
Andreas Pluckthun 

Evolution im Reagenzglas 

Charles Darwins Werk hat Generationen von Evolutionsbiologen inspiriert, 

die Welt urn uns zu erklaren. Auf den ersten Blick unerwartet, und ohne 

class ihm selbst das damals bewusst gewesen sein kann, hat er auch ein intel­

lektuelles Geriist geliefert, mit dem der Mensch Biomolekiile optimieren 

kann. In den letzten Jahren ist diese evolutionare Strategie zu einer wichti­

gen Quelle von biopharmazeutischen Wirkstoffen geworden. Aber erst kiirz­

lich konnte man Technologien entwickeln, die effizient genug sind, urn das 

evolutionare Potenzial optimal zu nutzen, und die Evolution im Reagenz­

glas ermoglichen. Wir werden deshalb ohne Zweifel eine weitere rasante 

Beschleunigung dieses Fortschritts sehen. 

Die Grundlage fur diese Technologien bilden Darwins sorgfaltige Beob­

achtungen der Natur, insbesondere auf seiner funf Jahre dauernden Reise 

mit der HMS Beagle. Sie fuhrten ibn zu einer umfassenden Theorie iiber 

die Vielfalt der Lebensformen. Sein Hauptwerk von 1859 On the origin of 

species by means of natural selection erklart die Aufspaltung der Orga­

nismen in verschiedene Arten und ihre Entwicklung als Folge von Varia­

tion und natiirlicher Selektion (Abb. 1). Der entscheidende Punkt- nicht 

immer geni.igend betont- der evolutionaren Strategie in der Natur ist die 

immer wiederkehrende Abfolge von Veranderung (Diversifizierung) und 

Auswahl (Selektion) der geeignetsten Varian ten. Es ist ein zyklischer Prozess 

(Abb. ld). Das heisst, die Evolution benutzt die Politik der kleinen Schritte, 

derer es allerdings sehr viele braucht. Jegliches Verfahren der Evolution 

im Labor muss deshalb in der Lage sein, die wiederkehrende Abfolge von 

Diversifizierung und Selektion in die Praxis umzusetzen - wenigstens ein 

paar Male hintereinander. 
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Abb.l: Evolution als zyklische Ab(olge von Diversi(izierung und Selektion. (a) Skizze aus 

Darwins Notizbuch «B» von 1837. (b) Schematische Darstellung einer molekularen Evolution, 

die von einem einzigen Startmolekiil beginnt. (c) Schematische Darstellung einer molekularen 

Evolution, die von einer grossen vorge(ertigten Vielzahl von Molekiilen, einer Bibliothek, beginnt. 

(d) Evolution als zyklische Wiederholung von Diversi(izierung und Selektion 

Zu Darwins Zeiten ware eine Diskussion dieser Gedanken ausgeschlos­

sen gewesen, denn es fehlte jegliches Wissen uber die molekularen Grundla­

gen des Lebens. Darwin untersuchte Merkmale (Phanotypen) von Pflanzen 

und Tieren und zog aus seinen Beobachtungen den Schluss, class Arten -

jede mit ihren eigenen Merkmalen- durch Diversifizierung und Selektion 

entstanden sind. Ein Beispiel ist seine legendare Analyse der Finkenschna­

bel, deren Form er als Anpassung an die Nahrung deutete. 

Heute wissen wir, class solche Merkmale in der Erbsubstanz, der DNA, 

codiert sind. Zufallige Veranderungen (Mutationen) im Erbgut- die meis­

ten ohne jede Konsequenz, einige durchaus schadlich und nur ganz wenige 

wirklich nutzlich - fuhren zu unterschiedlichen Merkmalen, von denen sich 

jene durchsetzen, die ihren Tragern einen Oberlebens- und Fortpflanzungs­

vorteil verschaffen. 

Vom Merkmal zum Molekiil 

Es ist nun erforderlich, den Begriff <Merkmal> genauer anzuschauen und auf 

eine biochemische Grundlage zu stellen. Die Erbsubstanz DNA lasst sich in 

Abschnitte unterteilen, die Gene. Diese wiederum werden in eine Arbeitsko­

pie (die mRNA) umgeschrieben, mit dem Vorteil, class jedes der Gene unab-
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hangig genau in der Menge, an dem Ort und zu der Zeit «angeschaltet>> wer­

den kann, wie sein Produkt benotigt wird. Die Bausteine der mRNA werden 

iibersetzt in Aminosiiuren, welche die Bausteine der Proteine (Eiweisse) dar­

stellen. Die Abfolge (Sequenz) der mRNA-Bausteine wird dabei iibersetzt in 

eine Abfolge (Sequenz) von Proteinbausteinen (Abb. 2) .  

Es  sind die Proteine, welche die eigentliche Maschinerie der Zelle bil­

den (Abb. 2a). Bestimmte Proteine (die Enzyme) zerkleinern die Nahrung 

zu einzelnen Molekiilen und bauen daraus wieder andere Molekiile auf, 

welche die Zelle benotigt; weitere geben der Zelle eine bestimmte Struk­

tur (Strukturproteine), wieder andere sorgen fur Bewegungen innerhalb der 

Zelle (Motorproteine) oder binden Botenstoffe (Rezeptoren). Der grosste 

Teil der Proteine jedoch ist an der Regulation anderer Proteine beteiligt, ein-
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Abb. 2: Proteine- die Bausteine des Lebens. (a) Proteine a ben praktiscb a lie Funktionen einer 

Zelle aus. Die Gewebe sind a us Zellen aufgebaut, welcbe die Proteine entbalten. Die Abfolge 

(Sequenz) der Aminosiiuren legt sowobl Form als aucb Ftmktion der Proteine fest sowie mit 

we/chen anderen Faktoren sie interagieren. (b) Die Abfolge der Bausteine der Aminosiiuren wird 

durcb die Abfolge der Bausteine in den Genen (DNA) bestimmt. Die ca. 23'000 Gene des Men­

scben sind in 23 Chromosornen angeordnet. 
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schliesslich der Steuerung, wie viel von einem bestimmten Protein herge­

stellt werden soli. Auch eine Zelle besteht also grosstenteils aus Verwaltung 

mit nur wenig Produktion! 

Der Mensch besitzt ca. 23'000 Gene, aus denen aber, durch Herstellung 

von Varianten, mehr als 100'000 verschiedene mRNA-Arbeitskopien entste­

hen, aus welchen wiederum vermutlich 500'000 bis 1'000'000 verschiedene 

Proteine gebildet werden konnen. Jede der verschiedenen Arten von Korper­

zellen (z. B. Muskelzellen, Nervenzellen oder Hautzellen) stellt ca. 100'000 

verschiedene Proteine her, die jeder Zelle ihre charakteristischen Eigenschaf­

ten geben. Es ist offensichtlich, class sich ein unvorstellbar komplexes Netz­

und Regelwerk ergibt. Es ware eine anmassende Obertreibung, zu behaup­

ten, wir verstiinden davon auch nur einen kleinen Teil. 

Die Abfolge der Proteinbausteine in der Kette (also die Aminosaurese­

quenz) bestimmt, ob dieses Protein ein Enzym, ein Motorprotein, ein Rezep­

tor oder ein Regulator ist. Die Sequenz der Aminosauren legt namlich die 

dreidimensionale Form der Proteinkette fest (Abb. 2) und damit ihre Fahig­

keiten. Kann sie z. B. eine chemische Reaktion steuern oder stattdessen an 

ein anderes Protein binden und dieses als Hemmstoff (Inhibitor) an seiner 

Tatigkeit hind ern? Ein typisches Protein hat eine Kettenlange von 100 bis 

300 Aminosauren, von denen es 20 verschiedene gibt. Es ist sofort ersicht­

lich, class die Zahl aller moglichen Anordnungen bereits bei einem Protein 

mit 100 Aminosauren (20 100 = 10 130) die Zahl der A tome im gesamten Uni­

versum (ca. 1080) urn 50 Zehnerpotenzen iibersteigt. Es ist deshalb keine 

grosse Obertreibung, die Zahl prinzipiell moglicher Proteine als «Unend­

lich» zu bezeichnen. 

Welche der 20 verschiedenen Aminosauren an welcher Stelle im Protein 

sitzt, hat einen grossen Einfluss auf seine Funktion. Es ist Ieicht vorstellbar, 

class der Austausch einer Aminosaure in vielen Fallen die Funktion zersto­

ren wird. Ich werde aber nun die Frage diskutieren, wie ein richtiger Aus­

tausch an der richtigen Stelle die Funktion verbessern kann, indem er das 

Protein an eine neue Aufgabe anpasst. 

Ein komplexes Merkmal: Alles nur eine Frage 

der richtigen Aminosiiuren 

Als Beispiel soli ein Merkmal dienen, das im Verlauf der Evolution mehrfach 

<<erfunden>> wurde und bei dem die Verknupfung zwischen dem Vorteil fur 
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ein Tier und den molekularen Hintergriinden gut ersichtlich ist: das Farb­

sehen. Die Fahigkeit, Farben zu unterscheiden, liefert Bilder, die wesentlich 

reicher an Informationen sind, urn Objekte zu erkennen und zu bewerten, 

als es ein monochromatisches Sehen in <<Schwarz-Weiss>> vermag. 

Der Sehvorgang in der Retina (Netzhaut) des Auges (Abb. 3) beruht 

auf der A bsorption (Aufnahme) von Photonen (Lichtquanten) mithilfe 

eines Farbstoffes, des Retinals, das in einem Rezeptor, dem Opsin, einge­

bettet ist. Ganz allgemein sind Rezeptoren Proteine, oft auf der Oberfla­

che von Zellen, welche Reize und Botenstoffe erkennen und z. B. in Ner-
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Abb. 3: Evolution des Farbsehens als Optimiertmg eines Proteins. (a) In der Retina (Netzhaut) 

des Auges sind die Zap(en angeord11et, die das Farbsehen vermitteln. (b) Elektronenmikroskopi­

sche Aufnahme der Retina; ein kleinerer Zapfen (fiir das Farbsehen) ist hervorgehoben vor den 

grosseren Stiibchen ( fiir das Sehen in der Diimmerung). (c) Opsin a us den Zap fen ist das Rezep­

torprotein, welches das Farbsehen vermittelt, angeordnet in der Zellmembran. Es enthiilt Retinal, 

den lichtabsorbierenden Farbstoff. Wenn ein Photon auf dies en Farbstoff triff, iindert er seine 

Form. (d) Die Evolutiott hat drei verschiedene Opsine hervorgebracht, die den Farbstoff in Ieicht 

unterschiedlicher Umgebung binden. Auf diese Art kann Licht tmterschiedlicher Wellenliinge 

wahrgenommen werden (blatt, griin, rot), wei/ tmterschiedlich vie/ Energie fiir die Formiinderung 

benotigt wird. Die entscheidenden Unterschiede bestehen in den Proteinbausteinen (Amino­

siiuren ), die den Farbstoff umgeben ( einige davon sind a is rote Flecken auf grauer Oberf/iiche 

hervorgehoben). (e) Durch Vergleich der Signale von den drei Rezeptoren kann das Gehirn die 

Wellenliinge jedes Photom bestimme11 und somit die Farbe erkennen. (Die gestrichelte Linie gibt 

die Absorption der Stiibchen an, die das «Schwarz· Weiss»·Sehen bei schwachem Licht erlauben.) 
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venimpulse umwandeln. Im spezifischen Fall des Sehvorganges andert das 

Retinal nach Absorption des Photons seine Form, was vom Opsin-Rezeptor 

weitergeleitet und schliesslich als Nervenimpuls wahrgenommen wird. Die 

Wellenlange (also die <<Farbe>> ), bei der der Rezeptor maximal anspricht, 

hangt von der Umgebung des Retinals ab (Abb. 3d). Genauer gesagt, die 

Aminosauren in der direkten Nachbarschaft bestimmen, wie vie! Energie 

die Lichtquanten besitzen mi.issen, urn das Retinal anzuregen. Daraus folgt, 

class ein Austausch dieser Aminosauren einen Rezeptor schaffen kann, der 

bei einer anderen Wellenlange optimal arbeitet (Teller et a!. 2003). Im Ver­

I auf der Evolution wurde das Gen fi.ir Opsin verdoppelt und anschliessend 

wurde eine der Kopien noch einmal verdoppelt. Jede der so entstandenen 

drei Kopien wurde durch Austausch der Aminosauren auf eine andere Wel­

lenlange optimiert. So hat der Mensch drei verschiedene Arten von Zapfen, 

die je einen der drei verschiedenen Rezeptoren herstellen. In Kombination 

decken diese drei Rezeptoren ein breites Spektrum an Lichtwellenlangen ab, 

und durch Vergleich ihrer relativen Anregung kann das Gehirn jedem Bild­

punkt eine <<Farbe» zuordnen (Abb. 3e). 

In letzter Instanz musste von der Natur dazu das biochemische Problem 

gelost werden, welche Aminosauren urn das Retinal angeordnet werden mi.is­

sen, urn eine Anregung bei einer bestimmten Wellenlange zu erreichen. Wir 

mi.issen heute davon ausgehen, class dies durch Versuch und lrrtum geschah­

eben Darwins Prinzip der Diversifizierung und Selektion. Durch den Einbau 

von wenigen zufalligen <<Fehlern» in das Erbmaterial (DNA)- gelegentlich 

eben auch in das Gen fiir Opsin-, ausgelost durch Umwelteinfli.isse und die 

spontane Fehlerrate bei der Vervielfaltigung der DNA wahrend der Zelltei­

lung, wird genau diese Diversifizierung erreicht, die Voraussetzung fi.ir eine 

Evolution ist. Bei einem solch komplexen Prozess wie dem Sehvorgang wird 

die Selektion im Uberlebensvorteil derjenigen Tiere liegen, deren Rezepto­

ren trotz «Fehlern» funktionsfahig bleiben und bei denen eine Variante die 

Unterscheidung einer zusatzlichen Farbe ermoglicht. 

Wir kennen den genauen historischen Verlauf dieser Evolution nati.irlich 

nicht, aber konnen davon ausgehen, class er recht Iangsam voranging. Sehr 

viele Generationen sind notwendig, urn eine solche Anpassung zu erreichen. 
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Von der Beobachtung der Natur zur Imitation 

ihrer Prinzipien 

Der biochemisch geschulte Betrachter emes Rezeptors w1e des Opsins 

(Abb. 3c) wird mit Bewunderung die extrem genaue Feinabstimmung erken­

nen, mit der jeder Teil des Rezeptors fiir die Anregung durch die genaue 

Energie der entsprechenden Lichtquanten optimiert ist. Alles dies geschah 

durch die Wahl der richtigen Aminosiiure an der richtigen Stelle in der Pro­

teinkette, fiir jeden der drei verschiedenen Rezeptoren. Und dennoch miis­

sen wir davon ausgehen, class dies alles ein Produkt eines Zufallsprozesses 

ist, genauer, einer Suchstrategie, die durch eine endlose Aufeinanderfolge 

von zufalliger Diversifizierung und Selektion zu beschreiben ist (Abb. ld). 

Die fiir den Biochemiker wichtigste Erkenntnis ist daher das ungeheure 

Potenzial, das in dieser Suchstrategie steckt, die wir Evolution nennen. 

Die Anpassung ganzer Organismen an unsere Erwartungen und Erfor­

dernisse, niimlich die Ziichtung, ist eine der grossen Kulturleistungen des 

Menschen. Darwin hat auch dieses Prinzip der <kiinstlichen Selektion> 

bereits 1868 in seinem Werk The variation of animals and plants under 

domestication erkannt und diskutiert. In praktisch keinem Fall ist aber bis­

her genau bekannt, worin die molekularen Ursachen der geziichteten Eigen­

schaften liegen. Und fur die praktischen Anwendungen, z. B. in der Land­

wirtschaft, ist diese Kenntnis vielleicht auch nicht so wichtig. 

Ware es aber moglich, diese evolutioniire Suchstrategie in das Labor zu 

iibernehmen? Konnte man in kiinstlicher Weise eine Aufeinanderfolge von 

Diversifizierung und Selektion erreichen? Und ware es moglich, dies gezielt 

auf bestimmte Proteinmolekiile anzuwenden, also gleichsam eine «moleku­

lare Ziichtung>> von Proteinmolekiilen durchzufiihren? Solche massgeschnei­

derten Molekiile, die durch eine gerichtete Evolution entstehen, konnten als 

pharmazeutische Wirkstoffe eingesetzt werden. In der «Optimierung>> eines 

ganzen Organismus hat der Ziichter keinerlei Einfluss, welches der Gene 

und Proteine sich veriindern wird, urn ein bestimmtes Merkmal zu erzeu­

gen. In der Optimierung eines bestimmten Proteins fur eine biomedizini­

sche Anwendung hingegen muss natiirlich genau dieses Protein durch Ver­

iinderung seiner Aminosiiurensequenz angepasst werden. 

Wir miissen also das Problem losen, das Prinzip der Ziichtung auf ein­

zelne Molekiile zu iibertragen. Ausserdem ist es erforderlich, class wir die 

zyklische Aufeinanderfolge von Diversifizierung und Selektion erheblich 

schneller ablaufen lassen als in den historischen Dimensionen der Evolu-
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tion der Arten. Schliesslich mi.issen wir noch exakt definieren, welche Eigen­

schaften wir eigentlich optimieren wollen und dazu passend eine moleku­

lare Selektionsstrategie entwerfen. 

Warum so lite man Proteine evolvieren? 

Wenngleich i.iber die letzten Jahre in einer Reihe von Labors solche Anstren­

gungen mit unterschiedlichsten Zielen unternommen wurden, werde ich 

mich hier auf die Optimierung von Proteinen konzentrieren, die eine thera­

peutische Anwendung haben konnen. 

Unter den Proteinen mit therapeutischem Potenzial sind diejenigen am 

einfachsten zu verstehen, die ein anderes Moleki.il spezifisch binden. So 

wird beispielsweise das Zellwachstum durch korpereigene Proteine gesteu­

ert, die sogenannten Wachstumsfaktoren. Diese lagern sich an entspre­

chende Rezeptoren auf der Zelloberflache an und geben so der Zelle das 

Signal zur Vermehrung. Gerii.t dieses System ausser Kontrolle, konnen sich 

Zellen unkontrolliert vermehren und zur Entwicklung eines Tumors fiihren. 

In vielen Fallen besteht der Defekt einfach darin, class die verii.nderte Zelle 

wesentlich mehr von diesem Rezeptor herstellt. Das kann durch Schadigung 

der DNA geschehen- z. B. durch die stii.ndige Zufuhr von mutagenen Sub­

stanzen, wie sie z. B. im Zigarettenrauch vorhanden sind. Wenn dabei zufal­

lig die Genregion betroffen ist, welche die Menge dieses Rezeptors kontrol­

liert, kann eine solche Mutation zu einer hoheren Anzahl von Rezeptoren 

pro Zelle fi.ihren. Weiterhin sind in Tumoren Mutationen haufig anzutref­

fen, bei denen ein Rezeptor seine Regulation verliert, und somit immer aktiv 

ist- auch ohne Signal von aussen. 

Solche Rezeptoren fi.ir Wachstumsfaktoren sind deshalb sehr interessant 

zur Entwicklung von neuen Tumortherapien. Es wird also ein Protein beno­

tigt, das einen solchen Rezeptor spezifisch erkennt und an seiner Funktion 

hindert- inmitten der zahllosen anderen Proteine, die ein Organismus ent­

halt. Ein solches Erkennungsprotein wi.irde, wenn man es in die Blutbahn 

spritzt, an den Tumorzellen hangen bleiben, die diesen Rezeptor in grossen 

Mengen auf ihrer Oberflache tragen. Nati.irlich ist das eine sehr vereinfachte 

Darstellung, aber eine extrem spezifische Erkennung des Zielmolekiils (also 

des Rezeptors) wird in jedem Faile die Voraussetzung zum Erfolg sein. 

Wir haben somit das technische Problem zu losen, wie man innerhalb 

einer vertretbaren Zeitspanne (wenige Wochen bis Monate) ein Protein 
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erzeugt, das spezifisch an ein anderes bindet. Trotz grosser Fortschritte bei 

der Aufklarung der dreidimensionalen Struktur von Proteinen (die erste 

wurde genau 100 Jahre nach Darwins On the origin of species bestimmt) 

ist es heute, noch einmal50 Jahre spater, immer noch nicht moglich, ein sol­

ches spezifisch bindendes Protein vollstandig am Computer zu entwerfen. 

Die ungeheure Zahl von Moglichkeiten, wie Proteine aneinander binden 

konnen, die gegenseitige Anpassung ihrer Strukturen und die winzig klei­

nen Energieunterschiede all dieser Anordnungen iiberfordern die Genauig­

keit der heutigen Rechenmethoden. 

Wir sind daher auf eine experimentelle Losung des Problems angewiesen. 

In der Tat ist es ein Optimierungsproblem, fur das die evolutionare Metho­

dik die ideale Strategie darstellt. Die Zielvorgaben sind klar: Das gesuchte 

Protein muss den gewiinschten Rezeptor erkennen, mit einer ausreichenden 

Energie binden und ihn an seiner Funktion hindern; es muss stabil sein und 

sollte weiterhin moglichst einen ahnlichen Rczeptor, der eine ganz andere 

Funktion hat, gerade nicht an seiner Funktion hindern. Nun gilt es, diese 

Anforderungen in einen experimentellen Plan umzusetzen. 

Die Proteinbibliothek 

In der natiirlichen Evolution sind mit grosser Wahrscheinlichkeit die vielen 

Proteinvarianten der heutigen Lebensformen aus einer geringen Zahl von 

Urtypen hervorgegangen. Ich habe das oben am Beispiel des Opsins disku­

tiert, dessen Veranderung zum Wahrnehmen verschiedener Farben gefiihrt 

hat. Unser Ziel muss es sein, diesen Prozess erheblich zu beschleunigen, d. h. 

den Weg der Evolution abzukiirzen. Deshalb ist es von Vorteil, mit ext­

rem vielen Ausgangsformen zu beginnen. Eine Billion (1012) ware ein guter 

Ansatz. 

Am Anfang des Experiments steht demnach die Entwicklung einer <<Bib­

liotheb, also der Herstellung einer Sammlung von Kandidatenproteinen. 

Eine solche Bibliothek ware idealerweise eine Mischung von Proteinen, wel­

che die Natur aus einem Urprotein hervorgebracht haben konnte (Abb. 1c), 

die aile eine ahnliche dreidimensionale Struktur haben und bei denen jedes 

Mitglied der Mischung ein Zielmolekiil erkennen konnte (wir wissen aber 

nicht, welches). 

Diese Proteine sollten allesamt Eigenschaften aufweisen, die ihren spa­

teren Einsatz in der biomedizinischen Anwendung erlauben, also effiziente 
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und kostengunstige Herstellung, hohe Stabilitat sowie leichte Modifizier­

barkeit, urn an das Protein weitere therapeutische Substanzen zu koppeln. 

Insbesondere sollten diese Proteine aber in der Lage sein, mit hoher Wahr­

scheinlichkeit vom Experimentator vorbestimmte Zielmolekiile (z. B. Rezep­

toren) spezifisch zu erkennen. Es ist heute noch nicht moglich, eine solche 

Proteinbibliothek zu entwerfen, ohne sich von der Natur inspirieren zu las­

sen. Man sucht deshalb in den Datenbanken nach naturlich vorkommenden 

Proteinklassen, die in der Lage sind, andere Proteine spezifisch zu erkennen. 

Historisch gesehen waren die Antikorper die erste Proteinklasse, mit der 

solche Bibliotheken erzeugt wurden (Pluckthun und Moroney 2005). Aile 

Antikorper zusammen bilden eine Proteinbibliothek, die der Korper selbst 

herstellt, urn daraus jeweils diejenigen auszuwahlen, die zur Bekampfung 

einer durch ein Bakterium oder ein Virus verursachten Infektion am besten 

geeignet sind. Leider sind synthetische Antikorpermolekule im Labor nicht 

immer problemlos herzustellen. 

In jiingster Zeit wurden in meinem Labor deshalb neben synthetischen 

Antikorpern auch Bibliotheken ganz anderer Proteine hergestellt (Binz et al. 

2003, 2004)- mit dem Ziel, stabile Proteine zu erzeugen, mit denen sich bio­

technologisch gut arbeiten !asst. Als Ausgangspunkt fand eine Klasse von 

Proteinen Verwendung, die von der Natur vielfaltig fur die Aufgabe einge­

setzt wird, andere Proteine spezifisch zu binden: die Ankyrine (Abb. 4). 

Urn eine solche Proteinbibliothek zu entwerfen, macht man sich wie­

derum die Evolution zunutze. Nicht nur hat jedes Lebewesen die Gene fur 

mehrere Hundert verschiedener solcher Ankyrin-Molekule in seinem Erb­

gut, sondern die verschiedenen Arten der Lebewesen haben aile auch Ieicht 

veranderte Formen, mit etwas anderer Sequenz der Aminosauren. Kennt 

man nun die Aminosauresequenzen vieler solcher Mitglieder der Protein­

klasse, so kann man eine <Konsensus-SequenZ> aufstellen, die gleichsam 

einen Durchschnittswert dieser Proteinklasse darstellt. Man stellt dabei fest, 

class fast aile Mitglieder dieser Klasse an einigen Stellen der Sequenz iden­

tisch sind, an anderen stark voneinander abweichen. Die Stellen, an denen 

fast aBe Mitglieder gleich sind, mussen also fiir die dreidimensionale Struk­

tur von besonders grosser Bedeutung sein. Wenn man nun noch wenigstens 

von einigen Mitgliedern dieser Familie ihre dreidimensionale Struktur kennt 

und daher weiss, wo genau sie an ihr Zielmolekiil binden konnen (Abb. 4), 

so weiss man, welche Teile des Proteins besonders tauglich fur die Bindung 

eines Zielmolekuls sind. 
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b) 

Abb. 4: Anpassrmg k.iinstlicher evolvierter Proteinmolekule an ihr Zielmolekr<l. Zwei evolvierte 

Proteinmolekiile (DARPins (fiir <Designed Ankyrin Repeat Proteins>), fur Details, siehe Text) 

(jeweils rechts: a, grun, b, gelb) erkennen spezifisch ausschliesslich das Zielmolekiil, auf das sie 

selektioniert wurden (jeweils links: a, blaugriin; b, magenta). Sie passen wie ein Schliissel zum 

Schloss. Obwohl sie iihnlich aussehen, tmterscheiden sie sich in den Proteinbausteinen (Amino­

siiuren), die den direkten Kontakt mit dem Zielmolekiil eingehen. 

Damit haben wir nun die Information fiir den Entwurf einer Protein­

bibliothek beisammen: Wir haben eine natiirliche Proteinfamilie identifi­

zif'rt, die aufgrund ihrer Eigenschaften fur eine biomedizinische Anwendung 

besonders geeignet ist, in unserem Fall die Ankyrine. Wir konnen durch Ver­

gleich aller natiirlichen Ankyrin-Sequenzen bestimmen, welche Aminosau­

ren unbedingt erhalten bleiben miissen, damit die neuen Proteine ebenfalls 

die gewiinschte urspriingliche Struktur einnehmen. Wir konnen schliesslich 

aus der Kenntnis der dreidimensionalen Struktur natiirlicher Ankyrine mit 

ihren Bindungspartnern entnehmen, an welchen Stellen des Ankyrins diese 

typischerweise binden. An diesen Bindungsstellen muss die Proteinbibliothek 

<<zufallige» Aminosauren enthalten; das heisst, jedes Mitglied der Proteinbib­

liothek muss einen anderen Satz von Aminosauren enthalten. Wenn die Bib-
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liothek der Proteine geniigend gross ist, so die Oberlegung, wird es fiir jedes 

Zielmolekiil immer ein paar Mitglieder geben, bei den en die Oberflache genau 

passt, sod ass eine Bindung erfolgt (Abb. 4): Ein Komplex ist entstanden. 

Wenngleich oben betont wurde, dass es heute noch nicht moglich ist, den 

endgiiltigen Komplex am Computer masszuschneidern, so spielt bei der Pla­

nung der Proteinbibliothek das Computerdesign eine wichtige Rolle: Durch 

Vergleich der Strukturen der natiirlichen Proteine sieht man, welche Teile 
des Proteins fiir den Zusammenhalt der Struktur entscheidend sind, welche 

Teile keinesfalls variiert werden sollten und welche Teile des Proteins vari­

iert werden konnten. 

Von der Proteinbibliothek im Computer 

zur DNA-Bibliothek in der Realitat 

Das Problem ist nun, wie man das geschilderte Grundprinzip in die Praxis 

umsetzt und wie man Mitglieder der Bibliothek finder, die spezifisch bin­

den- die sprichwortliche Nadel im Heuhaufen. Wir werden sehen, wie sich 
die Losung dieses Problems verkniipfen lasst mit der Evolution im Reagenz­

glas, also der zyklischen Abfolge von Diversifizierung und Selektion, so wie 

sie Darwin als Naturprinzip erkannt hat. 

Die Proteinbibliothek muss als Bibliothek von DNA-Molekiilen erzeugt 

werden. Das heisst, die gewiinschten Sequenzen der Proteinbibliothek miis­

sen <<zuriick iibersetzt» werden in die DNA-Sequenzen, welche die entspre­

chende Proteinbibliothek erzeugen wiirde. Doch wie geschieht das in der Pra­

xis (Abb. 5)? Die DNA wird vollig synthetisch hergestellt, a us kleinen Stiicken 

(Oiigonukleotiden), die an einer Maschine aus einzelnen Nukleotidbaustei­

nen zusammengebaut werden. Die kleinen Stiicke werden dann zum gesam­

ten Gen verbunden. An den Stellen, an denen verschiedene Mitglieder der 

Bibliothek sich sparer in der Aminosaure unterscheiden sollen, werden die 

DNA-Bausteine gemischt. So wird bei der Obersetzung in Proteine ebenfalls 

eine Mischung entstehen, wei! jedes einzelne DNA-Molekiil zu einem ande­

ren Protein fiihrt. Da sich die Bausteine bei der maschinellen DNA-Synthese 

in beliebiger Weise mischen lassen, kann so letztlich eine Proteinbibliothek 

erzeugt werden, bei der an vorherbestimmten Stellen in der Proteinkette eine 

beliebige Mischung von Aminosauren vorliegt. Dummerweise liegen danach 

aber samtliche DNA-Stiicke (eine Billion synthetischer Gene) in ein und dem­

selben Reagenzglas vor und wir wissen nicht, welches Gen wir brauchen! 
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Abb. 5: Evolution im Reagenzglas (nach dem Verfahren des <Ribosome Display•). (a) Syntheti­

sche Gene werden erzeugt, die zufiillige Febler ( Mutationen) enthalten (rote Prmk1e). Diese rver­

den vorr einem Zellextrakt, der Ribosomen enthiilt (die Proteinsynthese-Maschine) in Proteine 

iibersetzt. Das Entscheidende an dem Verfahren ist, dass sowohl die Gene als auch die Proteine an 

den Ribosomen verbleiben ( fiir Details, siehe Kasten 1 ). (b ) Das zu erkemtende Zielmolekiil ( z. B. 

ein krankheitsrelevanter Rezeptor) wird an ein Triigermaterial gekoppelt rmd mit der Gesamtheit 

der Komplexe aus (a) gemischt. Es bleiben nurdiejenigen hiingen, die das Zielmolekiil erkennen, 

inklusive ibres Bauplans (Gen). (c) Dieses Gen wird vervielfiiltigt und dabei rverden wiederum 

neue zufiillige Febler ( Mutationerr) eingebaut (blaue Punkte). (d) Diese zweite Generation wird 

wie in (b) wieder in Proteirr iibersetzt, sodnss sie mit ihrem Bauplan verbrmden bleiben. (c) Durch 

Wiederholrmg der Schritte werden suk.zessive rriitzliche Mutatio11en angesammelt (fnrbige 

Prmkte). (f ) Das Ge11 der Endstufe wird i11 Bakterien eingescbleust, um das eruugte Protein i11 

grossen Mengen zu produzieren. 

Die Nadel im Heuhaufen: Das Konzept 

Die entscheidende Herausforderung ist nun, das Protein, welches an das 

gewiinschte Z ielmolekiil bindet, und das dazugehi:irige Gen zu identifi.zie­

ren. Dazu wurde in meinem Labor ein Verfahren entwickelt, das vi:illig ohne 

lebende Zellen auskommt (Hanes und Pliickthun 1997). Ich werde hier nur 
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das Konzept beschreiben; die technische Durchfiihrung ist in Kasten 1 grob 

skizziert und in Zahnd et al. (2007) genau beschrieben. 

Der Bestand unserer Bibliothek umfasst mindestens 100 Milliarden (1011) 

verschiedene Proteinmolekiile, meist sogar eine Billion (1012). Jedes Protein­

molekiil wird dabei nur ein einziges Mal vorkommen. Der entscheidende 

Trick ist, das Proteinmolekiil mit seiner eigenen Erbinformation zu verbin­

den (Abb. 5). Wenn man nun die gesamte Billion von Molekiilen mit einer 

geniigenden Menge des Zielmolekiils in Kontakt bringt, so bleiben dieje­

nigen Proteine am Zielmolekiil hangen, welche mit diesem genau <<zusam­

menpassen>> (Abb. 5b). Da nun aber an jedem dieser Protein-Molekiile auch 

dessen eigene entsprechende Erbinformation hangt, haben wir zum Schluss 

am Zielmolekiil eine Sammlung aller Erbinformationen von <<erfolgreichen>> 

Proteinen! Das heisst, wir haben die Bauplane all derjenigen Proteine iso­

liert, welche die Aufgabe erfiillen, an das Zielmolekiil zu binden. Diese 

<<Bauplane der Binder>> sind die Sequenzen der Gene von erfolgreichen Pro­

teinen. Sie lassen sich anschliessend in Bakterien einschleusen und die Bak­

terien stellen dann das erfolgreiche Protein her. 

Was hat das nun mit Darwin zu tun? Leider ist die oben beschriebene 

Methode nicht perfekt. Es bleiben am Anfang nicht nur Molekiile hangen, 

die an das Zielmolekiil binden, sondern auch solche, die an das Tragermate­

rial binden oder an eine sonstige Komponente. Urn erfolgreich zu sein, miis­

sen wir das Verfahren also mehrfach anwenden (Abb. 5c). Dazu miissen 

wir die Gene der bindenden Proteine isolieren und vervielfaltigen und dann 

erneut die Proteine mit ihren Genen verbinden. Wenn man die Gene verviel­

faltigt, so kann man dort zufallige Fehler einbauen. Einige dieser Fehler wer­

den, wie bei der Evolution in der Natur, keinen Einfluss haben, andere wer­

den das Protein vollig unbrauchbar machen, aber einige wenige werden die 

Bindung des Proteins auch verbessern. Wenn es uns gelingt, die am besten 

bindenden Varianten mit der im Kasten am Ende dieses K apitels skizzierten 

Technik zu isolieren, so erzeugen wir eine verbesserte Population. Wir evol­

vieren sie durch eine zyklische Abfolge von Diversifizierung und Selektion. 

Wir wenden das von Darwin beschriebene Prinzip im Reagenzglas an. 

Und der praktische Nutzen? 

Die skizzierte Strategie beschreibt einen Weg, w1e man Proteine erzeu­

gen kann, die prinzipiell an jedes beliebige Zielmolekiil spezifisch binden 
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konnen. Damit ergeben sich vielfaltige Moglichkeiten fi.ir Forschung und 

Anwendung (Pii.ickthun 2009). So konnen in einer Zelle beispielsweise 

andere Proteine an ihrer Wirkung gehindert und so die Funktionen der 

Zelle getestet werden- wie reagiert sie, wenn diese eine F unktion ausfallt? 

Bis solche Anwendungen i.iber die Forschung hinaus in die Therapie gelan­

gen, sind aber noch einige andere Hi.irden zu i.iberwinden, z. B. wie man 

solche Proteinmoleki.ile in die Zelle bringt. Auch das ist ein Gegenstand 

aktueller Forschung. 

Dennoch ist beim Erscheinen dieses Buches das erste Proteinmoleki.il, 

ein erstes DARPin (fi.ir <Designed Ankyrin Repeat Protein> (vgl. Abb. 4), das 

wie oben beschrieben erzeugt wurde, bereits in der klinischen Erprobung 

im Menschen (www.molecularpartners.com). Ziel ist die Behandlung der 

Makuladegeneration, einer Sehstorung, die vor allem im Alter auftritt. Ursa­

che ist ein Faktor, VEGF, der zum unkontrollierten Wachstum von Blutge­

fassen unter der Netzhaut fi.ihrt, was die Sehscharfe erheblich beeintrachtigt. 

Indem nun ein Protein in das Auge gespritzt wird, welches diesen Wachs­

tumsfaktor <<abfangt», kann die Bildung dieser unerwi.inschten Blutgefasse 

gestoppt und sogar zuri.ickgebildet werden- die Sehkraft nimmt wieder zu. 

Es ist offensichtlich, dass das DARPin so fest wie moglich an den Wachs­

tumsfaktor binden muss, urn zu verhindern, dass dieser an seinen Rezeptor 

andocken kann. Nur so kann das unerwi.inschte Wachstum der Blutgefasse 

unterbunden werden. Die perfekte Passform des Proteins konnte nur durch 

die Evolution im Reagenzglas erreicht werden (vgl. Abb. 4). 

Schlussfolgerungen 

In letzter Instanz konnte also das darwinsche Prinzip der Diversifizierung 

und der Selektion zur Optimierung eines therapeutisch wertvollen Proteins 

verwendet werden. Wenngleich vor 150 Jahren nicht einmal im Ansatz vor­

stellbar war, was heute Realitat ist, so hat Darwin ein intellektuelles Geri.ist 

geschaffen, mit dem der Ursprung der Arten, die Prinzipien der Zi.ichtung 

und die Herstellung neuer Biomoleki.ile verstanden werden kann ( Abb. 1a). 

Wir fassen die Evolution heute als eine Suchstrategie auf, in der durch 

stetige Aufeinanderfolge von zufalliger Diversifizierung und Selektion eine 

optimale Anpassung erreicht werden kann. Wenngleich die Anfange gemacht 

wurden, diese Prinzipien ins Labor zu i.ibertragen, so sind dies immer noch 

bescheidene Schritte im Vergleich zu den Veranderungen, die bei der Entste-
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hung des Lebens und der Arten abliefen. Der augenfalligste und wichtigste 

Unterschied ist die Anzahl der Zyklen von Diversifizierung und Selektion. 

Im Labor ist eine Handvoll Zyklen (Generationen) i.iber ein paar Wochen 

bis Monate der Stand der Technik. In den ca. 3,5 Milliarden Jahren seit Ent­

stehung des Lebens auf der Erde sind jedoch Billionen von Generationen 

entstanden. Es ist also keine allzu gewagte Prognose, class jede Automatisie­

rung, welche die Anzahl Zyklen im Labor zu erhohen vermag, zu Moleki.i­

len fiihren ki:innte, an die wir heute noch nicht zu denken wagen. Aber auch 

sie werden Darwins Regeln folgen. 

Die Nadel im Heuhaufen: Was wirklich passiert 

Die Proteinbibliothek ist eigentlich zunachst eine Sammlung von Genen. 

die aus synthetischen Oligonukleotiden zusammengebaut wurden und 

sich. wie im Text beschrieben. an wenigen Positionen unterscheiden. 

Diese Gene werden zunachst mithilfe der Polymerase-Kettenreaktion 

(PCR) vervielfliltigt. lm Reagenzglas werden sie dann von einem Enzym 

in die Arbeitskopie. die mRNA. umgeschrieben. Am Ende dieses Schritts 

haben wir 100 Milliarden bis I Billion versclziedener mRNA-Moleki.ile, 

und von jeder Sorte ein paar Tausend Exemplare. Nun geben wir einen 

Zellextrakt dazu. der Ribosomen enthalt - jene Maschinerie. die mRNA 

in Proteine i.ibersetzt. Die Ribosomen laufen an der mRNA entlang bis 

zum Ende und die dabei entstehende Proteinkette kommt aus dem Ribo­

som heraus. bleibt aber mit dem Ribosom verbunden. Erst durch ein Stop­

Codon wtirde sie getrennt und - das ist der entscheidende Punkt - genau 

dieses fehlt in dieser mRNA, weil sie so entworfen wurde. 

Die Proteinkette. deren grosster Teil sich nun ausserhalb des Ribosoms 

befindet. nimmt ihre dreidimensionale Struktur ein - sie faltet sich. So ist 

sie in der Lage, ein Zielmoleki.il zu erkennen. aber nur. wenn sie die rich­

tige Sequenz dazu hat (Abb. 4). Nur wenige Mitglieder (ca. I aus einer 

Milliarde oder 1'000 aus einer Bibliothek von I Billion Mitgliedem) sind 

typischerweise dazu in der Lage. 

Das Zielmolekiil wird dazu an ein Tragennaterial gekoppelt. z. B. win­

zige magnetische Kugeln (Abb. 5b ). So konnen die Proteine. die das Ziel­

moleki.il erkennen (samt mRNA und Ribosom) angereichert werden: Die 

riesige Mehrzahl der nichtbindenden Proteine wird weggewaschen und 

die bindenden Proteine werden mithilfe der magnetischen Kugeln, an 
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denen sie hangen. in ein neues Gefass gebracht. Das ist die Selektion. Der 

Wissenschaftler kann an dieser Stelle genau bestimmen. welche Molekiile 

angereichert werden soli en und welche nicht. Er bestimmt den Selektions­

druck durch die genaue Versuchsanordnung. 

1m neuen Reagenzglas werden die Komplexe aufgetrennt. die mRNA 

wird isoliert. mithilfe von Enzymen zuriickiibersetzt in DNA und mit der 

Polymerase-Kettenreaktion vervielfciltigt. Danach kann eine neue Runde 

beginnen. lndem bei dieser VervieWiltigung mit Absicht Fehler eingebaut 

werden, wird Darwins Prinzip von Diversifizierung und Selektion umge­

setzt (Abb. 5 ). Sucht man z. B. immer wieder nach den am besten binden­

den Varianten, so erzeugt man durch diesen Prozess der Evolution eine 

Anpassung an das Zielmolektil mit immer besserer Bindungsenergie. Der 

Schltissel zum Erfolg liegt also in der �yk/ischen Abfolge von Diversifizie­

rung und Selektion (Abb. ld). 
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