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Wir wissen vielleicht nicht, wie man Proteine konstruiert, aber die Evolution weil3 es mit Sicherheit’, hat die Grand Dame der gerichteten Evolution
Frances Arnold dieses Bild untertitelt. Proteindesigner nutzen also mit gutem Grund die gerichtete Evolution, um Proteine zu optimieren.

GERICHTETE EVOLUTION VON PROTEINEN

Wie es der Zufall will

Am Computer designte Proteine funktionieren in der Realitdit nicht immer so wie erwartet. Meist ist noch ein
Finetuning durch gerichtete Evolution nétig, die die Proteine nach dem Zufallsprinzip optimiert - und dazu
von den Experimentatoren mit sehr ausgefeilten Selektionsverfahren in die anvisierte Richtung gelenkt wird.

Fir das Optimieren von Proteinen existiert ein
Verfahren, das sich seit mehr als drei Milliar-
den Jahren bewdhrt hat: Mutation und Selek-
tion. Es ist also naheliegend, dass Forschen-
de beim Proteindesign die Mechanismen der
Natur abkupfern. Auch im Labor kann man
Nukleotidsequenzen mehr oder weniger zu-
féllig verdandern, ihre Genprodukte syntheti-
sieren und dann mit geeigneten Assays die
vielversprechendsten Kandidaten herauspi-
cken. AnschlieBend variiert man die selektio-
nierten Sequenzen erneut. Mit jedem Durch-
lauf, also quasi mit jeder Generation, entste-
hen bessere Varianten - bis schlieBlich ein Op-
timum erreicht ist.

Diese gerichtete Evolution (Directed Evo-
lution) ist ein alter Hut. Wenn man es ganz ge-
nau nimmt, misste man ihre Pioniere unter
den Menschen suchen, die als Erste angefan-
gen haben, Pflanzen und Tiere mit ausgewahl-
ten Eigenschaften zu ziichten. Doch erst nach-
dem man das Prinzip der Vererbung verstan-
den hatte und sowohl die Struktur der DNA
als auch die Mechanismen der Transkription
und Translation bekannt waren, konnte man
ganz gezielt molekularbiologische Verfahren
fur die gerichtete Evolution entwickeln.
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Noch weit entfernt vom Proteindesign wa-
ren Experimente, die Sol Spiegelmans Gruppe
Mitte der Sechzigerjahre in lllinois durchfiihrte:
Sie verwendete die RNA-abhangige RNA-Poly-
merase aus Bakteriophagen, die normalerwei-
se die virale RNA repliziert. Allerdings funktio-
nieren diese Enzyme nicht universell fiir be-
liebige RNAs. Spiegelman et al. wollten aber
wissen, ob weitere RNA-Sequenzen mdglich
sind, die sich mit dieser Polymerase replizie-
ren lassen. Sie starteten mit der viralen RNA
sowie dem Enzym und lieen die Reaktion
im Reagenzglas ablaufen. Begiinstigt waren
RNAs, die sich besonders schnell vermehrten.
Im Lauf der Generationen verkiirzten sich die
RNA-Molekiile immer weiter. Am Ende waren
84 Prozent der viralen Information verloren-
gegangen (PNAS 58(1): 217-24).

Klar, in diesen Versuchen hatten die er-
zeugten RNA-Sequenzen keinerlei Nutzen, der
fuir technologische oder biomedizinische An-
wendungen interessant gewesen ware. Das
Team zeigte aber, dass man eine RNA in An-
wesenheit eines Enzyms in einer reinen In-
vitro-Umgebung replizieren konnte und da-
bei auch ein Selektionsdruck auf die Sequenz
dieser Molekiile bestand: Zundchst mussten
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die Sequenzen von der Polymerase als Sub-
strat erkannt werden, und sie hatten einen
Vorteil, wenn sie klrzer und somit schneller
duplizierbar waren. Spiegelmans Team fiihr-
te damit die darwinistische Auslese von Bio-
molekiilen im Reagenzglas durch.

Gerichtete Evolution wie wir sie heute ver-
stehen, hat aber erst in den Neunzigerjahren
richtig Fahrt aufgenommen. Frances Arnold,
heute tdtig am Caltech in Pasadena, verdn-
derte 1993 gemeinsam mit Keqgin Chen die
Serinprotease Subtilisin E. Die Idee dahinter:
Eine katalytische Aktivitat konnte auch fiir ei-
nen technischen Prozess interessant sein; al-
lerdings mochte man dann andere Reaktions-
bedingungen nutzen. Arnold und Chen ver-
dnderten die Sequenz von Subitilisin E zufal-
lig und screenten nach Varianten, die auch in
hochgradig polaren organischen Lésungsmit-
teln hydrolytisch aktiv sind. Herauskam ein
Enzym, das in sechzigprozentigem Dimethyl-
formamid 256-mal effizienter war als der Wild-
typ (PNAS 90(12): 5618-22).

2018 ging der Chemie-Nobelpreis zur Half-
te an Arnold - als Wiirdigung ihrer Beitrdge
zur gerichteten Evolution. Die andere Halfte
des Preises teilten sich im selben Jahr George



Smith, Universitdt Missouri, und Gregory Win-
ter, MRC Laboratory of Molecular Biology, Cam-
bridge, UK. Auf Smith geht das Phagen-Dis-
play zuriick, Winter hat die Methode auf An-
tikérper angewendet.

In einem aktuellen Review fassen Lara Vi-
dal et al. die Methoden rund um die gerichte-
te Evolution zusammen (RSC Chem. Biol. (4(4):
271-91). Anfangs waren fiir die Mutagenese
noch physikalische Methoden mithilfe ioni-
sierender Strahlung oder DNA-verandern-
der Chemikalien Ublich. Spater erlaubte die
Error-Prone-PCR (epPCR) ein viel genaueres
Abstimmen der Mutationsrate. Durch Anpas-
sen der Reaktionsbedingungen wird die PCR
mehr oder weniger fehleranfillig. Die natir-
liche Mutationsrate von E. coli liegt zum Bei-
spiel bei nur 10 pro Genom pro Generation.
Fur die gerichtete Evolution mdchte man aber
in der Gré3enordnung von einer Mutation pro
Kilobase pro Generation landen. Heute steu-
ert man die Mutationsrate durch Zugabe al-
ternativer Nukleotide oder setzt spezielle Po-
lymerase-Varianten mit hohen Fehlerraten ein.

Im oben erwdhnten Review listen die Au-
toren eine ganze Latte molekularbiologischer
Mutagenese-Verfahren auf. Dazu gehort auch
das gezielte Einsetzen oder Herauslésen gro-
Berer Abschnitte - also Insertionen und De-
letionen. Zwar setzt man bei der Mutagene-
se auf den Zufall, dennoch wird man in den
meisten Fallen eine Idee davon haben, welche
Positionen des Proteins fiir ein erwiinschtes
Merkmal relevant sein kdnnten. Geht es um
die Bindung zu einem Liganden, greift man
auf Kristallstrukturen zuriick, um auf kritische
Positionen zu schlieBen. Will man die katalyti-
sche Aktivitat modifizieren, nutzt man bereits
bekanntes Wissen Uber das aktive Zentrum.

Vorauslese statt Blindflug

Statt also blind das gesamte Gen zu ver-
andern, pickt man sich in solchen Féllen ein
einzelnes kurzes Stiick heraus, zu dem man
eine moglichst hohe Diversitdt an Varian-
ten erzeugen will. Man spricht von fokus-
sierter Sattigungsmutagenese oder Site Sa-
turation Mutagenesis (SSM). In der Folge ei-
nes Forschungsprojekts kann es vorkommen,
dass man SSM-Bibliotheken mit jeweils un-
terschiedlichen Positionen beisammen hat.
Vielleicht ist es aber nicht die eine Stelle im
Protein, die die optimale Variante bereithalt,
sondern eine Kombination der erzeugten Va-
rianten an unterschiedlichen Positionen. Hier-
zu kann man die homologen DNA-Sequen-
zen aus den unterschiedlichen Bibliotheken
zusammengeben, diese an unterschiedlichen
Positionen zerschneiden und dann PCR-Zy-
klen laufen lassen. Dabei werden nach dem
Zufallsprinzip unterschiedliche Varianten re-

kombiniert, sodass vollkommen neue, aber
homologe Protein-Versionen herauskommen.
DNA-Shuffling nennt sich dieses Durchwir-
feln neuer Kombinationen.

Heute ist es in vielen Féllen aber gar nicht
mehr zweckmagBig, im eigenen Labor zufalli-
ge Varianten zu synthetisieren. Cathleen Zey-
mer, Professorin an der Technischen Universi-
tat Munchen, weist darauf hin, dass man bei
Firmen gezielt synthetische Gene und Pools
von DNA-Oligos bestellen kann und die Preise
in den letzten Jahren massiv gesunken sind.
,Es kann natdrlich sein, dass man einzelne Po-
sitionen im Enzym in der Nahe des Substrates
komplett randomisieren will und daher alle
zwanzig Aminosauren zuldsst’, schrankt Zey-
mer ein., Wenn man das gleichzeitig an drei
oder vier Positionen vorhat, bekommt man
riesige Bibliotheken.”

Andererseits gebe es aber auch Frage-
stellungen, bei denen die Computervorher-
sage nur eine begrenzte Zahl von Sequenzen
zuldsst zum Beispiel weil man eine ganz be-
stimmte raumliche Struktur benétigt., Wenn
der Computer einige hundert oder tausend
Designs fiir ein kleines Protein ausspuckt, dann
kann es sich sehr wohl lohnen, diese Sequen-
zen ganz gezielt als synthetische Gene oder
Oligos auf einem Chip zu bestellen und dann
zu testen’, erklart Zeymer. Das sei inzwischen
State of the Art.

Konzeptionell grenzt Zeymer das De-novo-
Design von Proteinen von der gerichteten Evo-
lution ab. ,,Proteindesign passiertim Compu-
ter und ist etwas sehr Neues”, stellt sie klar,
»das istim Prinzip die Umkehr des Protein-Fol-
ding-Problems”. Anstatt zu simulieren, wie sich
eine vorgegebene Aminosaure-Folge rdum-
lich faltet, soll der Computer jetzt zu einer vor-
gegebenen 3D-Struktur mégliche Sequenzen
liefern.,In den vergangenen zwei Jahren ge-
schah eine Revolution auf diesem Feld, weil
kinstliche Intelligenz und maschinelles Lernen
so viel effizienter einsetzbar sind’, erganzt sie.

Zeymer sieht ihr Team an der Grenze zwi-
schen Chemie und Biochemie angesiedelt:
+Meine Gruppe entwickelt neue Enzyme, die
Reaktionen katalysieren, die so in der Natur
nicht vorkommen. Um diese Katalysatoren zu
verbessern, wenden wir Directed Evolution
an”. Wahrend beim Proteindesign zundchst
alle Tiiren offenstehen, setzt die gerichtete
Evolution an bereits existierenden Sequen-
zen an, denen schon eine gewisse Funktio-
nalitdt innewohnt - die man dann durch Ver-
anderung und Selektion in eine gewlinschte
Richtung lenkt.

Ein zentrales Arbeitsfeld der Gruppe ist
das Design von Enzymen, die ein Lanthanoid
als Metall-Cofaktor enthalten. Derzeit verwen-
det sie dazu ein komplett neu entworfenes
TIM-Barrel.,Das Protein ist in der Arbeitsgrup-
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pe von David Baker entstanden, einem der
Pioniere des Proteindesigns’, betont Zeymer.
Ein TIM-Barrel ist aus acht Alpha-Helices und
acht parallelen Beta-Strangen aufgebaut. Die
Form erinnert an einen Donut oder ein Fass,
daher der Name,Barrel”,,In natirrlichen Enzy-
men ist dieser Bauplan weit verbreitet, weil
das eine robuste Struktur ist’, weifl Zeymer.
,Wir haben hier viele Méglichkeiten, kataly-
tisch notwendige Aminosauren um das aktive
Zentrum herum zu positionieren und so ganz
neue Reaktionen zu katalysieren.”

Katalysator in Fass

Bereits 2020 hatten Zeymer und Co.
in das TIM-Barrel der Baker-Gruppe eine
Lanthanoid-Bindestelle eingebaut (PNAS
117(48): 30362-9). Zwar kennt man inzwischen
auch Mikroorganismen, die in Enzymen Lant-
hanoide als Cofaktoren benétigen. Das neu ge-
schaffene Protein hat laut den Autoren aber
keine Sequenzhomologie zu Proteinen aus der
Natur und erfiillt auch keine native Funktion.
Derzeit arbeitet Zeymer mit dem Lanthanoid
Cer.,Da laufen gerade Projekte, in denen wir
dem Metall-Protein katalytische Funktionen
geben’, verrat Zeymer, mochte derzeit aber
noch nicht auf die Details eingehen. Was sie
aber vorab durchblicken ldsst: ,Lanthanoide
sind sehr starke Lewis-Sauren. Diese Eigen-
schaft kann man nutzen, um C-C-Bindungen
zu kniipfen. Im Komplex gebunden kénnen
wir Cer energetisch durch Licht anregen, und
in diesem Zustand lassen sich einzelne Elek-
tronen leichter Ubertragen.” Hierzu hatte sich
die Gruppe erfolgreich auf einen ERC Starting
Grant der EU beworben. ,Kiinstliche Lantha-
noid-Enzyme fiir selektive Photokatalyse (Pho-
toLanZyme)” nennt sich das laufende Projekt.

Auch wenn die, Startpunkte” fiir ein kiinst-
liches Protein heute aus dem Computer stam-
men, basiert die gerichtete Evolution noch im-
mer weitgehend auf dem Zufall.,Oft miissen
wir viel optimieren und auch Mutationen er-
zeugen, die gar nichts mit der Metallbindung
zu tun haben, sondern mit der Substratbin-
dung des Enzyms.” Ein mittelmaBig funktio-
nierendes Enzym, das der Computer errech-
net, reiche insbesondere dann nicht, wenn
man auf industrielle Anwendungen abzielt.

Der Flaschenhals bei der gerichteten Evo-
lution ist die Selektion der besten Varianten in
jeder Runde. In manchen Féllen kann man ei-
nen gewiinschten Phénotyp an das Uberleben
eines Wirtsorganismus wie E. coli koppeln., Lei-
der kommt man bei vielen Fragen aber nicht
um einen HPLC-Screen herum, und da bekom-
men wir keinen besonders hohen Durchsatz
hin* schildert Zeymer ihre Erfahrungen.

Es gibt heute aber auch bereits Verfahren,
die sogar komplett zellfrei durchfiihrbar sind.
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Eines davon ist das Ribosome Display:,Wir ver-
wenden ein PCR-Fragment, auf dem Promotor
und Gen liegen und zusatzlich noch ein wei-
teres Stiick, das den Leserahmen verldngert”,
erldutert der Biochemiker Andreas Pliickthun
die Modifikationen der proteincodierenden Se-
quenz. Hierdurch fllt das Stoppcodon weg.
Gibt man eine RNA-Polymerase sowie Ribo-
somen zu, transkribiert die RNA-Polymerase
die DNA zu RNA und an den Ribosomen wird
die RNA zu einem Protein translatiert.,Weil es
aber kein Stopcodon gibt, bleiben sowohl das
Protein als auch die RNA am Ribosom han-
gen’, geht Pliickthun auf den eigentlichen Kniff
der Methode ein. Analog zum Phagen-Display
kann man das Protein anhand seiner Affini-
tat herausfischen oder anreichern.,,Zum Bei-
spiel Gber magnetische Beads, an denen ein
Target fest angebracht ist’, ergénzt Pliickthun.

Weil am Protein noch das Ribosom samt
der RNA héngt, lasst sich die RNA revers tran-
skribieren und die entstandene DNA dann wie-
der zuféllig verandern, zum Beispiel durch
epPCR. Die PCR-Produkte durchlaufen dann
wieder Transkription und Translation, wobei
erneut Varianten mit hohen Affinitdten zum
Target bevorzugt herausgefischt werden.,Das
alles lauft ganz unspektakuldr in 50 Mikroli-
tern in Eppendorf-Tubes ab” Vorgestellt hat-
te Pliickthun das Ribosome Display bereits
1997 zusammen mit Jozef Hanes (PNAS 94(10):
4937-42). Inzwischen ist es ein Standardver-
fahren in seinem Labor.

Mehr Einfallsreichtum ist nétig, um nach
einer katalytischen Aktivitdt zu screenen. Da
genugt es nicht, nur die Bindungseigenschaf-
ten des noch am Ribosom hdngenden Proteins
zu testen. Doch auch dafiir gebe es trickreiche
zellfreie Assays, die auf dem Ribosomen-Dis-
play aufbauen, beruhigt Pliickthun:,Man muss
fiir den Nachweis enzymatischer Aktivitat je-
weils in einem geschlossenen Vesikel bleiben,
aber das kann man durch Emulsionen aus Ol
und Wasser erreichen.” Zudem bené&tigt man
einen Parameter, der gut messbar ist, zum Bei-
spiel via Farbreaktion. Und natdirlich sollten in
solchen Ansétzen einzelne Tropfchen auch nur
eine einzige DNA- beziehungsweise RNA-Se-
quenz enthalten.

Zweite Ebene mit Uberraschung

Plickthun leitet an der Universitat Zirich
eine Arbeitsgruppe, die sich dem Protein-En-
gineering und Proteindesign widmet. Roset-
ta, AlphaFold und andere Kl-gestiitzte Syste-
me gehoren auch in Zirich zum Standard. Fir
das Finetuning kommt Pliickthuns Team aber
nicht um die gerichtete Evolution herum. Zwar
schauen die Forschenden, wo sich ein Aus-
tausch lohnt. Daflir kimen, so Plickthun, in
den letzten Monaten ermutigende Fortschritte
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aus den Reihen der Software-Entwickler. Den-
noch berichtet er von Uberraschungen. ,Wir
haben im Laufe der Zeit gelernt, dass Mutatio-
nen mit groBem Einfluss nicht immer direkt am
Bindungspartner liegen missen, aber trotz-
dem dazu beitragen, die Reste, die den Kon-
takt herstellen, optimal zu positionieren. Wir
sprechen da von einer zweiten Ebene oder Se-
cond Shell Dahinter stecke ein derart gigan-
tischer Sequenzraum, dass man diesen nicht
sehr effizient durch theoretische Modelle er-
schlieBen koénne. ,Daher sind die Methoden
der Directed Evolution nach wie vor wirklich
sehr, sehr gut”, stellt Plickthun fest.

Gerichtete Evolution ist kein Selbstzweck,
sondern eines von vielen Werkzeugen, die
Pliickthuns Mannschaft regelmaBig einsetzt.
Zum Beispiel moéchten die Ziricher besser ver-
stehen, wie G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(GPCR) raumlich mit anderen Substanzen in-
teragieren. Schatzungsweise 35 Prozent aller
von der US-amerikanischen Arzneimittelbe-
horde FDA zugelassenen Medikamente rich-
ten sich gegen einen GPCR.

Stabilere Rezeptoren

Allerdings ist es schwer, Kristallstrukturen
von GPCRs zu erzeugen. ,Das ist unsere Mo-
tivation: Wir mochten gern Kristallstrukturen
dieser Rezeptoren erhalten, und wir moch-
ten sehen, welche Unterschiede es gibt, wenn
ein Agonist oder Antagonist gebunden ist”,
so Pliickthun. Nicht nur das Kristallisieren ist
eine Herausforderung - schon Isolieren und
Aufreinigen gestalten sich schwierig. Um die
Stabilitdt einzelner GPCRs zu erhhen, tasten
sich Pliickthun und Kollegen durch gerichte-
te Evolution an neue Varianten heran (ein frei
verfligbares Review zum Thema erschien 2021
in Molecules (26(5): 1465).

Das sei nicht immer problemlos, raumt
Pliickthun ein.,Naturlich gibt es Félle, wo der
Rezeptor vielleicht nur noch den Antagonis-
ten oder nur noch den Agonisten bindet. Dann
mussen wir ermitteln, ob die Bindungskon-
stante bei erfolgreicher Bindung gleich ist —
was bedeutet, dass wir wohl noch dieselbe
Konformation sehen wie im Wildtyp. Aber den
Wildtyp selbst kdnnen wir halt tberhaupt nicht
sichtbar machen”

Auch fiir das Design sogenannter modula-
rer Peptidbinder greift Plickthuns Gruppe auf
die gerichtete Evolution zuriick. Die hergestell-
ten Proteine passen jeweils auf eine ganz be-
stimmte Abfolge von Aminosauren.,Wir moch-
ten einen kompletten Bindungscode entwi-
ckeln fiir lineare Epitope’, erldutert Plickthun.
Grundlage dafir ist ein System aus frei kombi-
nierbaren Modulen unterschiedlicher Arma-
dillo-Repeats. Letztere sind gangige Motive in
unterschiedlichen nattrlichen Proteinen.,Das

sind drei Helices, die eine spezielle Orientie-
rung haben und sich auch mehrfach hinterein-
ander anordnen lassen’, beschreibt Plickthun
das Aussehen der Molekiile. Die Repeats ver-
mitteln den Kontakt zu anderen Proteinen, in-
dem jeweils eine Aminosdure pro Modul in ei-
ner Tasche bindet.

Selektive Bindetaschen

Pliickthun mochte das Alphabet der Arma-
dillo-Repeats erweitern, sodass fir alle zwan-
zig Aminosauren eine spezifische Tasche zur
Verfiigung steht. Uberall dort, wo Proteine li-
nearisiert vorliegen, kann ein synthetisches
Armadillo-Repeat-Protein bei passender Se-
quenz binden.,Dadurch kénnten wir im Prin-
zip beliebige Epitope erkennen und die mo-
noklonalen Antikérper, die in Western Blots
eingesetzt werden, durch dieses System er-
setzen; oder wir kdnnten Immunohistoche-
mie oder Proteinreinigung damit durchfiih-
ren”, schwarmt Plickthun.

Um einzelne Taschen hochselektiv fiir eine
bestimmte Aminosdure zu designen, dndert
man die Sequenz eines Armadillo-Repeats und
selektiert auf eine maoglichst hohe Selektivi-
tat und Affinitat. Plickthun berichtet von ei-
nem Beispiel, bei dem sich zwei Zielsequen-
zen nur durch eine Aminosaure unterschei-
den - diese eine korrekte Aminosdure ist aber
notwendig, um vom Armadillo-Repeat-Pro-
tein erkannt zu werden. ,Wir kdnnen zeigen,
dass im Kontext zweier fast gleicher Peptide
die einzelne Aminosaure wirklich eine tber-
ragende Rolle spielt”

Noch gibt es nicht fiir jede Aminosaure ein
Gegenstlick.,,Wir haben ungefahr die Halfte,
aber wdhrend des Prozesses lernt man dazu,
und ich denke, dass es absehbar ist, dass wir
bald die meisten davon beisammen haben’,
blickt Pliickthun optimistisch in die nahe Zu-
kunft. Einen Review-Beitrag zu modularen Pep-
tidbindern hat die Gruppe vergangenes Jahr
veroffentlicht (Biol. Chem. 403(5-6): 535-43).

Das Entlanghangeln von Mutation zu
Mutation hat aber auch Grenzen. Die kombi-
natorischen Mdoglichkeiten mit zwanzig Ami-
nosduren werden schon mit wenigen Loci as-
tronomisch hoch.

Manfred Reetz vom Max-Planck-Institut fir
Kohlenforschung in Miilheim an der Ruhr er-
lautert in einem Review das Proteindesign vor
dem Hintergrund seiner Forschung - er arbei-
tet zur asymmetrischen Katalyse und méch-
te die Stereoselektivitat von Enzymen auf je-
weils ein Enantiomer hin optimieren. Dabei
kénne man sich bei der gerichteten Evolution
auch auf ein Alphabet aus zwolf Aminosau-
ren beschranken, schreibt er in einem Chem-
biochem-Paper, um dennoch ausreichend vie-
le geladene und ungeladene, grof3e und klei-



ne sowie aromatische und nicht-aromatische
Aminosauren im Pool zu behalten (Chembio-
chem 23(14): €202200049).,Wir haben auch ge-
zeigt, dass man sogar weniger als zwolf Ami-
nosduren verwenden kann, mit dem schénen
Ergebnis, dass deutlich weniger Screening not-
wendig ist’, ergdnzt Reetz. ,Es hat sich heraus-
gestellt, dass etwa drei Aminosduren in der Re-
gelideal sind, um die Hotspots zu identifizie-
ren.” Dabei hilft zum Beispiel auch der Compu-
ter weiter, so Reetz, um zu entscheiden, wel-
che drei Aminosduren bei einem bestimmten
Enzymtyp statistisch am haufigsten rund um
die Bindetasche vorkommen. ,,Es ist uns kiirz-
lich gelungen, Directed Evolution und Rational
Enzyme Design zu kombinieren - mit unse-
rer Entwicklung der Focused Rational Iterati-
ve Site-specific Mutagenesis (FRISM)." Die Me-
thode, die sein Team 2020 vorgestellt hat, las-
se sich auch mit maschinellem Lernen kom-
binieren.

Bislang existieren allerdings nur wenige
hochqualitative Proteindatenbanken, in de-
nen fiir das Maschinenlernen geeignete An-
gaben zu samtlichen katalytischen Eigenschaf-
ten bei verschiedensten Reaktionsbedingun-
gen hinterlegt sind. Speziell fir die Fragen, de-

nen Reetz nachgeht, sei jedoch reichlich In-
formation verfligbar, verrat er. ,Die Literatur
enthalt Tausende, wenn nicht Millionen Da-
ten zum Einfluss etlicher Mutationen auf Ste-
reo- oder Regioselektivitdt”. Lipasen, Estera-
sen, Reduktasen und Oxidasen nennt er als
Beispiele. Die gerichtete Evolution sei langst
in der Industrie angekommen, so Reetz:,,Na-
hezu alle Pharmafirmen haben eine eigene Di-
rected-Evolution-Einrichtung, oder sie haben
Vertrdge mit kleineren Bio-Firmen.”

Ergdnzt durch KI

Auch das Team um Frances Arnold geht
davon aus, dass die gerichtete Evolution kiinf-
tig vom maschinellen Lernen profitieren wird
(Curr. Opin. Struct. Biol. 69: 11-8). Zum Beispiel
kdnnen Modelle zu einem gewissen Grad un-
beaufsichtigt ohne gelabelte Trainingsdaten
lernen: Encoder nennt man solche neurona-
len Netze, die den Input - hier die verschiede-
nen Variationen von Aminosaurefolgen - in ei-
ne komprimierte numerische Reprasentation
Ubersetzen. Teil des Lernprozesses ist es, diese
Reprasentation wieder auf die urspriingliche
Aminosduresequenz zurlickfiihren zu kénnen.
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Intuitiv ist schwer verstandlich, wie hieraus
brauchbare Vorhersagen zustandekommen.
Der Algorithmus hat in diesem Fall schlief3-
lich keinerlei Kenntnisse zu den Phanotypen,
die mit den Aminosaurefolgen in Zusammen-
hang stehen; er besitzt tiberhaupt kein bio-
chemisches Wissen. ,Sie kénnen sich das so
vorstellen, dass eine Wahrscheinlichkeit er-
lernt wird fir Aminoséauren, die in einem be-
stimmten Kontext in der Nachbarschaft fol-
gen sollten’, veranschaulicht Jason Yang aus
Arnolds Gruppe am Caltech in Pasadene das
Grundprinzip. ,Auf diese Weise lernt der En-
coder biochemische Zusammenhdnge aus un-
gelabelten Daten. Eine Analogie dazu ist ein
Modell wie GPT, das ebenfalls Muster einer
Sprache lernt und dann aus dem Kontext vo-
rangegangener Worter die wahrscheinlichs-
ten Worter zuriickgibt!”

Die Moglichkeit, gerichtete Evolution aus-
schlieBlich in silico durchzufiihren, ist derzeit
zwar noch nicht in Reichweite. Die Zahl der
potenziellen Kandidaten computergestiitzt
einzudampfen, um vielversprechende Varia-
tionen auszuwahlen, durfte aber sukzessive
weiter an Bedeutung gewinnen.

Mario Rembold

Mit Sicherheit
in besten Handen

Die neuen Labor-Standgerate

Liebherr hat speziell fiir den medizinischen

und wissenschaftlichen Sektor ein umfassendes
Sortiment an professionellen Kithllésungen
entwickelt. Jungstes Ergebnis: eine neue
Standgerate-Serie. Die Kihl- und Gefriergerate
maximieren lhre Sicherheit bei der Lagerung
temperaturempfindlicher Substanzen. Und in
Kombination mit dem digitalen SmartMonitoring
minimieren sie lhren Aufwand bei den Kontroll-
und Dokumentationspflichten. Details unter:
home.liebherr.com/ScientificHealthcare
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