten Ami-
nogruppe in jedem Kettenbaustein. Die-
se attackiert dann bei Zugabe einer ba-
sischen Lésung die Carboxylgruppe des
vorangegangenen Monomers, verdringt
dessen Schutzhaube und bildet eine wei-
tere Amidbindung mit ihm. Indem be-
nachbarte Bausteine dadurch doppelt
miteinander verkniipft werden, bekommt
das gesamte Molekiil eine starre Gestalt,
die wohldefiniert und vorhersagbar ist.

Wie sich herausstellte, sind die so fa-
brizierten Bis-Peptide in Wasser und an-
deren polaren Fliissigkeiten loslich. Da-
durch lassen sie sich leicht untersuchen
und moglicherweise zum Aufbau neuer
Arzneimittel nutzen, die sich im Blut
auflosen und verteilen miissen.

Die Bis-Aminosiuren, aus denen un-
sere Bis-Peptide bestehen, kann man sich
als mehr oder weniger verformte Lego-
steine vorstellen, bei denen die Oberseite
mit den Knépfen gegeniiber der Unter-
seite mit den Léchern geneigt und ver-
dreht ist. Auch sie lassen sich stapeln. Al-
lerdings entsteht in diesem Fall nicht ein
gerader, senkrechter Turm, sondern ein
schiefes, gekriimmtes Gebilde, wobei Art
und Ausmafl der Kriimmung von der
gewihlten Bis-Aminosiure abhingen.

Die erreichbare Vielfalt ist enorm: x
Bausteine 7 verschiedener Typen kann
man auf #* unterschiedliche Arten zu-
sammensetzen und entsprechend viele
Formen erzeugen — allein etwa eine Mil-
lion (4'°) bei einem zehn Blocke langen
Bis-Peptid aus unseren vier pro4-Mono-
meren. Je mehr verschieden geformte
Bausteine zur Verfigung stehen, desto
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genauer ldsst sich ein Makromolekiil mit
gewiinschter Gestalt zusammenbauen.
Die Herausforderung besteht dann da-
rin, die dazu notigen Sequenzen zu er-
mitteln.

Voraussetzung dafiir ist die Kenntnis
der Grofe jedes Legosteins sowie der
Neigung und Verdrillung der Knépfe auf
der Ober- gegeniiber den Léchern auf
der Unterseite. Diese Information sollte
zur Basis unserer »Programmiersprache
fur die Materie« werden. Allerdings lisst
sie sich an den Monomeren selbst nur
schlecht ermitteln. Stattdessen vermaflen
wir unsere ersten Bis-Peptide, um festzu-
stellen, in welchem Winkel sich die Bau-
klstzchen aneinanderfiigen.

Nanostrukturen
aus dem Computer
Als Methode benutzten wir unter ande-
rem die kernmagnetische Resonanz. Sie
zeigt, welche Wasserstoffatome in einem
Bis-Peptid rdumlich nahe beieinander-
liegen. Zusitzlich bestimmten wir mit
anderen Methoden die Orientierungen
der Kohlenstoff-Wasserstoff-Bindungen.
Aus diesen Messergebnissen konnten
wir die gewiinschten Daten iiber die
Form der jeweiligen Legosteine ableiten.
Mit deren Hilfe schliefllich schufen wir
ein CAD-Programm namens Cando

(computer aided nanostructure design and
optimization, computergestiitzte Planung
und Optimierung von Nanostrukturen)
fiir den Aufbau von Bis-Peptiden.

Gregory Bird, ein weiterer Doktorand
in meiner Gruppe, entwarf damit mole-
kulare Stibe und gekriimmte Strukturen
und baute diese Gebilde kiirzlich zusam-
men. Dabei heftete er an den Anfang
und das Ende jeweils eine so genannte
Spinsonde, um zu {iberpriifen, ob die
Syntheseprodukte im Reagenzglas mit
dem im Computer geplanten Molekiil
tibereinstimmten. In der Tat zeigten be-
stimmte Abfolgen von pro4(254S)- und
pro4(2R4R)-Bausteinen die von Cando
vorhergesagten Formen der Buchstaben
C und S (siche Grafik S. 80).

Die pro4-Bis-Aminosiuren #hneln
Legosteinen, deren gegeniiberliegende
Seiten relativ wenig gegeneinander ge-
kippt sind. Dadurch lassen sich stabfér-
mige und leicht gekriimmte Strukturen
daraus herstellen, die als Verstrebungen
dienen kénnten, um chemische Grup-
pen auf bestimmtem Abstand voneinan-
der zu halten. Viele Proteine erlangen
ihre besonderen Fihigkeiten jedoch da-
durch, dass sie iiber Hohlriume verfii-
gen, die gewdhnlich als Bindungstaschen
bezeichnet werden. Sie kénnen Molekiile
darin aufnehmen und deren Reaktionen

katalysieren oder sich damit spezifisch an
zapfenartige Zielstrukturen anlagern.

Um kompakte Bis-Peptide mit sol-
chen Hohlriumen zu erzeugen, mussten
wir unseren Fundus an Bausteinen er-
weitern. Mein Student Stephen Habay
ging den ersten Schritt in diese Rich-
tung, indem er eine Bis-Aminosiure ent-
wickelte — wir nennen sie »hin« —, die ei-
nen deutlichen Knick in einem Bis-Pep-
tid erzeugt.

Inzwischen ist unsere Monomer-
Sammlung auf 14 Stiick angewachsen.
Nach Berechnungen mit Cando sollte sie
ausreichen, um kompakte Bis-Peptide
mit Hohlrdumen zu erzeugen — gibe es
da nicht ein Problem. Wihrend die Re-
aktion, welche die zweite Amidbindung
bildet und das Geriist versteift, zwischen
den pro4-Monomeren relativ schnell ab-
lduft, erwies sie sich bei allen neuen Bau-
steinen als unerwartet trige. Zwar konn-
ten wir die Reaktionsgeschwindigkeit
durch Erhitzen steigern, aber dabei gerie-
ten die resultierenden Strukturen durch-
einander. Dieses Problem erwies sich als
gravierendes Hindernis fiir die Synthese
groflerer und komplexerer Bis-Peptide.

Indem mein Student Sharad Gupta
das Verfahren zum Kniipfen der zweiten
Amidbindung modifizierte, konnte er

diese Schwierigkeit teilweise iiberwin- [>

BAUANLEITUNG FUR BIS-PEPTIDE

AUSGANGSPUNKT DER SYNTHESE eines Bis-Peptids ist ein Kigel-
chen mit einer geschiitzten Aminogruppe. An diese dockt nach
Entfernen der Kappe (gelb) die erste Bis-Aminosaure iiber ihre
freie Carboxylgruppe an (1). Der Vorgang wird mit weiteren Bis-
Aminosduren wiederholt (2 und 3). So entsteht eine {iber Einzel-

bindungen verkniipfte Kette. Diese [6st man vom Kiigelchen ab
und entfernt alle verbliebenen Kappen (griin) von den noch un-
gebundenen Aminogruppen (4). Mit diesen reagieren nun die
restlichen Carboxylgruppen unter Freisetzung der Schutzhauben
und bilden so die zweite Bindung zwischen den Bausteinen.

entfernte 0
el Kappe /
tigelchen
freigesetzte
entfernte Kappen
Kappe\' Kappen <
Carb '; > neue X x <
arboxy!- Bindun
gruppe 4 iy / /
neue > —
Bindung | zweite
angefugter 4 5 Bindung
% Baustein ¥ >
Kappe
3
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> den. Er ersetzte in den Monomeren die

Kappe an der Carboxylgruppe durch
eine, die vom Amin leichter abgespalten
wird. Auflerdem fithrte er, inspiriert
durch einen Artikel aus den 1970er Jah-
ren, Essigsiure als Katalysator ein. Die
Kombination von Wirme und Siure be-
schleunigte die Ringschlussreaktion, oh-
ne die Struktur durcheinanderzubringen,
wie das bei Temperaturerhshung und
Zusatz einer Base geschehen war.

Wir verbrachten sechs Monate damit,
jene optimale Kombination von Ester,
Schutzgruppe, Losungsmittel und Tem-
peratur zu finden, die wir seither ver-
wenden. Trotzdem miissen wir das Pro-
blem irgendwann noch einmal anpa-
cken; denn unsere derzeitige Losung
funktioniert fiir Sequenzen mit mehr als
fiinf Monomeren nicht besonders gut.

Vorerst konzentrieren wir uns jedoch
darauf, Anwendungen fiir diejenigen
Bis-Peptide zu finden, die sich miihelos
herstellen lassen. Das sind solche von be-
liebiger Linge, wenn nur pro4-Mono-
mere darin vorkommen, und Exemplare
aus maximal fiinf Monomeren bei ande-
ren Ausgangsmaterialien.

Hemmstoff gegen Cholera

Als eine der ersten Einsatzmoglichkeiten
fiir unsere Bis-Peptide priiften wir, ob
sich eines davon fest an das Cholera-To-
xin (Ctx) heften und es so blockieren
koénnte. Der Giftstoff des Durchfallbak-
teriums hat fiinf identische Hohlriume,
je einen an den Ecken eines reguliren
Fiinfecks. Damit kann er das Gangliosid
GM1 (einen Fettstoff mit angehingter
Zuckerkette) binden; denn es enthilt ei-
ne Strukeur, die sehr gut in die pentago-
nale Anordnung der Hohlriume passt.
Die Epithelzellen, die den Diinndarm

CHRISTIAN E. SCHAFMEISTER

auskleiden, tragen GM1 auf ihrer Ober-
fliche, und wenn Ctx sich daran anla-
gert, 16st das eine Kette von Vorgingen
aus, die zu der lebensbedrohlichen
Durchfallerkrankung fithren. Molekiile,
die sich an die Hohlriume des Toxins
heften, konnten es daran hindern, an
menschlichen Zellen anzudocken, und
so den Krankheitsverlauf stoppen.

Andere Wissenschaftler haben kleine
Zuckermolekiile entwickelt, die sich ein-
zeln an die Hohlriume anlagern. Aber
diese Wirkstoffe funktionieren nicht gut,
weil sie nicht sehr fest am Ctx haften
und mit den fiinf gleichzeitigen Bin-
dungen, die das Toxin mit GM1 auf
menschlichen Zellen eingeht, nicht kon-
kurrieren kénnen. Uns schwebte ein Ge-
bilde vor, das in zwei der Hohlriume auf
einmal ein Zuckermolekiil steckt.

An den Enden unserer Bis-Peptide
lassen sich fast beliebige andere Gruppen
anbringen. Also nahmen wir ein stabfor-
miges Exemplar, dessen Linge gerade
dem Abstand von zwei benachbarten
Hohlriumen im Ctx-Protein entspricht,
und versahen es an beiden Seiten mit
kleinen Zuckermolekiilen. Tatsichlich
hafteten diese Bis-Peptide fester an Cix
als die Zuckermolekiile allein, und die
Bindung war mindestens so gut wie die
der natiirlichen GM1-Einheit.

Wir konnten jedoch bisher nicht fest-
stellen, ob sich unser Hemmstoff, wie
gewiinscht, an zwei Hohlriume auf
einem Ctx anlagert oder ob er sich an
je einen auf verschiedenen Toxin-Mole-
kiilen heftet und diese somit vernetzt.
Dann wire er schlecht als Medikament
zur Bekimpfung von Cholera geeignet,
weil er nur bei Menschen funktionieren
wiirde, die schon eine grofle — wahr-
scheinlich tddliche — Menge des Bakteri-

engifts im Korper haben; bei geringen
Cx-Mengen hitte ein Bis-Peptid, das
bereits mit einem Ende an einem Hohl-
raum auf einem Toxin-Molekiil haftet,
kaum eine Chance, einen zweiten Bin-
dungspartner zu finden.

Die Vernetzung von Proteinen auf der
Oberfliche von Viren erscheint dagegen
Erfolg versprechend. Deshalb arbeiten
wir nun an Bis-Peptiden, die nach die-
sem Muster Erreger wie HIV und den
Verursacher von Ebola bekimpfen.

AufSer starren Stiben mit Anhingseln
an den Enden haben wir molekulare Ak-
tuatoren entwickelt, in denen zwei Stibe
iiber ein Scharnier verbunden sind. Da-
bei handelt es sich um Vorrichtungen,
die auf ein Signal hin eine Bewegung
ausfithren. Unsere Aktuatoren sind so
konstruiert, dass sie normalerweise auf-
geklappt vorliegen und sich schliefSen,
wenn die Gruppen am duferen Ende der
Stibe ein Metallion oder ein kleines Mo-
lekiil binden. In einer ersten Version, die
meine Studentin Laura Velasco gebaut
hat, bestehen die Stibe aus vier Mono-
meren; als Scharnier fungiert eine ge-
wohnliche Aminosiure, und ein Metall-
ion sorgt fiir das Auf- und Zuklappen.

Eine Anwendung wire ein moleku-
lares Ventil, in dem die Stibe mit einem
Ende an der Wand eines nanometerbrei-
ten Lochs befestigt sind und in dieses
hineinragen (Kasten auf der rechten Sei-
te). Im gestreckten Zustand wiirden sie
den Durchgang blockieren, im gefalteten
dagegen den Weg freigeben. Solche Ven-
tile lieSen sich fiir eine Vorrichtung ver-
wenden, die eine Messgrofle bei einem
Patienten {iberwacht und im Bedarfsfall
einen geeigneten Wirkstoff freisetzt. Das
Auf- und Zuklappen wire elektroche-
misch steuerbar — mit Gruppen an den

Diese Beispiele von Bis-Peptiden,

synthetisiert von der Gruppe des Au-
tors, zeigen eine Auswahl méglicher Formen.
Eine Kette aus einer als pro4(2R4R) bezeich-
neten Bausteinsorte (hellblau) schldngelt
sich nur leicht (links). Durch Einfiigen von
einer oder mehreren Einheiten einer ande-
ren Bis-Aminosdure namens pro4(2R4S)
(orange) ldsst sich die Kriimmung verstér-
ken, sodass Gebilde in Form eines C sowie
eines S entstehen.
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Stabenden, die sich bei einer bestimmten
Spannung zusammenlagern.

Ein Wald von Stiben mit Scharnieren,
die auf diese Weise einzeln regulierbar
sind, liee sich auch als Computerspei-
cher einsetzen. Die Spitze eines Kraftfeld-
mikroskops konnte die Reihen in diesem
Wald scannen und festellen, welche Sti-
be aufrecht stehen und die Binirziffer 1
symbolisieren — dhnlich werden in dem
experimentellen  »TausendftifSler«-Lauf-
werk von IBM die Zustinde »Loch« oder
»Nicht-Loch« bestimmt (Spektrum der
Wissenschaft 5/2003, S. 90). Ein Bit in
Lochform zu lschen ist jedoch schwie-
rig. Bei uns miisste nur der Stab zusam-
mengeklappt werden.

Kombination aus Chemie

und Software

Die Seitenketten der zwanzig natiirlich
vorkommenden Aminosiuren tragen
eine Vielzahl chemischer Gruppen. Die-
se sind in Proteinen so angeordnet, dass
sich eine dreidimensionale Struktur er-
gibt, die dank ihrer Form und sonstigen
Eigenschaften chemische Reaktionen be-
schleunigen, kleine Molekiile binden
oder viele andere Funktionen ausiiben
kann. Analog entwickeln wir in unseren
Laboratorien Legosteine, die zusitzliche
chemische Gruppen tragen, mit denen
folglich auch die daraus zusammenge-
setzten Bis-Peptide an ihrem leiterartigen
Riickgrat bestiickt sind.

Das erste solche Monomer haben wir
schon hergestellt. Unser Ziel ist die Syn-
these von Makromolekiilen mit der glei-
chen Anordnung chemischer Gruppen
wie in den katalytisch aktiven Zentren
von Enzymen. Von da bis zu Designer-
Enzymen wire es dann nur noch ein
kleiner Schritt.

Vor meinem geistigen Auge sehe ich
in zwanzig Jahren Dutzende emsiger
Entwicklerteams rund um den Globus,
die auf der Basis von Bis-Peptiden pass-
genaue Makromolekiile entwerfen und
lernen, kiinstliche Enzyme sowie andere
niitzliche molekulare Vorrichtungen zu
bauen. Die Synthese einiger aussichts-
reicher Mittel gegen Krebs wie Hali-
chondrin-B und Bryostatin ist derzeit
sehr schwierig und kostspielig. Anderer-
seits kénnen die Schwimme und Mee-
resorganismen, die diese Verbindungen
produzieren, den Bedarf bei Weitem
nicht decken. In zwanzig Jahren gelingt
es uns vielleicht, kiinstliche Enzyme zu
fabrizieren, die diese und andere wert-
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NANOVENTILE

VENTILE MIT EINEM DURCHMESSER VON NUR DREI NANOMETERN, die sich mit Hilfe
von Bis-Peptid-Aktuatoren 6ffnen und schlieRen lassen, befinden sich derzeit im Ent-
wurfsstadium. Die Regelelemente wurden schon synthetisiert und erprobt. Sie be-
stehen aus zwei kurzen Bis-Peptid-Staben (griin), die durch eine Aminosédure als
Scharnier verbunden sind. Bei geringer Konzentration des Metallions (gelb), das den
Mechanismus ausldst, ragen sie von den Randern kleiner, durch eine Aluminium-
scheibe gebohrter Lécher (grau) nach innen, sodass groReren Partikeln oder Mole-
kiilen (orange) der Durchlass verwehrt ist (oben). Bei hohen Konzentrationen heften
sich die Tonen an Rezeptoren (rot) an den Enden der Bis-Peptide, wodurch diese zu-
sammenklappen und den Kanal freigeben (unten).

geschlossener Kanal

Scharnier
(Aminoséure)

offener Kanal
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volle Verbindungen in preiswerter und
umweltfreundlicher Weise produzieren.
Man stelle sich vor, wie es wire, einen
Tropfen einer Losung kiinstlicher En-
zyme in ein Fass mit stark frukcosehal-
tigem Maissirup zu geben und wenige
Tage spiter kiloweise Bryostatin daraus
zu isolieren! Auch wenn sich syntheti-
sche Enzyme herstellen liefen, die durch
Abbau pflanzlicher Zellulose oder mit-
tels Sonnenlicht aus Wasser und Kohlen-
dioxid Ethanol erzeugen, wire das ein
Riesengewinn fiir die Menschheit.

Meine Mitarbeiter und ich haben
eine Kombination aus Chemie und Soft-
ware zur Herstellung von Makromole-
kiilen mit programmierbarer Form ent-
wickelt. Da die Synthese von Bis-Pepti-
den nur ein paar Tage dauert, kénnen
wir innerhalb von Wochen beliebige
Exemplare entwerfen und zusammen-
bauen, ihre Eigenschaften testen und die
nichste Generation von Substanzen mo-
dellieren. Die grofle Herausforderung fiir
die kommenden Jahre wird darin beste-
hen, sich eine sinnvolle Funktion auszu-
denken und zu lernen, welche Abfolge
von Monomeren ein Bis-Peptid ergibt,
das sie am besten erfiillt.

Christian E. Schafmeister ist
Chemieprofessor an der Uni-
versitat Pittsburgh (Pennsyl-
vania) und Mitglied der Ar-
beitsgruppe, die fur das
Foresight Nanotech Institute
in Palo Alto (Kalifornien) einen Fahrplan fiir
die Realisierung produktiver Nanosysteme
erstellt. Er hat 1997 an der Universitat von
Kalifornien in San Francisco promoviert und
danach an der Harvard-Universitat in Cam-
bridge (Massachusetts) eine neue Methode
entwickelt, Peptide resistenter gegen den Ab-
bau durch Proteasen zu machen, was ihre Eig-
nung als Medikamente verbessert.

Flexibility and lengths of bis-peptide nano-
structures by electron spin resonance. Von S.
Pornsuwan et al. in: Journal of the American
Chemical Society, Bd. 128, Nr. 12, S. 3876,
29.3.2006

The synthesis of curved and linear structures
from a minimal set of monomers. Von C. G. Le-
vins und C. E. Schafmeister in: Journal of Or-
ganic Chemistry, Bd. 70, S. 9002, 2005

A field guide to foldamers. Von D.J. Hill et al.
in: Chemical Reviews, Bd. 101, Nr. 12, S.
3893, Dezember 2001

Weblinks zu diesem Thema finden Sie unter
www.spektrum.de/artikel/893109.
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