
wahlverfahren zu entwickeln. Lässt 
sich die gesuchte Funktion an das 
Überleben eines Organismus kop-
peln, können aus mehreren Varian-
ten die gewünschten auf elegante 
Weise selektiert werden. Ist dies 
nicht möglich, müssen alle Varian-
ten durchsucht und die uner-
wünschten aussortiert werden 
(Screening).  

Um den Sequenzraum effizient 
auszunutzen, werden Methoden wie 
die fehlerhafte Polymerasekettenre-
aktion (error-prone Polymerase 
Chain Reaction, epPCR), DNA-
Shuffling oder schrittweise Verkür-
zung verwendet. Der für die epPCR 
verwendeten Polymerase fehlt die 
Korrekturleseaktivität, so dass sie 
falsch eingebaute Nukleotide nicht 
korrigieren kann.1) Das DNA-Shuff-
ling2) und die abgestufte Genfrag-
ment-Verlängerung (Staggered Ex-
tension Process, StEP)3) haben die 
gerichtete Evolution weiter voran 
gebracht. In beiden Methoden führt 
fehlerhaftes Zusammensetzen von 
Genfragmenten zu chimären Genen. 

Um Kreuzungen auch in nicht 
homologen Regionen zu ermögli-
chen, wurden Fusionsbibliotheken 
aus schrittweise verkürzten Gen-
fragmenten gebaut (Incremental 
Truncation for the Creation of Hy-
brid enzYmes, ITCHY).4)

Weiterhin elementar für die ge-
richtete Evolution ist ein Selektions- 
oder Screeningsystem, das verbesser-

Proteindesign  
und -engineering  

� Proteine besitzen ein enormes 
Potenzial, komplexe molekulare 
Prozesse mit hoher Effizienz und 
Präzision auszuführen. Wenn wir 
derartige Proteine nachbauen könn-
ten, ergäben sich atemberaubende 
Möglichkeiten. Seitdem Techniken 
zur Manipulation des genetischen 
Codes zur Verfügung stehen, wird 
die Konstruktion von Proteinen mit 
veränderten Eigenschaften ange-
strebt. 

Gerichtete Evolution 

� Die Vorgehensweisen lassen sich 
in evolutive und rationale Methoden 
unterteilen. Erstere imitieren im Ab-
lauf die natürliche Evolution und 
werden als gerichtete Evolution be-
zeichnet. Dabei führt fehlerhafte 
Genamplifikation zu zufälligen Aus-
tauschen in einem Protein. An-
schließend wird ein künstlicher Se-
lektionsdruck ausgeübt, um ver-
änderte, der Umgebung angepasste 
Proteine zu identifizieren. Verände-
rungen lassen sich somit ohne me-
chanistisches Vorwissen und unvor-
eingenommen einführen.  

Bei der gerichteten Evolution ist 
es wichtig, eine große und ausgewo-
gene Bibliothek an Varianten zu er-
stellen sowie ein geeignetes Aus-

te Varianten identifiziert und die ent-
sprechenden Gene isoliert. Genotyp 
und Phänotyp müssen gekoppelt sein 
– eine Eigenschaft, die Zellen von Na-
tur aus besitzen. Ist die Funktion des 
exprimierten Proteins wichtig für den 
Metabolismus der Zelle, so kann eine 
verbesserte Funktion aufgrund von 
Antibiotikaresistenz oder Komple-
mentation in einem auxotrophen 
Stamm, der nicht in der Lage ist, be-
stimte essentielle Substanzen selbst-
ständig zu synthetisieren, selektiert 
werden (Abbildung 1a). Das Protein 
kann auch an einen Reporter wie das 
grünfluoreszierende Protein gekop-
pelt werden, welches zur Evaluierung 
der Löslichkeit eines Proteins dient.5)

Ein anderer verbreiteter Ansatz 
ist das Phagendisplay, in dem das 
Zielprotein mit einem Phagenhüll-
protein fusioniert und auf der Zell -
oberfläche präsentiert wird (Abbil-
dung 1b).6) Diese Technik wurde in 
Kombination mit einer proteolyti-
schen Selektion eingesetzt, um stabi-
le Faltungen aus einer Bibliothek 
kombinierter Polypeptidsegmente 
zu isolieren. Die Kristallstruktur ei-
nes der selektierten Proteine zeigt, 
dass das N-terminale Fragment des 
Kälteschutzproteins CspA seine 
strukturelle Integrität erhält, aber 
nun durch Domänenaustausch ein 
Multimer bildet (Abbildung 2).8)

Ein Schwachpunkt der In-vivo-
Techniken ist die Transformation, 
welche die Größe der Bibliotheken 
auf höchstens 1010 Varianten be-
grenzt. Außerdem ist die Expression 
der Proteinvarianten vom System 
abhängig, so dass mit der Entwick-
lung der In-vitro-Translation zell-
freie Systeme für das Engineering at-
traktiv wurden. Daraufhin wurden 
In-vitro-Evolutions-Techniken ent-
wickelt, wie das Ribosom-Display, 
das mRNA-Display und die In-vitro-
Kompartimentierung (IVC). Das Ri-
bosom- und das mRNA-Display 
koppeln ein mRNA-Molekül an das 
translatierte Protein. Beim Ribosom-
Display wird die mRNA bis kurz vor 
das 3'-Ende translatiert, so dass das 
Ribosom nicht hinunterfällt. Auch 
das Protein bleibt mit dem Ribosom 
verbunden. Über Ligandenbindung 
lassen sich Proteine mit der ge-

 

Abb. 1. 

Verschiedene Selek-

tionssysteme der ge-

richteten Evolution: 

a) Bakterienzelle, 

b) Phagen-Display, 

c) Ribosom-Display, 

d) mRNA-Display, 

e) In-vitro-Kompar-

timentierung. 
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wünschten Bindungskapazität anrei-
chern und die daran gebundenen 
mRNAs mit reverser Transkription 
und PCR vervielfältigen (Abbil-
dung 1c).9)

Im mRNA-Display wird das Pro-
tein über das Antibiotikum Puromy-
cin stabil mit seiner mRNA ver-
knüpft, da es das Aminoacyl-Ende 
einer tRNA imitiert und durch die 
Peptidyl-Transferase-Aktivität des 
Ribosoms an das Peptid gebunden 
wird (Abbildung 1d).10)

Bei der IVC entstehen zellähnli-
che Kompartimente durch Wasser-
in-Öl-Emulsionen. Die große Zahl 
von Tröpfchen pro Milliliter, ihre 
einfache Herstellung sowie ihre ho-
he Stabilität ermöglichen bioche-
mische und genetische Ansätze in 
miniaturisierter und parallelisierter 
Form. Jedes Tröpfchen ist ein unab-
hängiger Minireaktor, in dem die 
Gene transkribiert und translatiert 
werden und die resultierenden 
RNAs und Proteine aktiv sind (Ab-
bildung 1e). Verbesserungen in der 
Mikrofluidtechnik vereinfachen 
IVC-Anwendungen zum Enginee-
ring von Katalyse, Bindung und Re-
gulation.11)

Die Effizienz der Methoden der 
gerichteten Evolution wird weiter 
durch die Entwicklung neuer Werk-
zeuge wie substratregulierende En-
zyme und Degradations-Tags opti-
miert, mit denen sich die Stringenz 
der In-vivo-Selektion von Enzymen 
genauer abstimmen lässt.12) Den-
noch sind den evolutionären Ansät-
zen durch die kombinatorischen 
Möglichkeiten Grenzen gesetzt, da 
der Mutationsweg immer über ver-
besserte Varianten führen muss. 
Lässt sich die gewünschte Verände-
rung nur durch mehrere gleichzeiti-
ge Austausche erreichen, reduziert 
sich die Wahrscheinlichkeit, dass 
das Ziel mit einem zufälligen Ansatz 
erreicht wird. 

Rationales und  
computergestütztes Design 

� Im Gegensatz zum evolutiven 
nimmt das rationale Design auf Basis 
detaillierter Annahmen über Struk-
tur und Funktion gezielt Austausche 

Elimination (DEE), Monte-Carlo-
Minimierung und genetische Algo-
rithmen nutzen. Ihre Anwendung 
und experimentelle Validierung 
machten computergestütztes Design 
immer wichtiger (siehe Trendbericht 
2004, Nachr. Chem. 2005, 53, 273). 

Besonders das Jahr 2003 konnte 
mit zwei Durchbrüchen aufwarten: 
dem Design einer neuartigen Pro-
teinstruktur und ihrer kristallogra-
phischen Validierung13) sowie der 
Konstruktion neuer Bindungs-
taschen für verschiedene nieder-
molekulare Liganden die zur Ent-

Abb. 2. Stabile Faltung eines kombinatorischen Proteins, entstanden aus Fragmenten von 

CspA (blau) und der S1-Domäne der Polynukleotid-Phosphorylase (rot).  

Das Protein bildet ein Dimer mit einem �-Strang- Austausch. Zum Vergleich sind darunter 

die Strukturen der Ausgangsproteine abgebildet. 

an einem Protein vor. Dies setzt ei-
nerseits ein genaues Wissen über das 
zu verändernde Protein voraus. Es 
hat aber andererseits den Vorteil, 
dass nur eine oder wenige Varianten 
getestet werden müssen. Zudem er-
laubt dieses Vorgehen größere Ver-
änderungen als die gerichtete Evolu-
tion, der die Zahl der Austausche 
und die Größe der Bibliothek Gren-
zen setzt.

Das rationale Design will die 
Grundsätze von Struktur-Funk-
tions-Beziehungen gut genug verste-
hen, um sie bei der Konstruktion 
neuer Eigenschaften oder sogar neu-
er Proteine anzuwenden. Dazu auf-
gestellte Regeln und Mechanismen 
sollen die Faltung, Katalyse und In-
teraktionen genau beschreiben.  

Die für das rationale Design zur 
Verfügung stehende Datenmenge an 
Proteinsequenzen und -strukturen 
ist in den letzten Jahren rasant ge-
wachsen. In den letzten zehn Jahren 
entwickelte Algorithmen machen 
die Daten für rationales Proteinde-
sign nutzbar. Um die Proteinsequen-
zen mit der niedrigsten Energie zu 
identifizieren, lassen sich Dead-End-
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grierten in den Dead-End-Eliminati-
ons-Algorithmus deshalb ein Krite-
rium, das die Backbone-Flexibilität 
berücksichtigt und zeigten, dass dies 
zu Lösungen mit deutlich niedrige-
ren Energien führt.21)

Auch die Strukturvorhersage, die 
einen starken Einfluss auf die Ent-
wicklung von Proteindesign-Algo-
rithmen hat, erzielte große Fort-
schritte. Die Struktur eines kleinen 
Proteins konnte so genau vorherge-
sagt werden, dass mit diesem Such-
modell die Kristallstruktur gelöst 
werden konnte.22)

Diese Beispiele zeigen, dass das 
computergestützte Design in den 
letzten drei Jahren deutliche Fort-
schritte gemacht hat. So gab es Ent-
wicklungen in den Algorithmen des 
Enzym-Designs,23,24) die jedoch noch 
experimentell getestet werden müs-
sen. Zudem müssen die Anwendun-
gen robuster und für den allgemei-
nen Nutzer zugänglicher werden. 
Auch vernachlässigt die vereinfachte 
Annahme der Proteine als ein vor-
wiegend rigides Gerüst, dass die Fle-
xibilität oft ein integraler Bestandteil 
von Proteinen und ihren Funktio-
nen ist. 

Kombination der Methoden 

� Kombinierte Ansätze vereinen 
die Vorteile der evolutiven und ratio-
nalen Methoden. Zunehmend wer-
den Computerprogramme einge-
setzt, um aus den großen Datenmen-
gen zu lernen und das Gelernte dann 
zum rationalen oder fokussierten 
Design von Proteinen zu nutzen. 
Das Proteinengineering und -Design 
integriert mittlerweile viele fach-
übergreifende Techniken aus der 
Proteinchemie, Gentechnik, Struk-
turanalyse und Bioinformatik. Im ra-
tional gelenkten Design von Biblio-
theken wird die Mutagenese oder 
Rekombination auf ausgewählte Po-
sitionen fokussiert, wie beispielhaft 
am Cytochrom P450 und am blau-
fluoreszierenden Protein gezeigt 
wurde.25,26)

Das Ziel ist es, evolutive Metho-
den durch rationale Fokussierung 
effektiver zu gestalten. Gleichzeitig 
vertiefen zufällige Ansätze das Ver-

wurde erfolgreich an Protein-Pro-
tein-Grenzflächen gearbeitet. So 
führte ein neues Wasserstoffbrü-
cken-Netzwerk zwischen DNase 
und einem Immunitätsprotein zu 
einer hoch spezifischen Erkennung 
zwischen den beiden Partnern.18)

Das Zelladhäsions-Protein CD2 er-
hielt eine Calcium-Bindestelle ohne 
die Funktionalität des Konstruktes 
zu kompromittieren.19) Schließlich 
wurden Tetrapeptide konstruiert, 
die Aggregate aus Serinprotease-In-
hibitoren effizient depolymerisieren 
können. So helfen sie bei der Erfor-
schung von Krankheiten, die durch 
Protein-Missfaltung hervorgerufen 
werden.20)

Die meisten dieser Ansätze nut-
zen hochaufgelöste Strukturen als 
Startgerüst, dem unter Verwendung 
von Rotamer-Bibliotheken Konfor-
mationen der Aminosäureseitenket-
ten aufgepfropft werden. Die daraus 
entstehenden Vorhersagen beruhen 
jedoch auf der Voraussetzung, dass 
sich die Gesamtstruktur nicht verän-
dert. Tatsächlich verzerren Modelle, 
die kleine Strukturänderungen der 
Hauptkette nicht berücksichtigen, 
die Vorhersagen und vernachlässi-
gen Lösungen, in denen kleine Be-
wegungen zu einer Stabilisierung 
führen. Georgiev und Donald inte-

Abb. 3. 

Vergleich der 

Spezifitätstasche 

der wildtypischen 

(grün) und der neu 

konstruierten Ho-

ming-Endonuklease 

mit jeweils gebun-

denem Basenpaar.

wicklung einfacher Biosensoren 
führte.14) Was hat sich seither ge-
tan?

Es gab Bestrebungen, Aktivitäten 
und Stabilitäten von Enzymen zu 
modulieren. So konnte die Ther-
mostabilität der Cytosin-Deaminase 
aus Hefe verbessert werden, ohne 
ihre katalytische Effizienz zu beein-
trächtigen.15) Drei von fünf vorher-
gesagten Mutanten der Chorismat-
Mutase besaßen eine enzymatische 
Aktivität, die mindestens so hoch 
wie die des Wildtyps war.16) Eine 
veränderte Homing-Endonuklease 
I-MsoI kann eine neue DNA-Erken-
nungssequenz binden und schnei-
den (Abbildung 3).17) Außerdem 

� Glossar 

 unterteilen sich in evolutive und 

rationale Methoden: 

Gerichtete Evolution imitiert in 

 vitro die natürliche Evolution.  

Dabei werden große Genbanken 

durch Zufallsmutagenese erstellt 

und Proteine mit verbesserten 

oder neuen Eigenschaften mittels 

Selektion oder Screening isoliert. 

Rationales Design beschreibt die 

Anwendung detaillierten Wissens 

über Struktur und Funktion eines 

Proteins, um gewünschte Ände-

rungen vorzunehmen. 

Computergestütztes Design nutzt 

Algorithmen, um die Aminosäure-

sequenz mit der geringsten Energie 

für eine bestimmte Konformation 

zu ermitteln.

Da nicht klar definiert ist, was ein 

künstliches Protein ausmacht, las-

sen sich die Begriffe „Proteinengi-

neering“ und „Proteindesign“nicht 

eindeutig voneinander trennen 

und werden oft synonym ge-

braucht. Im engeren Sinne be-

zeichnet Proteinengineering je-

doch die gezielte Veränderung na-

türlich vorhandener Proteine zur 

Herstellung nutzbarer Proteine. 

Proteindesign beschreibt dagegen 

die Konstruktion künstlicher Pro-

teine mit neuartigen Eigenschaf-

ten; allerdings wird dieser Begriff 

nicht nur für de-novo-konstruierte 

Proteine verwendet. 

Die Vorgehensweisen beim 

 Proteindesign und -engineering 
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ständnis der Struktur-Funktions-Be-
ziehungen von Proteinen, die wie-
derum die Vorhersagetechniken ver-
bessern können. 
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Probleme zu lösen. Es gibt jedoch 
Hoffnung, dass Stammzellen in zu-
nehmenden Maße für die Therapie 
heute noch nicht zu behandelnder 
Krankheiten dienen werden. Im letz-
ten Jahr sind die durch Reprogram-
mierung aus Hautzellen hergestell-
ten pluripotenten Stammzellen (iPS) 
in den Mittelpunkt des Interesses ge-
rückt. Die iPS ähneln embryonalen 
Stammzellen und können in reifen 
Zellen einer Vielzahl von Geweben 
differenzieren. Sie besitzen jedoch 
ein großes Potential, einen Tumor 
auszulösen. Auch wenn die Klinik-
reife noch weit entfernt scheint, sind 
iPS ein Durchbruch für die Stamm-
zellforschung (siehe Nachr. Chem.
2007, 55, 995).

Embryonale Stammzellen 

� Bei der Verschmelzung von Ei 
und Samenzelle entsteht ein toti-
potenter Ein-Zell-Embryo, aus dem 
sich durch Teilung und Spezialisie-
rung ein eigenständiges Lebewesen 
entwickeln kann. Nach ungefähr 
vier Tagen besteht der Embryo aus 
einem Zellverband von etwa 50 bis 
100 Zellen: der Blastozyste, aus de-
ren innerer Zellmasse man embryo-
nale Stammzellen (ES-Zellen) ge-
winnen kann. ES-Zellen können 

Stammzelltherapie 
 

� Allen Stammzellen ist die Fähig-
keit gemeinsam, in einzelne oder 
mehrere Funktionszellen auszurei-
fen sowie bei der Zellteilung eine 
identische Kopie zu bilden und sich 
dadurch zu erneuern (Abbildung 1). 
Deshalb spielen sie eine wichtige 
Rolle für die regenerative Medizin. 
Das Vermögen zur unbegrenzten 
Selbsterneuerung und zur Differen-
zierung ist in verschiedenen Zell-
typen jedoch unterschiedlich stark 
ausgeprägt.

Entsprechend ihrer Herkunft un-
terscheidet man gewebespezifische 
oder adulte Stammzellen von em-
bryonalen Stammzellen. Letztere ge-
winnt man aus undifferenzierten 
Zellen früher Embryonalstadien. 
Adulte Stammzellen entstehen wäh-
rend der Embryonalentwicklung der 
einzelnen Gewebe- und Organsyste-
me. Sie bleiben auch beim Erwach-
senen zeitlebens erhalten, um zu-
grundegehende Zellen zu ersetzen.

Knochenmarkstransplantationen
zur Erneuerung des Blutzellsystems 
sind heute klinische Routine. Beim 
Einsatz von Stammzellen zur Rege-
neration anderer Organe wie Muskel 
sind aber noch viele technischen 

Nische

Stammzellen
(ruhend oder 

langsam teilend)

Selbsterneuerung

schnell teilende
und differenzierende

Vorläuferzellen

differenzierte Funktionszellen

Normale Stammzellen: reguliertes Wachstum und Differenzierung

Nische

Krebsstammzellen
(ruhend oder 

langsam teilend)

Selbsterneuerung

schnell teilende
und differenzierende 

Krebszellen

differenzierte Krebszellen
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Chemotherapie, Bestrahlung

Abb. 1.  

Vergleich: Normale 

Stammzellen und 

Krebsstammzellen. 


