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Wc‘ihrend die Natur ihre Katalysatoren iiber Millionen von Jahren
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entwickelt hat, versuchen Enzymingenieure, dies ein wenig schneller

zu bewerkstelligen. Die aktive Tasche eines Enzyms bildet eine stark
optimierte Mikroumgebung fiir die Katalyse chemischer Transfor-
mationen in biologischen Systemen — folglich konnen Anderungen in

diesen Zentren die Enzymaktivitit stark beeinflussen. Daher bietet die

Voraussage und Kontrolle solcher Effekte einen vielversprechenden
Weg, um zu neuen Funktionen zu gelangen. Der Ansatz, bei dem
minimale Modifikationen in den aktiven Taschen von Enzymen (z. B.
durch gezielte Mutagenese und Hinzufiigen neuer reaktiver Funktio-
nalititen) deren katalytisches Repertoire erweitern sollen, ist der
Schwerpunkt dieses Aufsatzes. Dabei kann eine neue Aktivitit oft
schon durch eine einzige Mutation erreicht werden. Die vielen er-
folgreichen Beispiele fiir die Umgestaltung von aktiven Taschen durch
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minimale Mutationen geben wertvolle Einblicke in die Evolution von
Enzymen und bahnen neue Wege in der Erforschung der Biokataly-

satoren.

1. Einleitung

Die natiirliche Evolution hat uns zahlreiche Enzyme zur
Verfiigung gestellt, die eine grofe Vielfalt an chemischen
Transformationen katalysieren.['! Diese Katalysatoren zeich-
nen sich durch eine enorme Beschleunigung von Reaktionen
in Wasser bei neutralem pH-Wert und milden Temperaturen
aus.”) Zunehmend profitiert die chemische und pharmazeu-
tische Industrie von diesen Eigenschaften, indem sie Enzyme
verwendet, um Syntheseprozesse kostengiinstiger und um-
weltfreundlicher durchzufiihren.’! Die enorme katalytische
Effizienz von Enzymen (oft nahe an der Diffusionskontrolle)
wird normalerweise mit einer engen Substratspezifitdt in
Verbindung gebracht, was ihre Verwendbarkeit in nichtbio-
logischen Anwendungen einschrinkt. Protein-Engineering
sollte helfen, den Spielraum von enzymkatalysierten Trans-
formationen zu erweitern, und so ihren préparativen Nutzen
vergroflern.

Die reaktiven Zentren der natiirlichen Enzyme bieten
einen giinstigen Ausgangspunkt fiir den Aufbau neuer
Enzyme. Die enzymatische Reaktion findet in einer aktiven
Tasche statt, in der einige wenige Aminosaurereste die Sub-
stratbindungstasche bilden. Diese prézise positionierten
Reste begiinstigen die Katalyse, indem sie sowohl reaktive
Gruppen wie Nucleophile, Sduren oder Basen bereitstellen
als auch die optimale Mikroumgebung schaffen (Hydropho-
bie, Ladungskomplementaritdt, Wasserstoffbriickendonoren
und -acceptoren) und somit den Ubergangszustand stabili-
sieren. Die Aufgabe der aktiven Tasche besteht in der Bin-
dung des Substrats (der Substrate), der Stabilisierung des
Ubergangszustands und der Freigabe des Produkts (der
Produkte).

Es ist seit langem bekannt, dass der chemische Raum in
den aktiven Taschen der natiirlichen Enzyme nicht vollstidn-
dig genutzt wird. Dies wird deutlich durch die Tatsache, dass
die natiirlichen Enzyme eine recht begrenzte Zahl von Fal-
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tungen und katalytischen Mechanismen nutzen, um eine
enorme Diversitdt an biologischen Verbindungen herzustel-
len." Viele Katalysatoren sind exakt auf spezifische chemi-
sche Transformationen von biologischer Relevanz abge-
stimmt, einige Enzyme zeigen allerdings auch promiskuitive
Aktivitdten — das heif3t, sie akzeptieren alternative Substrate
und katalysieren sekundire Reaktionen.””’ Der Begriff
Promiskuitét wird in der Folge in drei Kategorien gebraucht:
Substrat-Promiskuitit (das Enzym akzeptiert strukturell un-
terschiedliche Substrate, katalysiert jedoch dieselbe chemi-
sche Reaktion), katalytische Promiskuitdt (das Enzym ak-
zeptiert unterschiedliche Substrate und katalysiert vollig
verschiedene Reaktionen) und Produkt-Promiskuitéit (das
Enzym akzeptiert ein einziges Substrat und nutzt dhnliche
Mechanismen, um die Umsetzung zu unterschiedlichen Pro-
dukten zu katalysieren). Diese promiskuitiven Aktivitdten
konnten in der natiirlichen Evolution der Enzyme eine Rolle
spielen.l’®!

Im Einklang damit werden zunehmend Enzym-Superfa-
milien identifiziert, deren Mitglieder homologe Strukturen
aufweisen und verwandte Katalysemechanismen fiir unter-
schiedliche Reaktionen nutzen.”!! In diesen Familien
konnen kleine Anderungen in der Aminosiureabfolge der
aktiven Tasche deren unterschiedliche Aktivitdten bedingen.
Dies stiitzt die Hypothese, dass sich eine grofle Vielfalt an
enzymatischen Aktivitdten aus einer begrenzten Zahl ur-
spriinglicher Enzyme in divergenter Weise entwickelt hat.
Solche Aktivitdtswechsel demonstrieren, dass die strukturelle
Formbarkeit der aktiven Taschen und die daraus folgende
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katalytische Vielseitigkeit zu neuen Biokatalysatoren fithren
kann. Die gezielte Manipulation des chemischen Raums in
aktiven Taschen sollte demnach promiskuitive Aktivitidten
einfithren oder verstarken und letztlich auch ihre Nutzung in
der Synthese ermoglichen.

Tatsdchlich fiihren Mutationen in der aktiven Tasche
oftmals zu gravierenden Anderungen der Enzymeigenschaf-
ten, was meistens allerdings schlicht den volligen Verlust der
Enzymaktivitit bedeutet.'!] Zuweilen kann es aber passieren,
dass das veridnderte Enzym eine erweiterte Substratspezifitit
oder ein verdndertes Reaktionsprofil zeigt, woraus sich neue
Aktivititen ergeben.' Wie kann man nun auf effiziente
Weise interessante Verdnderungen identifizieren? Mithilfe
von Sequenz-, Struktur- und Mechanismusinformationen
konnen Mutationen in der aktiven Tasche bestimmt werden,
die vermutlich das katalytische Repertoire der Enzyme er-
weitern. Die Strategie beruht auf der gezielten Substitution
einzelner Aminosduren, ohne dabei die globale Proteinfal-
tung zu storen. Dadurch finden die unverdnderten Amino-
sdurereste im Kontext einer ,,neuen* aktiven Tasche wieder
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Verwendung. Dieses Recycling von funktionalen Eigen-
schaften reduziert die Zahl an Mutationen, die erforderlich
sind, um eine neue Funktion zu erlangen. Oft ist die Substi-
tution einer einzigen Aminosdure ausreichend, um einem
Enzym eine neue Aktivitdt zu verleihen. Bislang hat die
Umgestaltung von aktiven Taschen zu Enzymen gefiihrt, die
breitere Substratsperzifitdt, verdnderte Kontrolle der Pro-
duktbildung, verbesserte Sekundiraktivitdten, neue Reakti-
vitdten oder Reaktionsmechanismen aufweisen.

Wie niitzlich ist die rationale Umgestaltung der aktiven
Taschen von Enzymen? In diesem Aufsatz wollen wir einige
beachtliche Erfolge bei der Konstruktion von aktiven Ta-
schen erldutern, allerdings mit der Einschrankung auf Bei-
spiele, bei denen nur eine minimale Zahl an Mutationen ge-
braucht wurde. Weiterhin werden wir uns mehr auf die Er-
zeugung von neuen Transformationen denn auf die Erzeu-
gung von verdnderten Substratspezifitidten konzentrieren (fiir
den zweiten Fall gibt es bereits zahlreiche Ubersichtsarti-
kel'™>Bl), Der Vergleich der verschiedenen Ansitze ermdg-
licht es, das Potenzial dieser Methoden zur Entwicklung
neuer Biokatalysatoren auszuwerten. Wir werden daraus
folgern, dass eine kleine Zahl bestimmter Anderungen in der
atomaren Struktur eines Enzyms oft ein relativ einfacher Weg
zu alternativen katalytischen Aktivitdten ist. Wahrend die auf
diesem Wege neu generierten Katalysatoren normalerweise
keine optimale Effizienz aufweisen, sind sie doch ein viel-
versprechender Ausgangspunkt fiir eine Weiterentwicklung.
Dank des modernen Methodenrepertoires der Proteininge-
nieure, wie der gerichteten Evolution und der rechnerge-
stiitzten Modellierung, wird die Umgestaltung von aktiven
Taschen immer wichtiger, um die steigende Nachfrage nach
effizienten, maf3geschneiderten Enzymen zu decken.

2. Subtilisin — ein Spielplatz fiir Proteiningenieure

Hydrolasen sind beliebte Forschungsobjekte fiir das
Enzym-Engineering, nicht nur weil sie zu den ersten cha-
rakterisierten Enzymen zédhlen, sondern auch weil ihre kata-
lytische Aktivitdt oft eine direkte industrielle Anwendung
hat. Serin-Proteasen katalysieren die Hydrolyse von Peptid-
bindungen, indem sie ein Acyl-Enzym-Intermediat bilden,
das anschlieBend zur freien Siure hydrolysiert wird.'"¥ Die
katalytische Maschinerie von Serin-Proteasen enthilt eine
katalytische Triade (Ser-His-Asp) und eine Oxyaniontasche.
Die Triade aktiviert die Serinseitenkette fiir einen nucleo-
philen Angriff, und die Oxyaniontasche stabilisiert die tetra-
edrischen Zwischenprodukte, die wiahrend des Enzymacylie-
rungs- sowie wihrend des Hydrolyseschritts gebildet werden.
Die Fiille an zugénglichen Struktur- und Funktionsinforma-
tionen iber Subtilisin™! machte dieses Enzym zu einem
Modellenzym fiir Serin-Proteasen. Subtilisin ergab folglich
einen besonders geeigneten Ausgangspunkt fiir eine vielsei-
tige, rationale Konstruktion aktiver Taschen.

Die Geschichte der Umgestaltung aktiver Taschen
begann, als in den 1960ern die Arbeitsgruppen von Bender!'®
und Koshland!""! unabhingig voneinander anhand von Sub-
tilisin das erste Beispiel einer positionsgerichteten Mutage-
nese eines Proteins entwickelten. Die posttranslationale
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Umwandlung des katalytischen Serinrests (Ser221) in einen
Cysteinrest gelang durch die spezifische Reaktion von Ser221
mit Phenylmethansulfonylfluorid. Die Umsetzung dieses
Addukts mit Thioacetat fiihrte zu einem enzymgebundenen
Thioester, der spontan desacyliert wurde und Cys221 freigab.
Vor der Einfithrung der rekombinanten DNA-Technologie
war die gezielte Substitution einer genetisch codierten Ami-
nosédure durch eine andere innerhalb eines Proteins eine be-
achtliche Leistung. Mithilfe dhnlich trickreicher chemischer
Reaktionen wurde die gezielte Umwandlung einzelner ein-
zigartig reaktiver Aminosiduren auch in anderen Proteinen
moglich.1¥

Hinter der (recht konservativen) Substitution von Serin
mit Cystein in der aktiven Tasche von Subtilisin stand die
Frage nach der relativen Reaktivitidt von Sauerstoff im Ver-
gleich zu Schwefel in einer ansonsten identischen Protein-
umgebung. Es wurde erwartet, dass die Ser221Cys-Variante
von Subtilisin (Thiolsubtilisin) Amidbindungen gleich gut
oder besser als der Wildtyp hydrolysiert, da Thiole nucleo-
philer als Alkohole sind (Schema 1). Folglich war die 10°-mal
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Schema 1. Hydrolyse gegeniiber Aminolyse: konkurrierende Reaktio-
nen, die von Subtilisin und den Varianten Thiolsubtilisin, Selenosubtili-
sin und Tellurosubtilisin katalysiert werden.

schlechtere Protease-Aktivitit der Mutante sehr iiberra-
schend." Riickblickend ist diese drastische Abnahme der
Aktivitét sogar noch verbliiffender, weil die aktive Tasche der
Cystein-Proteasen eine dhnliche Konstellation der Reste wie
diejenige der Serin-Proteasen aufweist. Angesichts der Ahn-
lichkeit der GroB3e und der chemischen Eigenschaften von
Sauerstoff und Schwefel unterstreicht dieses Resultat, wie
empfindlich aktive Taschen auf Substitutionen reagieren.
Thiolsubtilisin ist zwar eine fast inaktive Protease, zeigt
aber eine gewisse Esterase-Aktivitdt im Fall aktivierter Ester
wie p-Nitrophenylacetat.'”! Die Tatsache, dass Thiolsubtilisin
acyliert werden konnte, aber nicht in der Lage war, Amid-
bindungen zu spalten, wurde von Kaiser und Mitarbeitern
genutzt. Sie zeigten, dass diese mutierte Protease die che-
moselektive Ligation von aktivierten Estern (p-Chlorphe-
nylester) mit Aminen katalysieren konnte, wobei kleine
Peptide gebildet wurden.” Tatszichlich beeinflusste die Mu-
tation das Schicksal des Acylzwischenprodukts und erhohte
das Verhiltnis von Aminolyse zu Hydrolyse im Vergleich zum
Wildtyp um mehr als das 1000fache. Diese starke Verschie-
bung der Lyse-Aktivitét hin zur Aminolyse war wesentlich fiir
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die beobachtete Ligase-Aktivitdt und verdeutlichte, dass eine
einzige, konservativ erscheinende Mutation ausreichen kann,
um einen neuen Katalysator herzustellen.

Dennoch gab es immer noch Raum fiir eine Erh6hung der
Peptidligase-Aktivitdt von Thiolsubtilisin. Zwar unterschei-
den sich die Atomradien von Schwefel und Sauerstoff nur um
0.45 A, allerdings wird die nucleophile Reaktivitit der
Thiolgruppe durch ihren Einbau in eine Bindungstasche be-
hindert, die durch die Evolution auf den sterischen Anspruch
einer Alkoholgruppe hin optimiert wurde. Wells und Mitar-
beiter fiihrten eine zweite Mutation in der aktiven Tasche
ein,” um diese sterische Hinderung durch die Ser221Cys-
Substitution zu  verringern. Diese  Doppelmutante
(Ser221Cys/Pro225Ala) — Subtiligase genannt — verlor noch-
mals um den Faktor 100 an Amidase-Aktivitit, hatte aber
eine 10-mal stiarkere Peptidligase-Aktivitit (k. /K,,) als die
Einzelmutante. Glycolatester (Glc) wie H-Succinyl-Ala-Ala-
Pro-Phe-Glc-Phe-Gly-NH, ergeben z.B. gute Katalysege-
schwindigkeiten fiir die Ligation mit dem nucleophilen Di-
peptid H-Ala-Phe-NH,. Eine andere bemerkenswerte Ei-
genschaft dieses Katalysators ist, dass in dem Peptid, das das
Thioacylenzym-Intermediat angreift, weder fiir die Seiten-
ketten noch fiir den C-Terminus Schutzgruppen erforderlich
sind. Die Substratspezifitit von Subtiligase ist praktisch
identisch zur Spezifitit von Wildtyp-Subtilisin in der Amid-
hydrolyse.”! Dies belegt, dass die Bindungswechselwirkun-
gen mit dem Substrat gleich geblieben sind, obwohl die ka-
talytische Aktivitét der aktiven Tasche verdndert wurde. Eine
zusétzliche Mutagenese in der Bindungstasche fiir das Sub-
strat zeigte, dass Reaktivitdts- und Substratspezifitdtsdeter-
minanten entkoppelt sind und unabhéngig voneinander ma-
nipuliert werden kénnen.?”

Die Entwicklung von Subtiligase war nicht nur ein span-
nendes akademisches Experiment, sondern fand auch prak-
tische Anwendung in der Semisynthese von Peptiden und
Proteinen. Beispielsweise gelang die Ligation eines biotiny-
lierten Hexapeptidesters an ein gefaltetes Protein (mensch-
liches Wachstumshormon) in einer Ausbeute von {iiber
95%.% Ein noch beeindruckenderes Beispiel ist die Total-
synthese von Ribonuclease A, einem 124 Aminosiuren
langen Protein, das mithilfe der Ligase-Aktivitdt des Subtili-
sins aus sechs Peptidfragmenten zusammengesetzt wurde.
Drei nichtnatiirliche Varianten der Ribonuclease A, die die
nichtnatiirliche Aminosaure 4-Fluorhistidin (mit niedrigerem
pKs-Wert als Histidin) anstelle der katalytisch unabdingbaren
Histidinreste enthielten, wurden so hergestellt. Dies ermog-
lichte die Untersuchung der Relevanz der Protoneniibertra-
gungsschritte im Hinblick auf die Geschwindigkeit von RNA-
Spaltung und Hydrolyse.

Die Vielseitigkeit der aktiven Tasche von Subtilisin wurde
spéater durch die chemische Umwandlung des katalytischen
Serinrests Ser221 zu Selenocystein (Sec) erweitert, die zu
Selenosubtilisin fithrte (Abbildung 1).?Y Die neue aktive
Tasche ist ein schlechter Katalysator fiir die Amidhydrolyse,
begiinstigt aber Acyltransferreaktionen. Wie Thiolsubtilisin
weist auch Selenosubtilisin eine hohe Selektivitdt fiir Ami-
nolyse gegeniiber Hydrolyse des Acylenzym-Intermediats auf
(eine 14000-mal hohere Selektivitit als der Wildtyp und 20-
mal hohere als Thiolsubtilisin). Noch eindriicklicher war die
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Abbildung 1. Selenosubtilisin: a) chemische Umwandlung des katalyti-
schen Serinrests in einen Selenocysteinrest in Subtilisin. b) Verglei-
chende Ansicht der aktiven Tasche von Subtilisin (links) und von Sele-
nosubtilisin (rechts); Sec221 von Selenosubtilisin ist zu Selininsaure
(ESeO,H) oxidiert. Gelb C, rot O, blau N, griin Se. c) Katalytischer
Kreislauf der Amidhydrolyse-Aktivitit von Subtilisin (links) und der
Thiol-abhingigen Peroxidase-Aktivitit von Selenosubtilisin (rechts;
E=Enzym). Die reaktive Spezies ESeOH wurde durch direkte Reduk-
tion des oxidierten Enzyms mit Thiolen erhalten.

Beobachtung, dass der Einbau von Selenocystein die Protease
in eine Peroxidase iiberfiihrt hatte.

Die Fihigkeit von Selenosubtilisin, die Reduktion von
Hydroperoxiden durch Thiole zu katalysieren, war beispiellos
fiir das Subtilisingeriist, konnte aber durch die Analogie zu
dem natiirlich vorkommenden Selenoenzym Glutathionper-
oxidase (GPx) verstanden werden.?® Durch Charakterisie-
rung von Selenosubtilisin mittels Rontgenkristallographie,®”!
NMR-Spektroskopie,®! kinetischer Analysen®*"! und Mu-
tagenesestudien™ wurde ein detailliertes Bild vom katalyti-
schen Kreislauf der beobachteten Peroxidase-Aktivitdt (Ab-
bildung 1) erhalten. Der geschwindigkeitsbestimmende
Schritt scheint demnach die Bildung der Selenolgruppe
(ESeH) zu sein.”! Der pKs-Wert des enzymgebundenen Se-
lenolrests ist ungewohnlich niedrig. Dies kann mit einem Netz
von Wechselwirkungen erkliart werden, vornehmlich mit der
Bildung eines Ionenpaars mit dem Histidinrest der katalyti-
schen Triade (der selbst einen hoheren pKg-Wert als Wildtyp-
Subtilisin hat) und mit einer Wasserstoffbriicke zu einem
Asparaginrest in der Oxyaniontasche.’”’ Abgesehen davon
bleibt die Topologie der aktiven Tasche durch die Mutation
weitgehend unveridndert. Im Unterschied zu GPx ist Gluta-
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thion ein schlechtes Substrat fiir Selenosubtilisin, das eine
merkliche Priferenz fiir aromatische Thiolsubstrate (das
beste ist 3-Carboxy-4-nitrothiophenol) aufweist, was die
Spezifitdt von Wildtyp-Subtilisin widerspiegelt.

Fiir Selenosubtilisin wurde nachgewiesen, dass es eine
Vielzahl an sekundéren und tertidren Hydroperoxidsubstra-
ten akzeptieren und stereospezifisch zu den entsprechenden
Alkoholen umsetzen kann. Die Substratselektivitdt von Se-
lenosubtilisin ist dhnlich der von Wildtyp-Subtilisin, sodass
das Hydroperoxid vermutlich in einer dhnlichen Orientierung
gebunden wird wie die Peptidsubstrate und Inhibitoren in der
aktiven Tasche des Wildtypenzyms."? Die umfangreiche
Bindungsinformation fiir Subtilisin konnte spiter verwendet
werden, um die Substratspezifitit der Selenovariante vor-
herzusagen. Fiir einige Substrate fand man, dass Selenosub-
tilisin die Peroxidreduktion mit einem Enantiomereniiber-
schuss von 99% katalysierte.”! Diese Charakteristik wurde
fiir die Racematspaltung von Hydroperoxiden genutzt. Die
Tatsache, dass Selenosubtilisin eine &dhnliche katalytische
Effizienz, aber eine entgegengesetzte Stereoselektivitit zur
natiirlichen Chlorperoxidase und Meerrettichperoxidase hat,
macht dieses kiinstliche Enzym zu einem niitzlichen Hilfs-
mittel fiir die Synthese enantiomerenreiner Hydroperoxide.

Als weiteres Element der Gruppe 16 im Periodensystem
wurde auch Tellur an Position 221 von Subtilisin eingefiihrt.?"
Das resultierende Enzym, Tellurosubtilisin, weist eine dhnli-
che Redoxaktivitdt (und Effizienz) wie Selenosubtilisin auf
und katalysiert die Reduktion von Wasserstoffperoxid in
Gegenwart von aromatischen Thiolen.

Die Reihe der Chalkogenhomologen von Subtilisin de-
monstriert die Formbarkeit der aktiven Tasche von Prote-
asen, wobei bereits Unterschiede in einem einzigen Atom zu
drastischen Anderungen fiihren. Diese Mutationen zerstoren
die urspriingliche katalytische Aktivitdt, obwohl die neu
eingefithrten Reste intrinsisch dhnliche funktionelle Eigen-
schaften aufweisen. Die verdnderten aktiven Taschen sind
allerdings keinesfalls unreaktiv, sondern katalysieren einfach
andere chemische Transformationen als der Wildtyp. Diese
neuen Enzyme weisen vorhersagbare Substratspezifititen
auf, weil der geringfiigige Eingriff durch Substitution einer
einzelnen Aminosdure insgesamt kaum strukturelle Verin-
derungen bewirkt. Zusitzlich ldsst die erfolgreiche Anwen-
dung von kiinstlichen Enzymen in der Synthese erwarten,
dass auch die Umgestaltung weiterer Proteine lohnenswert
sein diirfte. Die vielen natiirlich vorkommenden aktiven Ta-
schen stellen einen bislang kaum angetasteten Fundus von
groflem katalytischem Potenzial dar.

3. Strategien fiir die Umgestaltung aktiver Taschen

Subtilisin zeigt bei weitem nicht als einziges Enzym solch
eine katalytische Vielfalt. Das Ersetzen einer genetisch co-
dierten Aminosdure durch eine andere ist dank der Fort-
schritte in der rekombinanten DNA-Technologie zu einer
Routinemethode geworden. Aktuelle Entwicklungen auf
dem Gebiet der Modifizierung des genetischen Codes er-
moglichen sogar den Einbau von nichtnatiirlichen Amino-
sauren in Enzyme,*! was das katalytische Repertoire wohl
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erheblich vergrofern wird. Zusitzlich konnen Proteine mit-
tels moderner semisynthetischer Methoden chemisch verén-
dert werden. Ortsspezifische Mutationen in Seitenketten oder
die Einfithrung prosthetischer Gruppen koénnen genutzt
werden, um die Reaktivitdt oder Substraterkennung gezielt
zu beeinflussen.

Dieser Abschnitt beschreibt einige Beispiele fiir die
Umgestaltung aktiver Taschen, unterteilt nach den erzielten
Effekten und eingesetzten Strategien. Zuerst betrachten wir
die Erzeugung von neuen Aktivitdten in aktiven Taschen
durch Hinzufiigen oder Entfernen katalytischer Seitenketten,
basierend auf strukturellen und mechanistischen Vorkennt-
nissen (Abschnitt 3.1). Viele Enzyme katalysieren die Bil-
dung von reaktiven Intermediaten, die entlang eines be-
stimmten Reaktionspfads gelenkt werden. In Abschnitt 3.2
diskutieren wir Modifikationen aktiver Taschen, die neue
Reaktionswege ermoglichen und somit zu alternativen Pro-
dukten fithren. In einigen Féillen zeigen auch natiirliche
Enzyme promiskuitive Reaktivitdt. Eine schwache Promis-
kuitédt kann durch wenige Modifikationen der aktiven Tasche
verstarkt werden und dabei sogar zur primdren Funktion
werden (Abschnitt 3.3). Zudem kann die Fahigkeit einiger
Enzymgeriiste, die Promiskuitdt von Cofaktoren zu unter-
driicken, genutzt werden, um neue Aktivitdten durch Um-
gestaltung der aktiven Tasche zu generieren (Abschnitt 3.4).
Die entsprechenden Beispiele sind interessante Variationen
zur Umgestaltung des Subtilisins (Abschnitt 2).

3.1. Einfiihren neuer Reaktivitdt

Vollig neuartige Aktivititen konnen oft auf ein Protein-
geriist iibertragen werden, indem ein wesentlicher Teil der
katalytischen Maschinerie entfernt oder eingefiigt wird. Wie
bei der Umwandlung der Protease Subtilisin in eine Per-
oxidase ist die Basis fiir die Erzeugung einer neuen Aktivitét
das strukturelle und mechanistische Wissen um das ur-
spriingliche Enzym sowie um die angestrebte Reaktion. Nach
Moglichkeit werden wichtige Merkmale der originalen akti-
ven Tasche, wie die Bindungtasche des Substrats oder ein
Netz von Wechselwirkungen, beibehalten. Durch diesen
Riickgriff auf bereits vorhandene Merkmale einer aktiven
Tasche konnen die notwendigen Eingriffe auf ein Minimum
reduziert werden, und oft geniigt eine einzelne Punktmuta-
tion in der aktiven Tasche fiir die gewiinschte Anderung der
enzymatischen Funktion.

3.1.1. Gegenseitige Umwandlung homologer Enzyme

Auch wenn sie unterschiedliche Reaktionen katalysieren,
nutzen homologe Enzyme doch dasselbe Geriist und densel-
ben Mechanismus zur Ausfithrung des gleichen elementaren
chemischen Schrittes.') Diese Ahnlichkeiten werden di-
vergenter Evolution zugeschrieben, also der Abstammung
von einem gemeinsamen Ursprung. Die steigende Zahl an
Enzymstrukturen fiihrte dazu, dass solche homologen
Enzyme zu Superfamilien gruppiert wurden. Der Wechsel
von Aktivititen zwischen Mitgliedern einer Superfamilie
stellt einen giinstigen Ausgangspunkt fiir die Suche nach op-
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timalen Strategien zur Umgestaltung aktiver Taschen dar,
weil diese Enzyme bereits prinzipiell gemeinsame struktu-
relle und mechanistische Eigenschaften teilen.

Die Enolase-Superfamilie ist eine der am besten charak-
terisierten Superfamilien. Diese Enzyme nutzen eine iibliche
Triosephosphat-Isomerase(TIM)-Barrel-Faltung, um Reak-
tionen zu katalysieren, bei denen ein Proton aus der a-Posi-
tion eines Carboxylat-Substrats abgespalten wird. Das ent-
stehende Endiolat wird durch Koordinierung an ein essenzi-
elles Mg®"-Atom stabilisiert.®® L-Ala-DA-Glu-Epimerase
(AEE), Muconat lactonisierendes Enzym II (MLE II) und
ortho-Succinylbenzoat-Synthase (OSBS) sind Mitglieder der
Enolase-Superfamilie und weisen daher strukturell dhnliche
aktive Taschen mit den genannten Merkmalen auf (Abbil-
dung 2). Um die divergente evolutionidre Beziehung inner-

4
Lys !
(B-Strang 2)
Asp297
/ (AEE)
Mgb =
[
Gly288
Mgz+_
bindendes (0SBS)
Modul Glu323
{ (MLE 1)
Lys
: (B-Strang 6)

Abbildung 2. Uberlagerung der aktiven Taschen von Mitgliedern der

Enolase-Superfamilie (AEE hellblau, MLE Il gelb, OSBS griin); rot O,
blau N, grau Mg. Gezeigt sind das Metall bindende Motiv, die fiir die
Protonenabstraktion verantwortlichen Lysinbasen und die fiir die Mu-
tagenese gewahlten Reste (Asp297-AEE, Glu323-MLE ).

halb dieser Superfamilie aufzuzeigen, wurden die aktiven
Taschen von AEE und MLE II so umkonstruiert, dass sie die
OSBS-Reaktion katalysieren, die fiir beide Wildtypenzyme
nicht detektierbar ist (Schema 2).”! Zwei verschiedene Me-

0L /N 702C\/@o
€O, Muconat lactonisierendes o
Enzym I
Glu323Gly
O CO; O COy
\OH J)\©
_
_ ortho-Succinylbenzoat-  _
0.,C Synthase 0C
Asp297Gly
COy~ CO,~
0 ;) o]
Ala)kN/\COZ‘ L-Ala - DA-Glu- Ala)kN co,
H Epimerase H

Schema 2. Erzeugung von OSBS-Aktivitat in MLE Il und AEE durch
Mutation eines einzigen Rests in der aktiven Tasche.
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thoden wurden dazu verwendet: die positionsgerichtete Mu-
tagenese in AEE und die zufillige Mutagenese in MLE II.

Der Strukturvergleich zwischen AEE und Wildtyp-OSBS
ergab, dass zwar die katalytischen Reste sowie der Mg*'-
Cofaktor in beiden aktiven Taschen dieselbe Position ein-
nehmen, dass aber die Seitenkette von Asp297 mit dem Suc-
cinylteil des OSB-Produkts in der aktiven Tasche von OSBS
uberlappt. Um die sterische Hinderung mit dem Substrat zu
vermindern, wurde, basierend auf der Homologie mit OSBS,
die Variante Asp297Gly von AEE hergestellt; tatsdchlich
wurde OSBS-Aktivitit nachgewiesen (ke =2.5x107s7!,
ke/K,,=13m"'s71). Parallel dazu konnte auch bei der zu-
falligen Mutagenese von MLE II eine Punktmutation identi-
fiziert werden (Glu323Gly), die eine >10°fache Steigerung
der OSBS-Aktivitit mit sich brachte (ke =1.557", koo /K=
1.9x10°m's1).’1 Die gefundene Mutation ist analog zur
Asp297Gly-Mutation in AEE und demonstriert die Konver-
genz der gefundenen Losungen fiir die beiden Strategien ra-
tionales Design und zufillige Mutagenese.

Mutation der Lysin-Reste der aktiven Taschen in
Glu323Gly-MLE II und Asp297Gly-AEE zerstorte die neu-
gewonnenen OSBS-Aktivititen. Da die homologen Reste in
OSBS fiir die Aktivitit wesentlich sind, stiitzt dieser Befund
die Annahme, dass die konstruierten und die natiirlichen
Enzyme einen dhnlichen Mechanismus nutzen. Interessan-
terweise behielten Glu323Gly-MLE II und Asp297Gly-AEE
ihre urspriinglichen Aktivitdten, allerdings mit reduzierter
katalytischer Effizienz.

Die Effizienz der OSBS-Aktivitdt von Asp297Gly-AEE
liegt noch immer fiinf Groenordnungen unter derjenigen des
OSBS-Wildtyps, eine Folgestudie zeigte jedoch, dass nach
einer weiteren zufilligen Mutagenese und Selektion eine
neue Doppelmutante (Ile19Phe/Asp297Gly) mit einer noch-
mals verbesserten Effizienz (groBer als 10fach) erhalten
wurde.®! Sittigungsmutagenese von Position 19 ergab eine
andere Mutation (Ile19Trp) mit einer 27fach erhohten kata-
lytischen Effizienz, hauptsdchlich durch einen erhohten k-
Wert relativ zur urspriinglichen Asp297Gly-Mutante. Diese
Befunde zeigen, wie eine neu eingefiihrte Aktivitdt durch
Optimierung der Umgebung der aktiven Tasche weiter ver-
bessert werden kann.

Die gegenseitige Umwandlung von A*-3-Ketosteroid-5f-
Reduktase (5p-Reduktase) und 3a-Hydroxysteroid-Dehy-
drogenase (3a-HSD) zeigt, dass der Wechsel von Aktivitdten
iiber Punktmutationen auch in anderen Superfamilien er-
reicht werden kann. 5B8-Reduktase und 3a-HSD sind Mit-
glieder einer NADPH-abhingigen Aldo-Keto-Reduktase-
(AKR)-Superfamilie.* Sie katalysieren aufeinander folgen-
de Schritte im Metabolismus von Steroidhormonen und der
Gallensduresynthese. Das Produkt von 5p-Reduktase ist das
Substrat von 30-HSD. Mitglieder dieser Superfamilie nutzen
eine katalytische Tetrade (Tyr-Lys-Asp-Xaa) mit einem
»push-pull“-Mechanismus fiir den Protonentransfer. Die ka-
talytischen Tetraden beider Enzyme unterscheiden sich in der
,Xaa“-Position, die einen Histidinrest in 3a-HSD und einen
Glutamatrest in der 5p-Reduktase aufweist.

Die His117Glu-Mutante von 3a-HSD wurde produziert,
und es konnte 5p-Reduktase-Aktivitdt nachgewiesen werden
(ke =4.2x107s7! und k. /K,,=220m 's™! fiir Testosteron;
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Schema 3).“! Wie bei den oben gezeigten Beispielen zur ge-
genseitigen Umwandlung innerhalb der Enolase-Superfami-
lie wies auch die kiinstliche Variante von 30-HSD noch

OH
NADPH NADP*
N T

A*-3-Ketosteroid- ¢ OH
(0] 5p3-Reduktase

His117Glu
0

3a-Hydroxysteroid-
Dehydrogenase

-t s

NADP”

NADPH

HO H

Schema 3. Umwandlung von 3a-HSD in 53-Reduktase (zwei homologe
Enzyme, die aufeinander folgende Schritte im Steroidstoffwechsel kata-
lysieren).

immer die urspriingliche, wenngleich um den Faktor 600 ab-
geschwiichte Aktivitit auf (k. =0.95s"' und k., /K,=
160m~'s™" fiir 5p-Androstan-17-ol-3-on). Die Einfachheit
der Umwandlung dieser Enzyme stiitzt die Hypothese, dass
die Evolution einiger Stoffwechselwege einem &hnlichen
Mutationsverlauf gefolgt ist, wobei eine Riickwértsentwick-
lung stattgefunden hat.""

Aktivititsumwandlungen zwischen Mitgliedern von Su-
perfamilien kénnen auch in die andere Richtung erfolgen,
also ein Enzym generieren, welches das Produkt seiner ur-
spriinglichen Aktivitédt als Substrat fiir einen darauf folgenden
Schritt des Stoffwechselwegs verwenden kann. Basenexzisi-
onsreparatur(BER)-Enzyme sind an der Reparatur oxidati-
ver DNA-Schiden beteiligt.*” Zu den Mitgliedern dieser
Superfamilie zéhlen die monofunktionalen Glycosylasen mit
Basenexzisionsaktivitit und difunktionale Enzyme, die
ebenfalls Strangspaltungen katalysieren (difunktionale Gly-
cosylase/apurinisch-apyrimidinische (AP-)Lyasen). Difunk-
tionale BER-Enzyme enthalten einen konservierten Lysin-
rest in der aktiven Tasche, der fiir die Katalyse der Strang-
spaltung wichtig ist. Sequenzabgleiche weisen darauf hin, dass
monofunktionalen Glycosylasen der BER-Superfamilie
dieser Lysinrest fehlt. So wurde MutY, ein monofunktionales
BER-Enzym, das fehlgepaarte Adeninbasen entfernt, durch
das Einsetzen eines passend platzierten Lysinrests mittels
positionsgerichteter Mutagenese in eine difunktionale Gly-
cosylase/AP-Lyase umgewandelt (Schema 4).[*! In dieser
Mutante, Ser120Lys-MutY, waren beide Reaktionsgeschwin-
digkeiten &dhnlich, allerdings war die Glycosylase-Aktivitét
20-mal geringer als die des Wildtyps. Diese MutY-Variante
katalysierte also zwei aufeinander folgende Schritte in der
DNA-Reparatur (die Glycosylase sowie die AP-Lyase), ein
Befund, der an das Resultat der Umwandlung der Aktivitidten
in der AKR-Superfamilie erinnert (His117Glu-3a-HSD ka-
talysiert die urspriingliche Reaktion sowie den vorangehen-
den Schritt im gleichen Stoffwechselweg). Solche difunktio-
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Ser120Lys
?
*O—E—O—DNA
o}
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difunktionale DNA-O-P~0~
‘ Glycosylase/AP-Lyase 0}
= OH
=0

Schema 4. Umwandlung eines monofunktionalen BER-Enzyms in ein
difunktionales Enzym durch Homologie-basierte Mutation der aktiven
Tasche.

nalen Enzyme sind plausible Intermediate bei der Entwick-
lung der Stoffwechselwege.

Die Umwandlung von katalytischen Aktivititen zwischen
homologen Enzymen kann auch zu ,cross-talk zwischen
verschiedenen Stoffwechselwegen fithren. Die Enzyme HisA
und HisF katalysieren aufeinander folgende Schritte in der
Biosynthese von Histidin, und beide Enzyme sind homolog zu
TrpF, einem Enzym der Tryptophan-Biosynthese (Schema 5).
Mutation einer einzigen, analogen Aminosdure fiihrt bei
HisA und HisF zu TrpF-Aktivitit.*! Die Ubertragung von
TrpF-Aktivitdt auf diese Proteine erfordert den Austausch
eines negativ geladenen Aspartatrests gegen einen anderen
Rest, z.B. Valin, Threonin oder Prolin.

HisA und TrpF katalysieren beide Amadori-Umlagerun-
gen, allerdings mit unterschiedlichen Substraten. Daher ent-
spricht die Umwandlung formal nur einer Anderung der
Substratspezifitdt. HisF hingegen katalysiert einen anderen
Reaktionstyp (eine Aminolyse/Cyclisierung), allerdings mit
schwach promiskuitiver HisA-Aktivitdt. Wéahrend die HisA-
Varianten 10- bis 20fach hohere Aktivitit als die HisF-Vari-
anten aufweisen, erforderte das Umschalten der Spezifitét
der untergeordneten promiskuitiven Aktivitdt in HisF die-
selben Anpassungen der Struktur der aktiven Tasche wie in
HisA, das schon fiir die Ausfithrung der Zielumwandlung
optimiert war. Daher konnten HisA, HisF und TrpF aus
einem urzeitlichen Vorfahren hervorgegangen sein, der un-
terschiedliche Funktionen in unabhéngigen Stoffwechsel-
wegen ausgeiibt hatte.

3.1.2. Einbau von katalytischer Maschinerie

Bei der Umgestaltung aktiver Taschen fiir die Durchfiih-
rung neuartiger Transformationen hilft es, die bereits beste-
hende katalytische Maschinerie wiederzuverwerten, um so
die Zahl benétigter Mutationen zu minimieren, wie dies im
vorigen Abschnitt fiir die Umwandlung von Aktivitdten in-
nerhalb von Superfamilien beschrieben wurde. Manchmal ist
es allerdings auch moglich, neue mechanistische Bestandteile
durch eine oder mehrere Punktmutationen gezielt einzubau-
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Schema 5. Ubertragung von TrpF-Aktivitat auf HisA und HisF. a) Die
Umwandlung von HisA in TrpF umfasst eine Anderung der Substrat-
spezifitit. b) Die Umwandlung von HisF in TrpF erfordert Anderungen
sowohl in der Substrat- als auch in der Reaktionsspezifitit.

en. In diesem Fall ist die urspriingliche aktive Tasche bereits
fiir die Substratbindung prédisponiert, und die zusitzlich
eingefithrten Reste erzielen die gewiinschte Reaktivitdt im
sonst unverédndert belassenen Enzym-Substrat-Komplex.

Ein Beispiel fiir die Einfithrung einer katalytischen Ma-
schinerie mit dem Ziel, eine neue Reaktion zu ermoglichen,
ist die Erzeugung einer Oxaloacetat-Decarboxylase-Aktivitét
in 4-Oxalocrotonat-Tautomerase (4-OT). In kleinen Mole-
kiil-™! oder Peptidmodellen!* erfordert die Katalyse der
Decarboxylierung von Oxaloacetat nur die Bildung einer
Schiff-Base zwischen dem Substrat und einem priméren
Amin (Schema 6). Das Enzym 4-OT bildet normalerweise
kein kovalentes Intermediat mit seinem Substrat, sondern
nutzt das sekundiire Amin von Prol als Siure/Base.” Um die
Katalyse von Oxaloacetat-Decarboxylierung mittels inter-
medidrer Iminbildung zu ermoglichen, wurde eine einzige
Punktmutation in der aktiven Tasche von 4-OT (ProlAla)
eingefiihrt. Diese Mutation sollte ein primédres Amin einfii-
gen, ohne die Fahigkeit zu beeintrachtigen, a-Ketocarboxy-
late zu binden.*® Diese Mutante zeigte im Unterschied zum
Wildtyp in der Tat Oxaloacetat-Decarboxylase-Aktivét
(ke =0.085s7", k,/K,=114M's™"). Die Aktivitit von
ProlAla-4-OT ist 4700-mal niedriger als diejenige natiirlicher
Oxaloacetat-Decarboxylasen. Die 4-OT-Variante ist jedoch
mehr als 30-mal aktiver als Modellpeptidkatalysatoren dieser
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Schema 6. Mechanismen der Wildtyp-4-Oxalocrotonat-Tautomerase
und der Pro1Ala-Oxaloacetat-Decarboxylase.

Reaktion,[*" was bedeutet, dass ein signifikanter Beitrag vom
Proteingeriist beigesteuert wird.

Da bei dieser Strategie die katalytische Maschinerie (oder
zumindest ein Teil davon) erst eingefiigt wird, ist keine vor-
angehende Enzymaktivitdt des Geriists erforderlich. Die
Einfiihrung eines einzigen reaktiven Rests in das katalytisch
inerte  Phospho(serin/threonin/tyrosin)-bindende Protein
(STYX) zum Beispiel brachte Phosphatase-Aktivitit mit
sich.) Die Reste, die an der Bindung des Liganden an STYX
beteiligt sind, sind in der Enzymklasse der Doppelspezifitéts-
Phosphatasen (dsPTPasen), die phosphorylierte Serin-,
Threonin- oder Tyrosinreste hydrolysieren, meistens konser-
viert. Ein Unterschied zwischen dsPTPasen und STYX be-
steht in dem Austausch eines Cysteinrests in der aktiven
Tasche der dsPTPase gegen einen Glycinrest in STYX. Es
wurde vermutet, dass diese Stelle im betreffenden Geriist als
Aktivititsschalter wirkt. Tatsdchlich wurde nachgewiesen,
dass die Gly120Cys-Mutante von STYX die Hydrolyse von p-
Nitrophenylphosphat (kg =4.65""; koK, =490M's™")
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sowie die Dephosphorylierung von Phosphotyrosin und
Phosphothreonin in einem diphosphorylierten MAP-Kina-
sepeptid katalysiert (MAP = Mitogen-aktiviertes Protein).

Wie im Zusammenhang mit Selenosubtilisin erwéhnt,
kann der Austausch eines Rests in der aktiven Tasche
zu einem Enzym mit neuen Redoxeigenschaften fiihren.
Diese Methode zur Erzeugung von Peroxidasen ist nicht
auf das Subtilisingeriist beschrinkt, sondern wurde auch
eingesetzt, um Thiol-abhingige Peroxidase-Aktivitdt auf
phosphorylierende  Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydroge-
nase (GAPDH)P" und Glutathion-S-Transferase (GST) von
Lucilia cuprina® zu iibertragen. Durch den Einbau eines
Selenocysteinrests in die aktive Tasche von GST konnte die
Stabilisierung des neuen kovalenten Zwischenprodukts von
der spezifischen Bindungstasche fiir das Substrat profitieren,
das auch schon Substrat der urspriinglichen Reaktion war.
Wie bei den vorangegangenen Beispielen von kiinstlichen
Selenoproteinen wurde auch fiir die Seleno-GST-Variante
eine effiziente H,0,-Reduktion nachgewiesen (k. =39.2s7";
ke/ K =1.7x10°M"'s™", bei [GSH]=2.00 mm). Tatsichlich
ist die katalytische Effizienz von Seleno-GST nur um zwei
GrofBenordungen geringer als die von natiirlicher Glutathion-
Peroxidase (ke /K, =1.4x10"m's™").? Dies ist erstaunlich,
weil Glutathion-Peroxidase als fast perfekt evolviert fiir die
Reduktion von Hydroperoxiden angesehen wird.

Die Flexibilitdt des GST-Geriists wurde zusitzlich durch
die Umwandlung von GST Al-1 in eine Thioesterase de-
monstriert.”” In diesem Fall fiihrt die Zugabe von S-Gluta-
thionylbenzoat zum Wildtyp zum nucleophilen Angriff eines
Tyrosinrests der aktiven Tasche an das Substrat unter Bildung
eines inerten Enzym-Substrat-Konjugats. Mithilfe von
Strukturinformationen wurde eine Variante entworfen, in der
ein strategisch positionierter Histidinrest die Hydrolyse des
zuvor inerten Addukts fordern sollte. Die katalytischen
Moglichkeiten von Histidin wurden zusétzlich durch den
Einbau dieses Rests in die aktive Tasche einer Glycosid-Hy-
drolase genutzt.”! Der Histidinrest greift dort das Substrat
nucleophil an, wobei eine neue Transglycosidase-Aktivitét
gefordert und die urspriingliche Aktivitidt unterbunden wird.

Die Hydroxygruppe von Serin ist unter physiologischen
Bedingungen normalerweise kein gutes Nucleophil. Natiirli-
che Enzyme, die Serin als Nucleophil einsetzen, haben prézise
Netzwerke elektrostatischer Wechselwirkungen entwickelt,
um diesen Rest zu aktivieren. Trotzdem reichte der Einbau
eines Serinrests in die aktive Tasche von Cyclophilin (ECyp)
mithilfe von rationalem Design aus, um Protease-Aktivitét
auf dieses Geriist zu iibertragen (Schema 7)."! Cyclophilin
katalysiert die cis-trans-Isomerisierung von Xaa-Pro-Bin-
dungen in Peptiden (wobei Xaa jede Aminosidure aufler
Prolin sein kann), und daher ist die aktive Tasche bereits zur
Erkennung dieser Substrate geeignet. Die Analyse der
Struktur des Komplexes mit Prolyl enthaltenden Peptiden
fithrte zum Entwurf der Ala91Ser-Mutante, die Amidbin-
dungen hydrolysieren konnte (k. =0.044s"; ko /K,=
73m7's™). Um die gefundene Aktivitit weiter zu erhohen,
wurden Histidin- und Aspartatreste in zum eingebauten
Ser91 benachbarten Positionen eingefiigt. Dies sollte die fiir
natiirlich evolvierte Proteasen typische katalytische Triade
Ser-His-Asp imitieren. Die Dreifachmutante Ala91Ser/

Angew. Chem. 2007, 119, 3274 —3300


http://www.angewandte.de

Protein-Engineering

—

L Cyclophilin

T g
Pep
O O ﬂ Ala91Ser

HN
o'

Serin-Protease O
Hol\

Schema 7. Umwandlung der Peptid-Isomerase Cyclophilin in eine
Serin-Protease.

COZ‘

Phel04His/Asn106Asp-ECyP (Cyproase) wies tatsdchlich
eine verbesserte Aktivitat fiir ein chromogenes Substrat mit
Ala-Pro-Peptidbindung  auf (kg =405 ke/K,=1.7x
10°m~'s™!). Cyproase war spezifisch fiir Xaa-Pro-Peptidbin-
dungen, was zeigte, dass die Substratspezifitdt der aktiven
Tasche intakt geblieben war. Der Erfolg dieser Strategie ba-
sierte auf der Tatsache, dass die Mutanten die urspriingliche
Fahigkeit beibehielten, die Carbonylbindung der Xaa-Pro-
Peptidbindung zu polarisieren.

Anhand der oben aufgefiihrten Beispiele von Cyproase
und den anderen konstruierten Enzymen konnte gezeigt
werden, dass die Enzymreaktivitit — unter Nutzung von
Substratbindungseigenschaften vorhandener aktiver Taschen
— mithilfe einer einzigen Mutation auf eine definierte Weise
derart verdandert werden kann, dass eine neue Reaktion nach
einem vollig anderen Mechanismus katalysiert wird. Der
Einbau einer katalytischen Triade in Cyclophilin demon-
striert weiterhin, dass wenige zusitzliche Mutationen die
Mikroumgebung um den eingefithrten Rest (die zweite
Schale der aktiven Tasche) vorhersehbar beeinflussen
konnen, um dessen chemische Eigenschaften gezielt zu opti-
mieren.

3.1.3. Entfernen nucleophiler Reste: Addition durch Subtraktion

Alternativ zum Hinzufiigen von reaktiven Gruppen kann
auch ihr Entfernen aus einer aktiven Tasche zu neuen kata-
lytischen Aktivitédten fiihren. Effiziente Enzymkatalyse ergibt
sich normalerweise aus dem Zusammenspiel multipler reak-
tiver Gruppen, die in der aktiven Tasche gruppiert sind.
Héufig hat die Mutation eines nucleophilen Rests katastro-
phale Konsequenzen fiir die Aktivitét, weil ein wesentlicher
Schritt des katalytischen Mechanismus (wie die Erzeugung
eines kovalenten Zwischenprodukts) fehlt. Meistens konnen
die bleibenden Reste der aktiven Tasche trotzdem mit dem
Substrat wechselwirken (und reagieren). Daher konnte eine
Enzymvariante, der ein notwendiges Nucleophil fiir ihre ur-
spriingliche Aktivitat fehlt, nun eine andere chemische Um-
wandlung katalysieren, und zwar mit einem Mechanismus,
der zuvor durch den nucleophilen Angriff am Substrat ver-
hindert wurde.
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Ein Beispiel hierfiir ist die Glu54Asp-Mutation in Gluta-
conat-CoA-Transferase aus Acidaminococcus fermentans.>
Der Wildtyp katalysiert die reversible Ubertragung von Co-
enzym A (CoA) von Glutaryl-CoA auf Acetat, indem vor-
iibergehend ein Thioester zwischen Glu54 und CoA gebildet
wird. Die Mutation dieses Rests zu Aspartat resultierte in
einer inaktiven Transferase, aber gleichzeitig hydrolysierte
die neue Variante Glutaryl-CoA mit beeindruckender Effi-
zienz (kg =16 57" koW/K,, =23 x10’M's™"; Schema 8). Das

Glutaconat- Glutaryl-CoA-
CoA-Transferase Hydrolase
Enz
Enz
(on o~
CoAS
Ao, .

o}
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< 0
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O\n/\/\coz_ o)
O

Schema 8. Mechanismen der Wildtyp-Glutaconat-CoA-Transferase und
der Glu54Asp-Variante mit Glutaryl-CoA-Hydrolase-Aktivitit.

Entfernen einer Methylengruppe aus der Seitenkette des
Rests 54 unterdriickt offensichtlich den urspriinglichen nu-
cleophilen Mechanismus, da das Carboxylat den Thioester
von Glutaryl-CoA nicht mehr erreichen kann. Stattdessen
wird wahrscheinlich ein Wassermolekiil vom eingefiihrten
Aspartatrest zur Addition an das Substrat aktiviert. Diese
Mutante imitiert die Wirkungsweise von Acetyl-CoA-Hy-
drolase aus Saccharomyces cerevisiae, einem verwandten
Enzym, in dem ein Aspartatrest dhnlich zu Glu54 in Gluco-
nat-CoA-Transferase positioniert ist.

Anstatt eine essenzielle nucleophile Gruppe eines
Enzyms nur zu verkiirzen, kann man sie auch entfernen, um
eine neue katalytische Aktivitit zu erzielen. Eine Cystein-zu-
Alanin-Mutation (Cys149Ala) in GAPDH ergab eine nicht-
phosphorylierende Dehydrogenase-Aktivitit.””! Der Mecha-
nismus der oxidativen Phosphorylierung durch GAPDH be-
ginnt mit der Erzeugung eines Thiohemiacetal-Intermediats.
Oxidation dieses Intermediats durch NAD™ erzeugt einen
Thioester. Acyltransfer auf anorganisches Phosphat schlief3t
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die Reaktion ab und regeneriert das Enzym fiir einen weite-
ren Katalysezyklus (Schema 9). Das Entfernen der Thiol-
gruppe an Position 149 verhindert den nucleophilen Angriff

GAPDH,
phosphorylierend

GAPDH,
nichtphosphorylierend

O=<r\—s }3\/‘\
N (0] -
H Enz :<H OH

o-
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H Enz

NAD* kNAD*‘ Cys149AIa

— R—T;OH
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NADH NADH
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E
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Enz
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Schema 9. Phosphorylierender und nichtphosphorylierender Mechanis-
mus von Wildtyp-GAPDH und Cys149Ala-GAPDH.

am Substrat und somit die Katalyse der oxidativen Phos-
phorylierung. Allerdings verhindert das Entfernen der
Thiolgruppe nicht die Bindung des Ausgangsmaterials und
fiihrt zur Entstehung eines Hydrats in der aktiven Tasche
durch Addition von Wasser an das Substrat. Oxidation dieses
Hydrats durch NAD™ bildet als neues Produkt ein Carboxy-
lat.

Wihrend diese Mutante die Fahigkeit verlor, ein kova-
lentes Intermediat mit dem Substrat zu formen, behielt sie
doch die Fiahigkeit, als Oxidase, allerdings mithilfe eines
verdanderten Mechanismus, effizient eine andere chemische
Gesamtreaktion zu katalysieren (ke =5.25"; ko/ Ky = 1.4 %
10°m~'s™!). Auf dhnliche Weise wurde das Entfernen einer
reaktiven Gruppe genutzt, um die Bildung von Kohlenstoff-
Kohlenstoff-Bindungen mithilfe einer Lipase durchzufiihren;
der Mechanismus ist bislang jedoch unklar.®

Die Entstehung neuer katalytischer Aktivitdt durch Ent-
fernen von Nucleophilen der aktiven Tasche scheint nichts
Ungewohnliches zu sein. Ein weiteres Beispiel ist die
Cys161GIn-Mutation in der B-Ketoacyl-Synthase-Doméne
der Fettsiure-Synthase von Ratten.” Der Wildtyp kataly-
siert den decarboxylierenden Transfer einer Malonylgruppe
(oder Methylmalonylguppe) von Acylcarrier-Protein (ACP)
zur enzymgebundenen Acylkette, einer Fettsdurevorstufe. In
Abwesenheit eines Acceptors findet die Decarboxylierung
der Malonylgruppe nur langsam statt, weil sie nicht mehr mit
dem Acyltransfer gekoppelt ist. Die Cys161Gln-Variante, die
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nicht mit dem Acceptor beladen werden kann, verstiarkt die
Decarboxylierung um mehr als zwei GroBenordnungnen.
Wichtig ist, dass die Mutation von Cys161 zu Serin oder As-
paragin (oder anderen Aminosduren) die Malonatdecarb-
oxylierung relativ zum Wildtyp nicht erhohte. In diesem Fall
hing die erfolgreiche Umgestaltung nicht nur vom Entfernen
des Nucleophils ab, sondern erforderte auch besondere
Riicksicht auf die strukturellen oder funktionellen Aspekte
beim Ersatz des ausgetauschten Rests.

Im Fall der Diadenosintriphosphat-Hydrolase fiihrte die
Mutation des Nucleophils His96 zu Glycin zur Katalyse der
Bildung von Polyphosphatbindungen iiber den Transfer eines
Nucleosidphosphats von Imidazol auf ein Nucleosiddi- oder
Nucleosidtriphosphat (Schema 10).1"l Die Wahl von Glycin

N—O—E’—O
o-
Diadenosintriphosphat- *
Hydrolase Q‘ 9
—Ofllf"*O*FI’*O*N
g ¢ ¢ °o o
N-O-P-0-P-0-P-O-N His96Gly
o~ O o~
N = Nucleosid =N
(AT.UC,G) N—o—'l'—N/r/
Dinucleosidpolyphosphat- o~
?Synthase +
e Q
—O-Ii-O-FI’-O-N
o

Schema 10. Umwandlung einer Triphosphat-Hydrolase in eine Poly-
phosphat-Synthase durch eine einzelne Mutation.

als Histidinersatz war wohl entscheidend fiir die Bildung
einer Bindungstasche fiir den Imidazolteil des Nucleosid-5'-
phosphoimidazolid-Substrats. Dieses Beispiel erinnert an die
Umwandlung der Protease Subtilisin in eine Peptidbindungs-
Ligase™ und an die ,chemical rescue“-Experimente,® in
denen eine essenzielle Gruppe einer aktiven Tasche durch
Mutagenese entfernt und das Enzym durch ein kleines Mo-
lekiil, das die fehlende funktionelle Gruppe enthilt, (teil-
weise) reaktiviert wird.

Das Entfernen eines Nucleophils ermdglichte auch die
Umwandlung von Glycosidasen in Ligasen (Glycosynthasen),
die mogliche Anwendungen in der Oligosaccharidsynthese
haben. Konfigurationserhaltende Glycosidasen nutzen eine
difunktionale aktive Tasche, die eine nucleophile Gruppe und
einen Siure/Base-Katalysator enthilt. Das kovalente Zwi-
schenprodukt muss sich zwischen dem Glycosyltransfer und
der Hydrolyse entscheiden, was fiir préaparative Anwendun-
gen problematisch sein kann. Ersetzen des Glutamat-Nucle-
ophils in B-Glucosidase/Galactosidase oder (-Mannosidase
durch einen Alanin- oder Serinrest verhinderte die Bildung
des kovalenten Glycosyl-Enzym-Intermediats und somit auch
dessen Hydrolyse.”” Die konstruierte Variante katalysierte
jedoch die Transglycosylierung von aktivierten a-Glucosyl-
fluoriden mit unterschiedlichen Zuckern durch direkte Sy2-
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Substitution.”! Auch das Ersetzen der Siure/Base-Funktio-
nalitdt durch Alanin zerstorte die Glycosidase-Aktivitit in
dhnlicher Weise, ermoglichte aber die Bildung des kovalenten
Intermediats, das unter Zugabe von recht nucleophilen
Thiozuckern abgefangen werden und somit zur Synthese von
Thioglycosiden eingesetzt werden konnte.* Eine Variante,
die beide Mutationen vereint, katalysierte die Bildung von
Thioglycosiden aus a-Fluor- und Thiozuckern. Es scheint, als
wiirde der Bindungsapparat der umgestalteten aktiven
Tasche intakt bleiben und als sei der katalytische Effekt
dieser Mutanten auf das blole Zusammenbringen der Sub-
strate zuriickzufiihren (Substratapproximation).

3.2. Reaktionskontrolle reaktiver Zwischenprodukte

Viele Reaktionen verlaufen iiber die Bildung reaktiver
Zwischenprodukte, die sich ohne Kontrolle in komplexe
Produktgemische aufteilen konnen. Enzyme bilden in der
aktiven Tasche jedoch eine Umgebung, die die Intermediate
entlang bestimmter Reaktionspfade leitet. Die Kontrolle der
Produktverteilung durch kinetische Partitionierung kann
sowohl durch Begiinstigung eines Reaktionspfades als auch
durch Verhindern alternativer Reaktionspfade geschehen.
Auf diese Weise erreichen Enzyme Reaktionsspezifitit. Zu-
sétzlich konnen intrinsisch ungiinstige Reaktionen durch die
Kanalisierung instabiler Zwischenprodukte in entsprechende
Reaktionspfade gefordert werden. Dies ist besonders wichtig
fiir priaparative Anwendungen von Biokatalysatoren.*

Eingriffe in aktive Taschen zur Unterbrechung von Re-
aktionswegen enzymgebundener Zwischenprodukte sind eine
gingige Taktik der mechanistischen Enzymologie, um die
Weiterreaktion der Zwischenprodukte zu blockieren und
somit ihre Auftrennung und strukturelle Beschreibung zu
erleichtern. Es gibt zahlreiche Beispiele solcher Modifika-
tionen.'! Normalerweise enthalten sie den Austausch eines
katalytisch notwendigen Rests durch einen inerten Rest wie
Alanin. Manchmal kann die Umgestaltung der aktiven Tasche
jedoch weiter gehen und nicht nur einen der Schritte des ur-
spriinglichen Mechanismus blockieren, sondern einen neuen
Reaktionspfad fiir das Zwischenprodukt erdffnen und somit
zur Bildung eines neuen Produkts fithren.

H,0 5 R'OH
OH R
b geb 445>_74J
XH
L r X R°R®P(0)OR’
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3.2.1. Kanalisierung kovalenter Enzym-Substrat-Zwischenpro-
dukte in neue Richtungen

Die Reaktivitdten von acylierten Enzymen standen im
Zentrum zahlreicher Experimente zur Umgestaltung aktiver
Taschen. Viele Hydrolasen, Amid- und Ester-Ligasen gehen
Acyltransferreaktionen  mit ihren  Substraten  ein
(Schema 11). Diese Umwandlungen beinhalten oft die Bil-
dung von Acyl-Enzym-Zwischenprodukten. Einfache Muta-
tionen in der aktiven Tasche konnen, wie wir im Fall von
Thiolsubtilisin gesehen haben, einen starken Einfluss auf
solche Spezies ausiiben.

Die Umwandlung einer Hydrolase in eine Ligase lduft auf
die Konkurrenz zwischen Acyltransfer vom Enzym auf den
vorgesehenen Acceptor (Ligation) oder auf Wasser (Hydro-
lyse) hinaus. Ein einschlédgiges Beispiel ist mit der Ser101Cys/
His237Arg-Mutante von Thioesterase II aus der Brustdriise
von Ratten gegeben, die eine Acyl-Transferase-Aktivitit
zeigt. In diesem Fall fiihrte die Acylierung des eingefiihrten
Cysteinrests durch ein aktiviertes Estersubstrat, p-Nitro-
phenyldecanoat, zur Bildung eines langsam hydrolysierenden
Thioester-Intermediats. In Gegenwart von Thiolen wie (-
Mercaptoethanol oder CoA katalysiert die acylierte Enzym-
variante jedoch eine effiziente Transthioveresterung und
bildet das Thioesterprodukt. Der k,-Wert von 0.91 s~" (mit f-
Mercaptoethanol als Nucleophil) fiir die Thioester-Ligase-
Aktivitdt der Doppelmutante lésst sich gut mit der Thioes-
terase-Aktivitit des Wildtyps vergleichen (k. =0.11 s7'). Die
Mutation Ser101Cys allein geniigt zur Erzeugung von Acyl-
Transferase-Aktivitit, wihrend die His237Arg-Mutation die
Aktivitdt weiter erhoht, indem sie hilft, die Hydrolyse des
Zwischenprodukts zu unterdriicken.

Finige Hydrolasehemmer bilden kovalente, schwer
spaltbare Addukte mit den nucleophilen Resten der aktiven
Tasche. Durch minimale Umgestaltung der aktiven Tasche
konnen solche Inhibitoren héufig zu Substraten mit neuen
Reaktivitdten werden, indem der unreaktiven Spezies erneut
ein Reaktionspfad eroffnet wird. Beispielsweise sind Nitrile
als reversible Hemmstoffe von Cystein-Proteasen wie Papain
bekannt, da sie mit dem katalytisch essenziellen Cysteinrest
unter Bildung recht stabiler Thioimidate reagieren
(Schema 11). In der aktiven Tasche ist die Riickreaktion des
unprotonierten Thioimidats zum Nitril schneller als die Hy-
drolyse des Thioimidats. Dies wird verstdndlich, wenn man

O
HZO /U\ _

R'" TO
Hydrolyse

Acyltransfer R™ Nu

R*Nu e

Enz

Schema 11. Verschiedene Beispiele fiir die Reaktionskontrolle von Acylenzym-Intermediaten.
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bedenkt, dass aus der Reaktivitit in Losung bekannt ist, dass
die Hydrolyse von Thioimidaten sdurekatalysiert verlduft,
wihrend die Thioesterhydrolyse in der aktiven Tasche ba-
senkatalysiert ist.

In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese konnte die
Thioimidathydrolyse-Aktivitit von Papain erhoht werden,
indem ein neuer Rest eingefiihrt wurde, der in der Lage ist,
ein Proton auf das Stickstoffatom des Thioimidats zu iiber-
tragen.””! Anhand von Strukturinformationen wurde Gln19,
das ein Teil der Oxyaniontasche ist, ausgewéhlt und zu
Glutaminsiure mutiert, was sowohl k., (4 x 10°fach) wie auch
koK, (4x10*ach) der Nitril-Hydratase-Aktivitdt relativ
zum Wildtyp verbesserte. Das Amidprodukt wiederum kann
als neues Substrat wirken, allerdings ist die Amidase-Aktivi-
tit dieser Papainvariante geschwindigkeitsbestimmend,
sodass das Amid akkumuliert. Gln19Glu-Papain hat An-
wendung in der Synthese von Amidrazon gefunden.®!

Die Allgemeingiiltigkeit dieses Konzepts wird durch ein
weiteres Beispiel belegt, bei dem eine Nitril-Hydratase-Ak-
tivitit auf die Asparagin-Synthetase B iibertragen wurde.[*”!
Asparagin-Synthetase B ist eine Amido-Transferase, die zwar
einen nucleophilen Cysteinrest enthilt, dariiber hinaus
jedoch beziiglich Gesamtstruktur und Sequenz keine signifi-
kante Verwandtschaft zu den Cystein-Proteasen aufweist.
Eine einzige Mutation (Asparagin zu Asparaginsidure) er-
hohte die Nitril-Hydratase-Aktivitdt um mehr als den Faktor
2500, wahrend die urspriingliche Glutaminase-Aktivitdt um
mehr als den Faktor 5000 abnahm. Dieser Befund deutet auf
einen analogen Nitril-Hydratase-Mechanismus wie bei der
GIn19Glu-Variante von Papain hin.

Auch durch das Eroffnen neuer Reaktionspfade fiir inerte
Enzymkonjugate konnen neue katalytische Aktivititen ge-
neriert werden. Zum Beispiel stattet eine einzelne Mutation
(Gly117His) die menschliche Butyrylcholin-Esterase mit der
Fiahigkeit aus, Organophosphatverbindungen zu hydrolysie-
ren. Die Gegenwart solcher Verbindungen fiihrt zur irre-
versiblen Hemmung natiirlicher Cholin-Esterasen durch die
Bildung eines hydrolyseresistenten Phosphoesters mit dem
nucleophilen Serinrest der aktiven Tasche (Schema 11).
Folglich wurde diese Klasse von Inhibitoren als Pestizide,
Arzneimittel und Nervengase (Sarin und VX) eingesetzt. Die
Esterase-Aktivitdt der Glyl17His-Variante weist eine zeit-
abhingige Reaktivierung nach Behandlung mit Sarin oder
VX auf, was auf die Fahigkeit der Mutante hindeutet, die
kovalente Phosphoesterbindung zum Inhibitor zu hydroly-
sieren. Tatsachlich wurde gezeigt, dass diese Mutante die
Hydrolyse zahlreicher Organophosphorverbindungen (wie
den Phosphotriester Paraoxon, k., =0.013 s™") bis zu 10°fach
gegeniiber den unkatalysierten Reaktionen beschleunigen
kann. Die natiirlichen Phosphotriesterasen sind etwa 10°~10°-
mal aktiver als diese Variante, allerdings nutzen sie auch
einen grundlegend anderen, metallabhéngigen Katalyseme-
chanismus.”"! Es ist nicht vollig klar, nach welchem Mecha-
nismus Gly117His-Butyrylcholin-Esterase die Hydrolyse der
Organophosphatester katalysiert, doch im ersten Schritt
reagiert das Serin der aktiven Tasche sicherlich analog zur
Inaktivierung des Wildtyps mit dem Organophosphorsub-
strat. Das nahe der Oxyaniontasche neu eingefiihrte His117
fordert wohl die Hydrolyse des Phosphoester-Intermediats;
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zu erreichen wire dies entweder durch das korrekte Positio-
nieren eines Wassermolekiils fiir einen nucleophilen Angriff
am Phosphoratom oder durch eine Verzerrung des Phos-
phoester-Intermediats, sodass dieses fiir einen nucleophilen
Angriff besser zugénglich ist.

Vollig unterschiedliche Enzyme, die nur ein einziges ge-
meinsames mechanistisches Merkmal aufweisen, ndmlich die
Bildung eines kovalenten Zwischenprodukts, konnen also
neue Aktivitidten gewinnen, indem sie die Verteilung auf die
Reaktionpfade, entlang derer die Zwischenprodukte umge-
setzt werden, beeinflussen. Alternative Reaktivitdten konnen
dabei aus der Beschleunigung ungiinstiger und/oder aus dem
Unterdriicken giinstiger Reaktionskanile entspringen. Erfolg
versprechende Angriffspunkte fiir Mutationen sind die Nu-
cleophile aktiver Taschen oder Reste in der direkten Nach-
barschaft zum Zwischenprodukt; chemische Intuition ist hier
ein wichtiges Hilfsmittel.

3.2.2. Kontrolle der Produktbildung

Viele Enzyme sind darauf ausgelegt, ihre Substrate durch
eine komplexe Vielfalt moglicher Reaktionen zu navigieren.
Folglich konnen neue katalytische Aktivitdten nicht nur wie
oben beschrieben durch Anderungen der Reaktivitit eines
Enzyms mit seinem Substrat oder Intermediat erzielt werden
— Enzyme konnen auch so umgestaltet werden, dass sie die
Bildung von neuen Produkten unter Beibehaltung ihren na-
tiirlichen Substrate und Mechanismen katalysieren. Verédn-
derte Produktspezifititen wurden durch Modifizieren von
GroBe und Form der aktiven Tasche oder Stellung der kata-
lytischen Reste relativ zum Substrat erzielt.

3.2.2.1. Verdnderung des Polymerisationsgrads

Die Produktgrofe einiger Enzym-katalysierter Polyme-
risationen ist durch die AusmaBle der Reaktionstasche defi-
niert. In diesen Fillen konnte die Polymerldnge auf (quali-
tativ) vorhersagbare Weise durch Variieren der TaschengroBe
verdndert werden. Eine groBere Tasche sollte ein Produkt mit
hoherer, eine kleinere Tasche ein Produkt mit niedrigerer
Kettenldnge ergeben. Zur Priifung dieser Hypothese wurden
Isoprenyldiphosphat-Synthasen ausgewidhlt, weil sie die
mehrfache Addition von Isopentenyldiphosphat(IPP)-Ein-
heiten an Dimethylallyldiphosphat (DMAPP) mit enger
Produktverteilung katalysieren. Um Anderungen in den
Produktverteilungen zu erreichen, wurde die Struktur und
Sequenz von Farnesyldiphosphat-Synthase (C,s; Geranyl-
Transferase) mit Isoprenyldiphosphat-Synthasen verglichen,
die an der Synthese von Isoprenoiden verschiedener Ket-
tenldngen beteiligt sind.”” Diese Analyse deutete darauf hin,
dass die Reste Phe112 und Phel13 in der Geranyl-Transferase
die GroBe der Bindungstaschen fiir die wachsende Isopre-
noidkette festlegen (Abbildung 3). Mutationen, die die
GroBe dieser Reste verringerten, fithrten zu Produkten mit
hoherer Kettenldnge, wie Geranylgeranyldiphosphat (C,y;
Phel12Ala), Geranylfarnesyldiphosphat (C,s; Phel13Ser)
und sogar noch lidngeren Isoprenoiddiphosphaten
(Phel12Ala/Phel13Ser). Umgekehrt wurden zwei andere
Varianten (Alal16Trp und Asnl44Trp) entworfen, um den
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Abbildung 3. Farnesyldiphosphat-Polymerase; Faktoren, die die Pro-
duktlange bestimmen. PP = Diphosphat.

verfiigbaren Platz in der Produktbindungstasche zu verrin-
gern, was zum kleineren Geranyldiphosphat (C,,) fiihrte.™
Substitutionen einzelner Aminosduren haben auch die Pro-
duktverteilung anderer mittelkettiger Isoprenyldiphosphat-
Synthasen verdndert, was darauf schlieBen lisst, dass sich
dieser Ansatz generell zur Manipulation der Produktgroe
zumindest bei dieser Enzymklasse eignet.

Kontrolle iiber die Produktkettenlénge ist auch entschei-
dend in der Biosynthese verschiedener Polyketide, einer
Naturstoffklasse mit breiter Vielfalt an biologischen Aktivi-
tdten. In Typ-III-Polyketid-Synthasen bestimmen die Struktur
und das Volumen der aktiven Tasche sowohl die Léange des
gebildeten Polyketids als auch die Wahl des Startmolekiils.
Zum Beispiel katalysieren 2-Pyron-Synthase (2-PS) und
Chalcon-Synthase (CHS) die Addition von Malonyl-CoA-
Einheiten an Acetyl-CoA (2-PS) und p-Cumaroyl-CoA
(CHS) zur Bildung von 6-Methyl-4-hydroxy-2-pyron bzw.
Chalcon. Die Kombination von drei Mutationen in der akti-
ven Tasche in CHS (Thr197Leu/Gly256Leu/Ser2281le) ver-
anderte die Struktur der Initiations-/Elongationskavitét so,
dass die Variante funktionell identisch zu 2-PS wurde
(Schema 12).°1 Der Wechsel in der Aktivitiat der CHS-Vari-
ante ging nicht nur mit einer Anderung des Startmolekiils
einher (Acetyl-CoA anstatt p-Cumaroyl-CoA), sondern auch
mit einer Anderung der Produktspezifitit (von drei kataly-
sierten Malonyl-CoA-Additionen zu zweien).

3.2.2.2. Kontrolle von Stereo- und Regiochemie

Enzymkatalysierte Prozesse zeigen oft ausgezeichnete
Stereo- und Regiospezifititen, was ein Motiv fiir den Einsatz
von Biokatalysatoren in asymmetrischen Synthesen ist.
Manchmal jedoch gibt es fiir die gewiinschte Anwendung
keine Enzyme mit ausreichender Selektivitidt. Daher war die
Kontrolle iiber die Stereo- und Regioselektivitdt von En-
zymreaktionen Ziel intensiver Untersuchungen. Mithilfe ge-
richteter Evolution wurden gewisse Verbesserungen erreicht,
wobei die resultierenden Enzyme jedoch meist eine Hiufung
mehrerer Mutationen auflerhalb der aktiven Tasche aufwei-
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HO OH
CoAS (o]
(0]
Chalcon-Synthase OH X
3x Malonyl-CoA O
OH Thr197Leu/
Gly256Leu/ OH
Ser338lle

o 2-Pyron-Synthase

N ——7 =

CoAS

A

Schema 12. Umwandlung einer Chalcon-Synthase in eine 2-Pyron-Syn-
thase durch Mutationen, die die GréRe der aktiven Tasche verdndern.

2x Malonyl -CoA

sen.’) Wenn Reste der aktiven Tasche verdndert werden,
konnen groBere Effekte erzielt werden.”” Tatsichlich konnte
auch durch zielgerichtetes rationales Design an diesen Resten
eine Umkehr der Stereo- und Regioselektivitdt erreicht
werden.

FEin Ansatz fiir das Design eines Enzyms mit umgekehrter
Spezifitit ist das Versetzen eines wesentlichen katalytischen
Rests auf die gegeniiberliegende Seite des Substrats. Diese
Strategie wurde bei Vanillylalkohol-Oxidase, einer Flavin-
abhiingigen Oxidoreduktase, angewendet.” Dieses Enzym
ist stark promiskuitiv, denn es katalysiert eine Vielzahl von
Reaktionen mit Phenolsubstraten, darunter die stereospezi-
fische Hydroxylierung von 4-Ethylphenol zu (R)-1-(4'-Hy-
droxyphenyl)ethanol (Abbildung 4a). Man nimmt an, dass
die Hydroxygruppe von einem Wassermolekiil stammt, das
von der Carboxygruppe von Aspl70 aktiviert wird. Die
Doppelmutante Asp170Ser/Thr457Glu wurde entworfen, um
das essenzielle Carboxylat auf die gegeniiberliegende Seite
des gebundenen Substrats zu versetzen (Abbildung 4b), und
man fand, dass tatsidchlich das S-Enantiomer mit 80 % ee
gebildet wurde. Auf dhnliche Weise wurde die Enantiose-
lektivitdt von Arylmalonat-Decarboxylase umgekehrt, indem
der Protonendonor (Cystein) durch Doppelmutation um-
platziert wurde.””

Eine alternative Losung zur Umkehr der Stereospezifitét
wurde mit Adenylat-Kinase gefunden. Anstatt die reaktiven
Teile dieses Enzyms zu reorganisieren, konnte mit einer ein-
zigen Punktmutation (Argd44Met) die Ausrichtung des Sub-
strats AMPaS (Adenosin-5'-phosphorothioat) innerhalb der
aktiven Tasche umgekehrt werden.*” Wihrend der Wildtyp
spezifisch das pro-R-Sauerstoffatom der Phosphatgruppe zu
(S,)-ADPaS phosphoryliert, weist die konstruierte Variante
die umgekehrte Stereospezifitit auf und bildet folglich
hauptséchlich (R,)-ADPasS.

Die Architektur einer aktiven Tasche kann auch die Re-
gioselektivitét drastisch beeinflussen. Die an der Steroid- und
Terpenbiosynthese beteiligten Cyclasen sind dafiir beispiel-
haft. Die Vielfalt dieser Enzyme, die mithilfe von Carbokat-
ionchemie ganz unterschiedliche Produkte aus einer kleinen
Auswahl von Isoprenoid-Bausteinen synthetisieren, resultiert
aus ihrer Fihigkeit, die Reaktivitit von identischen (oder sehr
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a) H,O
0, N o
‘ Vanillylalkohol-Oxidase

e

‘ Vanillylalkohol-Oxidase
Vi

Thr457Glu

H,0

e \‘;
,.1;55gﬂ70 8
\ B

Abbildung 4. Inversion der Stereospezifitit von Vanillylalkohol-Oxidase: a) Wildtyp-Vanillylalko-
hol-Oxidase katalysiert die Bildung von (R)-1-(4’-Hydroxyphenyl)ethanol, wihrend die konstru-
ierte Asp170Ser/Thr457Glu-Variante hauptsichlich die Synthese des S-Isomers katalysiert

(80% ee). b) Uberlagerte Strukturen der aktiven Taschen von Wildtyp-Vanillylalkohol-Oxidase
(hellblau) und der Asp170Ser/Thr457Glu-Variante (violett). Der Flavin-Cofaktor ist orange darge-

stellt und 4-Trifluormethylphenol, ein Substratanalogon, griin.

dhnlichen) Zwischenprodukten prizise auf unterschiedliche
Reaktionspfade zu lenken.

Untersuchungen zur Produktspezifitit an Cycloartenol-
Synthase (CAS) ergaben eine Mutante mit hochspezifischer
Lanosterol-Synthase-Aktivitit (Schema 13).®! Drei stark
konservierte Reste (Tyr410, His477 und 1le481), die wohl zur
korrekten Produktbildung in CAS beitragen, wurden mithilfe
von Sequenzvergleich und Homologiemodellierung mit der
Struktur von Squalen-Hopen-Cyclase (eng verwandt zur

Asp170Ser/

D. Hilvert et al.

oH CAS) identifiziert. Individuelle Mutati-
on dieser Reste fithrte zur Bildung
mehrerer Produkte, was auf eine redu-
zierte Regiokontrolle hindeutet. Eine
Doppelmutante (His477Asn/Ile481Val)
zeigte jedoch hohe (99%) Selektivitit
fir die Bildung von Lanosterol und
komplementierte Lanosterol-Synthase-
defiziente Hefestimme. Die CAS und
Lanosterol-Synthase teilen beide das
gleiche Substrat, Oxidosqualen, aber
katalysieren seine Cyclisierung zu un-
terschiedlichen Produkten.

Der Mechanismus ist komplex,
wobei die anfiangliche Protonierung des
Epoxids zur Bildung eines Carbokations
fiihrt, gefolgt von Cyclisierung, Hydrid-
und Methylverschiebungen und schlief3-
lich Deprotonierung. Die Doppelmu-
tante und der Wildtyp deprotonieren das
Carbokation an unterschiedlichen Posi-
tionen, wodurch die Produktidentitit
diktiert wird. Wahrend CAS-Aktivitét
eine Hydridwanderung von C-9 zum C-
8-Kation und nachfolgende Deproto-
nierung an C-19 umfasst, erfordert die
Synthese von Lanosterol die direkte
Deprotonierung an C-9. Mit Riickgriff
auf das Homologiemodell vermutete
man, dass der Wechsel in der Produkt-
spezifitit durch beide Mutationen glei-
chermaflen bedingt ist: Die Ile481Val-
Mutation fiihrt zu einer VergroBlerung des Raums und er-
moglicht damit die Rotation des Intermediats zur Exponie-
rung der C-9-Position, und die His477Asn-Mutation positio-
niert eine Base giinstig fiir die Deprotonierung von C-9.

Die Produktverteilung in Enzymen der Sesquiterpen-
Biosynthese kann ebenfalls mit Mutationen beeinflusst
werden, die die Regiospezifitit verdndern. 8-Selinen-Syn-
thase und y-Humulen-Synthase sind Produkt-promiskuitive
Enzyme, die die Cyclisierung von Farnesyldiphosphat zu
einer Vielzahl an Naturstoffen ka-
talysieren. Bei Steroid-Synthasen
wie CAS héngt die Produktvertei-
lung stark von der Architektur der

lle481Val

His477Asn/

aktiven Tasche ab, die sowohl die
Deprotonierungsstelle als auch die
Orientierung von Ausgangsstoff
und Zwischenprodukt(en) beein-
flusst. Diese Abhdngigkeit wurde in
einer Studie untersucht, derzufolge
Punktmutationen  verschiedener
Reste der aktiven Tasche in jedem
Enzym signifikante (und in einigen

Schema 13. Umgestaltung der Produktspezifitit in Cycloartenol-Synthase durch zwei Mutationen in

der aktiven Tasche.

www.angewandte.de

© 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Fillen drastische) Anderungen in
der Produktspezifitit mit sich
brachten.[®

Der Austausch von Resten
zwischen zwei Sesquiterpen-Syn-
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thasen, 5-Epiaristolochen-Synthase (TEAS) und Premnaspi-
rodien-Synthase (HPS), auf der Basis von Homologieiiber-
legungen bewirkte eine beinahe vollstindige wechselseitige
Umwandlung der beiden Produktverteilungen.® Da jene
Reste, die mit dem Substrat wechselwirken, in beiden Enzy-
men identisch waren, wurden neun Reste der zweiten Schale
fiir die Mutagenese ausgewihlt. Die Resultate weisen darauf
hin, dass die Aktivititsdeterminanten fast vollstidndig in der
zweiten Schale liegen. Sequenzielles Hinzufiigen von Muta-
tionen in TEAS bis hin zur Variante mit sechs Mutationen
bewirkte eine Steigerung der Produktpromiskuitit. Die letz-
ten drei Mutationen fiihrten jedoch zu einer stark erhchten
Praferenz fiir das HPS-Produkt. Dieses Beispiel stiitzt die
Auffassung, dass die Evolution von neuen Enzymaktivitdten
iiber weniger spezifische Zwischenvarianten verlaufen
konnte 884

In einer Parallelstudie untersuchten Keasling und Mitar-
beiter ausfiihrlich die Kontrolle der Produktverteilung in vy-
Humulen-Synthase.®™ Dabei wurden 19 Aminosiuren der
aktiven Tasche einer Sittigungsmutagenese unterzogen und
so verschiedene Positionen ermittelt, die die Hauptbeitriage
zur Produktsperzifitdt leisten. Eine Analyse der relativen
Menge jedes von jeder Einzelmutante gebildeten Produkts
fiihrte schlieBlich zu einem mathematischen Algorithmus
(unter der Annahme, dass jede Einzelmutation unabhingig
wirkt) fiir die Vorhersage derjenigen Kombination von Mu-
tationen, die eine beliebige vorgegebene Terpensynthase-
Aktivitdt maximiert. Sieben neuartige Enzyme wurden mit
dieser Methode entworfen, und alle zeigten gute Selektivi-
taten fir das gewiinschte Terpenprodukt mit katalytischen

Angewandte

Wirksamkeiten, die der des Wildtyps dhnlich waren (30-mal
geringer bis 3-mal hoher; Tabelle 1). Das in umfangreichen
Mutagenesestudien gewonnene Wissen kann also genutzt
werden, um katalytische Aktivitdt vorauszusagen und zu
kontrollieren.

3.3. Verbesserung von promiskuitiven Enzymaktivitéten

Frither wurde angenommen, dass Enzyme spezialisierte
»dackgassen“ darstellen, da sie durch die Evolution auf ihre
katalytische Aktivitat hin hoch optimiert sind (ein Gen, eine
Funktion). Dies gilt allerdings als widerlegt, seitdem man
Enzyme mit nichtnatiirlichen Substraten in der organischen
Synthese einsetzt.*! Auch werden immer mehr natiirliche
Enzyme gefunden, die eine Substrat-, Katalyse- oder Pro-
duktpromiskuitit aufweisen. Die Héaufigkeit, mit der pro-
miskuitive Enzyme gefunden werden, und die einfache
Moglichkeit der Optimierung dieser Sekundéaraktivitdten im
Labor fithren zu dem Schluss, dass eine Gruppe natiirlicher,
promiskuitiver Aktivititen ein genereller Ausgangspunkt fiir
die Entwicklung von effizienten und spezialisierten Enzymen
in der Natur sein kann (fiir aktuelle Ubersichtsartikel siche
Lit. [6,7]). Zusitzlich zeigen die oben diskutierten Beispiele,
dass umgestaltete Enzyme oftmals eine gewisse katalytische
Promiskuitdt aufweisen, da sie beispielsweise einen Teil ihrer
urspriinglichen Aktivitédt beibehalten. Die Umgestaltung der
aktiven Tasche fiihrte bereits zu Erfolgen bei der Verbesse-
rung von geringen Aktivitédten.

Tabelle 1: Produktverteilung [%] fur y-Humulen-Synthase (Wildtyp) und Varianten.®

XN N
| I
S 3 5 7
(E)-p-Farnesen y-Humulen a-Longipinen p-Bisabolen
= -~
-OPP H
OPP
| ] 4 6 8
Sibiren Longifolen a-Ylangen (Z,E)-a-Farnesen
Produkte Wildtyp W315P F312Q/M339A/ M339N/S484C/ A317N/A336S/ A336C/T445C/S484C/ S484A/ A336V/M447H/
M447F M565I1 S484C/1562V 1562L/M565L Y566F 1562T
1 3.0 5417 6.4 2.7 1.7 7.7 2.6 6.4
2 23.1 2.9 781 0.4 1.4 n.d.® 0.4 0.4
3 45.1 2.2 11.4 85.7 12.6 11.7 54.6 3.8
4 13.4 n.d. 2.6 34 63.0 13.3 35 4.7
5 4.7 n.d. 0.1 3.5 12.6 61.5 15.8 1.1
6 3.8 n.d. 1.0 4.3 3.2 2.2 14.7 0.1
7 6.9 6.7 0.4 n.d. 5.5 3.6 8.4 83.6
8 n.d. 34.0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

[a] Fettgedruckte Werte weisen auf die grofite Ausbeute fiir ein gegebenes Produkt hin. [b] Nicht detektierbar.
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In einem Fall wurden die Determinanten einer Kreuzak-
tivitdt untersucht fiir 3-Keto-L-gulonat-6-phosphat-Decarb-
oxylase (KGPDC) und D-arabino-Hex-3-ulose-6-phosphat-
Synthase (HPS), homologe (f/a)s-Barrel-Enzyme der Oroti-
din-5'-Monophosphat-Decarboxylase-Suprafamilie.*” Beide
Enzyme sind promiskuitiv; KGPDC zeigt eine schwache
HPS-Aktivitat und HPS eine entsprechende KGPDC-Akti-
vitat (Schema 14). Es wird angenommen, dass beide Aktivi-

Co,~
HO H KGP-Decarboxylase CH:0H
o (Hauptaktivitat) o
H OH Hg 3H
HO——H €O, )
. CH,0PO2"
CH,OPO;
CH,OH
CH,OH HP-Synthase HO
(promiskuitive Aktivitat) o
HpOoH  ———F— [
H——OH Formaldehyd oH
CH,O0P0O,?~ 2=
CH,0PO;

Schema 14. KGPDC-katalysierte Reaktion.

titen iiber ein Mg*-stabilisiertes cis-Endiolat ablaufen.
Dieses Intermediat wird allerdings iiber einen unterschiedli-
chen Mechanismus gebildet (Decarboxylierung in KGPDC,
Deprotonierung in HPS) und umgesetzt (Protonierung in
KGPDC, Aldolkondensation mit Formaldehyd in HPS). Im
Zuge der Aufkldarung der Grundlagen der unterschiedlichen
katalytischen Priaferenzen von HPS und KGPDC wurden drei
Reste in der aktiven Tasche identifiziert, die in KGPDC, nicht
aber in HPS konserviert sind. Diese Positionen wurden in der
E.-coli-KGPDC zu den entsprechenden HPS-Resten mu-
tiert.® Die resultierende Variante, Glul12Asp/Argl39Val/
Thr169Ala-KGPDC, zeigte eine 260fach hohere katalytische
Effizienz fiir die HPS-Aktivitit (k. /K,=21M's™") als der
Wildtyp.

Auf dhnliche Weise wurde die Struktur von Dihydrodi-
picolinat-Synthase (DHDPS) herangezogen, um Mutationen
auszuwéhlen, die die promiskuitive DHDPS-Aktivitdt von N-
Acetylneuraminat-Lyase (NAL) erhohen sollten (Sche-
ma 15).5) Der Vergleich der homologen (p/o)s-Barrel-
Struktur fiihrte zu der Identifizierung einer einzigen Mutation

(¢] (@]
N-Acetylneuraminat-
HQ HN/U\ Lyasety HNJ\
HOWOH (Hauptaktivitat) HO;,G.\\OH
(@] \ (¢]
HO™ S “cos Pyruvat HO™ ™
“OoH
Dihydrodipicolinat-
. Synthase CO;~
NH; (promiskuitive Aktivitat) SNH*
o? >""co, /
Pyruvat HO' ‘CO,~

Schema 15. NAL-katalysierte Reaktion.
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in der aktiven Tasche (Leul42Arg), die die DHDPS-Aktivitit
um den Faktor 19 erhohte. Interessanterweise blieben sowohl
NAL als auch KGPDC katalytisch promiskuitiv und verloren
nur ein Dreifaches bzw. Dreifligfaches ihrer urspriinglichen
Aktivitét.

Das bereits in Abschnitt 3.1.2 erwdhnte Glutathion-S-
Transferase(GST)-Gertiist ist von Natur aus promiskuitiv,
sowohl in Bezug auf Substrate wie auch in Bezug auf die
katalytische Aktivitat." Diese Vielseitigkeit wurde in
GST A2-2, einer Glutathion-Peroxidase mit schwacher Ste-
roid-Isomerase-Aktivitit, genutzt. Basierend auf der Homo-
logie mit GST A3-3, einer effizienten Steroid-Isomerase,
wurde die aktive Tasche von GST A2-2 durch Mutieren von
Resten in einem Satz von fiinf Positionen umgestaltet.”!! Die
Einfach- und die Dreifachmutante zeigten beide eine signi-
fikante Verbesserung ihrer Steroid-Isomerase-Funktion, doch
der groBite Zuwachs wurde bei der Fiinffachmutante beob-
achtet, die 5000-mal aktiver als die Wildtyp-GST A2-2 war.
Tatséchlich erreichte die Fiinffachmutante eine katalytische
Effizienz fiir die Steroidisomerisierung, die dhnlich zu der von
GST A3-3 ist, wahrend die urspriingliche Peroxidase-Aktivi-
tit nur um den Faktor drei abnahm.

Wie die letzten drei Beispiele zeigen, verursacht die Op-
timierung der katalytischen Effizienz einer schon vorhande-
nen promiskuitiven Aktivitit geringere EinbuB3en der natiir-
lichen Aktivitét als die Einfithrung einer vollig neuen Akti-
vitidt. Dieses Phdnomen wurde auch bei anderen kiinstlichen
Enzymvarianten beobachtet, deren promiskuitive Aktivitét
verbessert wurde.’” Die Eingriffe, die fiir die Einfiihrung
einer vollig neuen katalytischen Aktivitidt benotigt werden,
konnen starke Storungen in der bestehenden katalytischen
Maschinerie verursachen, wohingegen eine promiskuitive
aktive Tasche per Definition mit den verschiedenen promis-
kuitiven Sekundéraktivititen kompatibel ist. Daher kann die
»native® Aktivitidt recht unempfindlich auf Mutationen rea-
gieren, die eine Sekundéraktivitidt verbessern.

Dies ist allerdings nicht immer der Fall, wie die Opti-
mierung der Perhydrolase-Aktivitiit einer Serin-Hydrolase!*!
und die Optimierung der Oxygenase-Aktivitit einer Aldolase
gezeigt haben:® Beide Enzyme verloren mehr als zwei
GroBenordnungen in ihrer urspriinglichen Hydrolase- bzw.
Aldolase-Aktivitdt. Ein noch drastischeres Beispiel lieferte
die Umgestaltung einer Lactat-Dehydrogenase (LDH) mit
dem Ziel, eine Malat-Dehydrogenase-Sekundaraktivitét
(MDH) zu optimieren (Schema 16).””! Die Umgestaltungs-
strategie stiitzte sich auf Strukturinformationen und hatte
zum Ziel, die Bindung des nichtnatiirlichen Substrats zu

o} OH

PN A

R CO,~ Lactat- R CcO,~

Dehydrogenase

Wildtyp / %IIMOZA@

R=CH, >> R=CH,CO,~ R=CH,CO,~ >> R=CH,

Schema 16. Austausch der Substratpriferenz in Lactat-Dehydrogenase
mithilfe einer einzigen Mutation in der aktiven Tasche.
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verbessern, ohne dabei die fiir den Umsatz wesentlichen
Reste zu beeintriachtigen. Eine Modellierung legte die Ein-
fithrung einer einzelnen Mutation (Gln102Arg) nahe, die eine
bevorzugte Wechselwirkung mit dem neuen Oxaloacetat-
substrat eingehen sollte, wiahrend gleichzeitig der Enzym-
Substrat-Komplex mit Pyruvat destabilisiert wiirde. Tatséch-
lich zeigte die Variante eine 10°fach erhohte katalytische
Effizienz fiir Oxaloacetatreduktion mit k.- und k. /K-
Werten (250 s bzw. 4.2 x 10°m~'s™"), die identisch mit denen
der Wildtyp-LDH mit Pyruvat als Substrat waren. Bemer-
kenswerterweise reduzierte diese Mutation aber auch die
LDH-AKktivitdt um vier GroBenordnungen. Die Substratse-
lektivitit der Variante war also vollstdndig umgekehrt zu der
des Wildtyps. Zusitzlich demonstriert dieses frithe Beispiel
der Umgestaltung einer aktiven Tasche das Potenzial einer
einzelnen Punktmutation, die in diesem Fall eine Anderung in
der Substratspezifitit um einen Faktor von mehr als einer
Million verursachte.

3.4. Cofaktor Promiskuitdt

Aus den 20 genetisch codierten Standardaminosiuren ist
eine enorme Vielfalt an Proteingeriisten aufgebaut, die ein
sehr breites Spektrum an chemischen Transformationen ver-
mitteln — aber sie konnen nicht alles. Um das Reaktions-
spektrum zu vergroBern, greifen viele Enzyme auf uniibliche
Aminosiduren zuriick, die entweder durch ribosomalen
Einbau (wie Selenocystein®! oder Pyrrolysin®”') oder durch
post-translationale Modifikation (Bildung von Pyrrolochino-
linchinon, Oxidation von Thiolen zu Disulfiden usw.) einge-
fiihrt werden.™ Als Alternative konnen reaktive Liganden
wie Flavine, Nicotinamide, Metallionen und Pyridoxalphos-
phat als Cofaktoren dienen. Diese Spezies sind in Losung an
sich promiskuitiv, denn sie katalysieren viele unterschiedliche
Reaktionen mit verschiedenen Substraten. Das Proteingeriist
von Cofaktor-abhingigen Enzymen bildet eine Bindungsta-
sche, die direkt von reaktiven Resten umgeben ist, und richtet
so das Substrat in einer definierten Orientierung relativ zum
Cofaktor aus. Diese Merkmale fordern die Reaktion entlang
eines definierten Reaktionspfads und minimieren damit Ne-
benreaktionen. Daher sollte eine aktive Tasche, die einen
bestimmten Reaktionsverlauf begiinstigt, in einfacher Weise
so verandert werden konnen, dass es zu einer neuen Pro-
duktbildung kommt, vergleichbar zur Manipulation der Re-
aktionskontrolle reaktiver Intermediate (Abschnitt 3.2).

3.4.1. Flavin-abhdngige Enzyme

Flavin-abhéngige Enzyme sind in der Natur weit ver-
breitet als Katalysatoren fiir Oxidationen und Reduktionen
sowie als Elektroneniibertriger.’”) Wegen ihrer drei mogli-
chen Oxidationszustinde sind die Cofaktoren Flavinmo-
nonucleotid (FMN) und Flavinadenindinucleotid (FAD) be-
sonders vielseitig, denn sie konnen sowohl Ein- als auch
Zweielektronen-Ubertragungen ausfithren. Dank dieser Ei-
genschaften konnen Flavine Reaktionen verschiedener Sub-
strate mit molekularem Sauerstoff, dem stirksten biologi-
schen Oxidationsmittel, vermitteln.
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Anderungen der Proteinumgebung rund um den Flavin-
Cofaktor konnen sich stark auf die Reaktivitdt auswirken.
Eine einzelne Mutation eines nichtkatalytischen Cysteinrests
(Cys106Val) in der aktiven Tasche der bakteriellen Luciferase
war z.B. ausreichend, um diese Monooxygenase in eine
Oxidase umzuwandeln."™ Luciferase katalysiert die FMN-
abhingige Oxidation von Aldehyden zu Carbonsduren, eine
Aktivitit, die der Cys106Val-Variante verlorengegangen ist.
Stattdessen katalysiert diese Variante die direkte O,-abhin-
gige Oxidation des Cofaktors FMNH, zu FMN unter gleich-
zeitiger Bildung von Wasserstoffperoxid. Vergleichbar dazu
verwandelt eine einzige Mutation (Gly99Ala) in der aktiven
Tasche von L-Lactat-Monooxygenase diese in eine Oxi-
dase."™™ Anscheinend fiihrt die Enge in der aktiven Tasche
der Mutante zur Freisetzung von Pyruvat, anstatt dieses en-
zymatisch weiter zu Essigsdure und Wasser umzusetzen.

FEine spezialisierte Bindungstasche fiir Flavin ist nicht
einmal notig, um die Aktivitdt des Cofaktors zu steuern. In
den spiten 1970ern banden Kaiser und Mitarbeiter Flavin-
analoga durch kovalente Bindung an die Sulthydrylgruppe
des reaktiven Cysteinrests (Cys29) der Cystein-Protease
Papain (Abbildung 5).'%?) Die Verkniipfung mit der prosthe-

o I
Br. N /NYO
N/L(NH = BrFly,
o)
SH

Protease
NADH NaD ™
SFloy SFIH,
Flavoenzym Hz0, 0,

Abbildung 5. Semisynthetische Flavoenyzme: kovalente Bindung des
Cofaktors Flavin an den katalytischen Cysteinrest von Papain. Das re-
sultierende semisynthetische Enzym katalysiert die Oxidation von Ni-
cotinamid, wobei der Cofaktor durch molekularen Sauerstoff reoxidiert
wird.

tischen Gruppe wandelte diese Protease in eine Oxidase um.
Mit Substraten wie Dithiolen, z. B. Dithiothreitol (DTT), und
Dihydronicotinamiden, z.B. NADH, steigerte sich die Um-
satzgeschwindigkeit gegeniiber der von proteinfreien Mo-
dellreaktionen um einen Faktor 17 bzw. 600. Flavopapaine
waren selektiv gegeniiber verschiedenen N-substituierten
Dihydronicotinamiden und auBlerdem stereoselektiv unter
Bevorzugung von pro-R-Hydridiibertragungen. Diese Re-
sultate sind sogar noch beeindruckender, wenn man bedenkt,
dass die aktive Tasche von Papain auf die Erkennung von
Polypeptidsubstraten optimiert ist, die {iberhaupt keine
Ahnlichkeiten mit den Substraten der Oxidase-Aktivitit
dieser semisynthetischen Enzyme haben. Die chirale Umge-
bung im Protein kann die Spezifitit der Reaktion beeinflus-
sen, sogar ohne Optimierung der aktiven Tasche.
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3.4.2. Metalloenzyme

Metalle zdhlen zu den héufigsten Cofaktoren. Tatsiachlich
sind 30% aller natiirlichen Enzyme Metalloenzyme.'"
Ubergangsmetalle weisen vielfiltige Eigenschaften und Re-
aktivitdten auf, die bei metallorganischen Katalysatoren
Anwendung finden. Die grofle Regio- und Stereoselektivitat
von metallorganisch und Metalloenzym-katalysierten Reak-
tionen fiihrte zu ihrer breiten Anwendung in der organischen
Synthese. Sowohl die organischen Liganden der metallorga-
nischen Katalysatoren als auch das Polypeptidgeriist der
Metalloenzyme machen die vorteilhaften Eigenschaften der
Metalle nutzbar und liefern dabei die gewiinschte Substrat-
spezifitdt, Stereokontrolle oder eine geeignete geladene
Umgebung.' Um neue Metall-abhiingige Enzyme zu er-
halten, konnen Enzymingenieure ein neues Metallzentrum
einfithren oder die Topographie der aktiven Tasche @ndern.

Ein frither Erfolg war die Uberfithrung eines Proteins in
einen metallorganischen Katalysator durch Wilson und
Whitesides. Ganz dhnlich zu Kaisers Flavopapain (Ab-
schnitt 3.4.1) fithrten sie Rhodium(I) als katalytisches Zen-
trum in Avidin ein.'! Avidin ist ein gut charakterisiertes
Protein, das Biotin mit einer Affinitit bindet (Ky=10""m),
aus der eine der stirksten bekannten nichtkovalenten
Wechselwirkungen resultiert. Um Rhodium(I) in die Bin-
dungstasche des Proteins einzufiihren, wurde ein Biotinana-
logon mit Diphosphinfunktion verwendet. Dieses kiinstliche
Metalloenzym hydrierte a-Acetamidoacrylsédure enantiose-
lektiv zu (S)-N-Acetylalanin (ca. 40 % ee) mit vollem Umsatz,
wihrend fiir den freien Liganden keine detektierbare Enan-
tioselektivitidt nachgewiesen werden konnte (Schema 17).

o Ph,
Py ( P\/Rh(L)

HN” "NH

! | N__PPh

o}

s

NHCOCH; NHCOCH;
HaC—
CO,H H,, Avidin/Streptavidin CO,H

L = Ligand (Norbornen oder Cyclooctadien)

Schema 17. Nichtkovalente Bindung eines Biotin-Rh'-Komplexes mit
Biotin-bindenden Proteinen (Avidin und Streptavidin) fiihrt zu einer
neuen stereoselektiven Hydrierungsaktivitat.

Dieses System wurde kiirzlich durch Veridnderungen des
Biotinliganden, des Metalls und des Enzymgeriists opti-
miert.'%! Modifikationen des Liganden fiihrten zu einer
besseren Enantioselektivitit und konnten sogar die Umkehr
der Enantioselektivitidt induzieren. Vermutlich wegen der
tieferen Bindungstasche wurden mit Streptavidin, einem dem
Avidin verwandten Protein mit dhnlicher Affinitit fiir Biotin,
hohere ee-Werte erzielt (92% fiir die Hydrierung von o-
Acetamidoacrylsdure). Im Unterschied zu Avidin begtinstigt
Streptavidin die Bildung des R-Produkts. Der Beitrag des
Proteins wurde nochmals dadurch verdeutlicht, dass sich der
ee-Wert durch Substitution einer einzelnen Aminosédure
(Ser112Gly) in Streptavidin auf 96 % erhohte. Diese Strategie
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fand auch Verwendung bei der Hydrierung von Ketonen
durch Ru"-Komplexe. Basierend auf Strukturinformationen
und Docking-Studien wurde der dem Metallkomplex be-
nachbarte Rest Serl112 fiir Séttigungsmutagenese ausge-
wihlt.""! Die daraus resultierenden Varianten zeigten er-
staunlich unterschiedliche Stereoselektivititen: Waihrend
aromatische Reste die Selektivitit fiir das R-Alkoholprodukt
erhohten (bis zu 97 % ee fiir Ser112Tyr), verschoben positiv
geladene Reste die Selektivitdt in Richtung der S-Alkohol-
bildung (bis zu 70 % ee fiir Ser112Arg).

Wie wichtig die Topographie der aktiven Tasche fiir Ak-
tivitdt und Stereoselektivitdt von Metalloenzymen ist, wurde
ferner an Myoglobin veranschaulicht. Die Hauptfunktion
dieses Hamproteins ist der Transport von molekularem Sau-
erstoff, aber dariiber hinaus hat es auch eine geringe Per-
oxidase-Aktivitdt. Strukturvergleiche mit dem natiirlichen
Hémprotein Cytochrom-c-Peroxidase fiihrten zu dem
Schluss, dass die Position des Histidinrests in der unmittel-
baren Nachbarschaft des Eisenkations fiir die Aktivitét
wichtig sein konnte. Eine Myoglobinvariante mit versetztem
Histidinrest (Leu29His/His64Leu) wurde produziert!!®
(Abbildung 6), und fiir die Wasserstoffperoxid-abhingige

Abbildung 6. Vergleich der aktiven Tasche von Wildtyp-Myoglobin
(hellblau) und der Leu29His/His64Leu-Variante (violett). Die Anderung
der Histidinposition relativ zum Ham steigert die Umsatzgeschwindig-
keit und die Stereoselektivitit der sekundiren Peroxidase-Aktivitat
stark. Orange Fe, blau N, rot O.

Oxidation von Methylphenylsulfid zeigte diese Variante tat-
séchlich eine 200fach hohere Aktivitit (kg = 0.092 s™') sowie
eine verbesserte Enantioselektivitidt (97 gegentiber 25 % ee
fiir den Wildtyp). Ein dhnlicher Effekt wurde fiir die Epoxi-
dierung von Styrol beobachtet. Zwei andere Ansétze, in
denen das Ham durch Cr"™-"%! und Mn"- Komplexe” aus-
getauscht wurde, filhrten zu Myoglobinvarianten mit Per-
oxidase-Aktivitit. Andere Beispiele fiir die Konstruktion
neuer Peroxidasen sind der Metallaustausch zu Mn" in Koh-
lensiure-Anhydrase!'' und die Einfiihrung von Vanadat in
Phytase.'?

Anderungen in der Redoxaktivitit wurden auch durch
Umgestaltung von natiirlichen Metalloenzymen erreicht.
Oleat-Desaturase aus Arabidopsis thaliana (FAD2) und
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Oleat-Hydroxylase aus Lesquerella fendleri (LFAH) sind
zwei strukturell und mechanistisch verwandte membran-
gebundene Enzyme, die an der Modifizierung von Fettsduren
beteiligt sind (Schema 18). Thre aktiven Taschen enthalten
einen Nicht-Hdm-Dieisencluster, und ihr Mechanismus ver-
lauft tiber ein energiereiches Radikalzwischenprodukt, das
durch die Abspaltung eines Wasserstoffradikals durch eine
Eisenoxospezies entsteht.'!?!

H H
Desaturase R o ‘Rz
H . H Met324Val
R' R?
H H
‘ Hydroxylase HO H
R'" R?

Schema 18. Desaturase- (FAD2) gegeniiber Hydroxylase(LFAH)-Aktivi-
tit in Eisen-abhingigen, Fettsdure modifizierenden Enzymen.

Der Austausch von sieben nichtkonservierten Resten in
der aktiven Tasche fiihrte zu einer gesteigerten Hydroxylase-
Aktivitdt von FAD2 und einer gesteigerten Desaturase-Ak-
tivitit in LFAH."'Y) Weitere Studien an einer Einzelmutante
(Met3241le) von FAD?2 zeigten eine 54fache Verringerung
des Verhiltnisses von Hydroxylierung zu Desaturierung re-
lativ zum Wildtyp.'"™ Eine #hnliche Strategie wurde fiir die
Umwandlung von der p-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygena-
se, einem Fe'-abhiingigen Enzym, in eine p-Hydroxymande-
lat-Synthase verwendet, bei der eine oder zwei Mutationen
ins aktive Zentrum eingefiihrt wurden.!"'® Da jeweils ein ge-
meinsames Intermediat in divergente Reaktionspfade gelenkt
wird, konnen diese beiden Beispiele ebenfalls als Beispiele
fiir eine Manipulation der Reaktionskontrolle angesehen
werden (Abschnitt 3.2.2).

Die Konstruktion neuer Metalloenzyme ist nicht auf ihre
Redoxchemie beschridnkt. So ergab die Einfithrung eines
Cu"-Komplexes in Albumine einen hoch enantioselektiven
Katalysator fiir eine Diels-Alder-Reaktion (bis zu
98% ee)."""! Tatsichlich scheint die Bandbreite moglicher
Reaktivitdten hauptsdchlich durch die Wahl des Metalls li-
mitiert zu sein, wihrend das Proteingeriist die Stereoselekti-
vitét sicherstellt. Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass das
Vorhandensein eines Proteingeriists allein nicht automatisch
zu einer erhohten Umsatzgeschwindigkeit oder Stereoselek-
tivitat fiihrt.'®! Eine bessere Kontrolle der Metalleigen-
schaften konnte erreicht werden, indem Metallbindungsta-
schen direkt im Proteingeriist aufgebaut werden.''”) Wie bei
der Entwicklung der metallorganischen Katalysatoren wird
der Fortschritt durch die Optimierung der Umgebung von
Metall wie Substrat erreicht werden.

3.4.3. PLP-abhiingige Enzyme
Pyridoxalphosphat(PLP)-abhéngige Enzyme katalysieren
ein breites Spektrum an Transformationen mit Aminosiure-

substraten (Racemisierungen, Decarboxylierungen, Aldol-
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kondensationen, Transaminierungen und andere).l'?*!?! Die
Reaktivitit dieses Cofaktors in Losung wurde detailliert un-
tersucht und zeigt kaum Substrat- oder Reaktionsspezifitit.
Allerdings wurde ein gewisses MaB3 an Kontrolle in Gegen-
wart von Metallionen!'* oder fiir Cofaktoranaloga*! nach-
gewiesen. PLP-katalysierte Reaktionen teilen eine gemein-
same Eigenschaft, nidmlich die Bildung einer Schiff-Base
zwischen Substrat und Cofaktor, was eine Stabilisierung von
Carbanionen an der Ca-Position der Aminosiure bewirkt.
Die Struktur der aktiven Tasche ist fiir die Erkennung des
Substrats verantwortlich und dirigiert den Reaktionsweg in
Richtung des gewiinschten Produkts. GemdB3 Dunathans
Hypothese aus dem Jahr 1966!'*Y wird jeweils die Bindung,
die in einer Ebene senkrecht zur Ebene des Pyridinrings des
Cofaktors steht, und dadurch mit dem konjugierten w-System
des Cofaktors ausgerichtet ist, gebrochen, wodurch das Ca-
Carbanion erzeugt wird (Abbildung 7). Aktive Taschen von

Racemisierung
Transaminierung

A=H

Ebene des
PLP-Rings

.

A
| A=CO,

— < > Decarboxylierung

B C

A = Aminosaurenseitenkette

Retro-Aldol

Abbildung 7. Dunathans Hypothese iiber die Reaktionsspezifitit von
PLP-katalysierten Reaktionen. Die Art der chemischen Transformation
wird dadurch bestimmt, welche Bindung senkrecht zur Ebene des Pyri-
dinrings von PLP steht.

Enzymen konnen nichtkovalente Wechselwirkungen nutzen,
um das Substrat gezielt auszurichten und um somit zu be-
stimmen, welche Bindung senkrecht zum Pyridinring des
Cofaktors steht, was letztlich einen wichtigen Beitrag zur
Steuerung der spezifischen Reaktivitit leistet. Strukturun-
tersuchungen haben ergeben, dass ein Grofteil der Cofaktor-
bindenden Bereiche ebenso wie die katalytische Maschinerie
in verschiedenen Enzymen konserviert ist, auch wenn diese
eine vollig andere Faltung einnehmen.['!

Dieser Idee folgend geniigte eine einzige Mutation in der
aktiven Tasche, um die Alanin-Racemase (AR) aus Geo-
bacillus stearothermophilus in eine D-Aminosidure-Aldolase
umzuwandeln, die die Retroaldolreaktion von D-f3-Phenyl-
serin katalysiert (Schema 19).'**) Natiirliche p-Aminoséure-
Aldolasen wurden gereinigt und charakterisiert,'* aber
bisher ist noch keine Struktur bekannt. Zwar wurden sowohl
die D-Aminosdure-Aldolasen als auch AR als Mitglieder des
Faltungstyps III der PLP-abhdngigen Enzyme klassifiziert,
die Sequenzihnlichkeit in diesen Enzymen ist jedoch nicht
grof3 genug, um einen Vergleich der aktiven Tasche zuzulas-
sen. Daher wurde die Struktur von L-Threonin-Aldolase

www.angewandte.de

Chemie

3293


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

-0,Cr. h
NH* NH*
/) Wildtyp- 7 (2R)-p-Phenylserin
~ Alanin-Racemase Ne _ \
© X7 T0POY T —— NP0 T —————
| = \ | Tyr265Ala
N L-Ala N
H* H*
D-Ala (R = Me)
Gly (R=H) Benzaldehyd
*HB' *HB'
H
oL “OCmiaR 00
o o s
N NH* M P
i / g
‘ -0
© Q" opos Oy Nopog - T
N R=Me | R=H N
N N N
H H H

Schema 19. Reaktionsmechanismus von Wildtyp-Alanin-Racemase und

D. Hilvert et al.

der Aldolase-Aktivitat der Tyr265Ala-Variante (B=Tyr265, B'=Lys39).

3204

(TA) aus Thermotoga maritima als Vorbild fiir die Umge-
staltung von AR verwendet. TA und AR sind evolutionir
nicht verwandte Enzyme, die eine unterschiedliche tertidre
Faltung (Typ I bzw. Typ III) und Quartérstruktur aufweisen.
Ihre Mechanismen involvieren jedoch ein gemeinsames
Aldimin-Intermediat. Die Analyse der beiden aktiven Ta-
schen und Uberlagerung der jeweiligen PLP-Liganden haben
gezeigt, dass die essenziellen, in beiden Enzymen vorkom-
menden katalytischen Reste sich relativ zum Cofaktor bei-
nahe spiegelbildlich zueinander verhalten. Dieses Beispiel
zeigt, wie die Natur, ausgehend von zwei unterschiedlichen
Geriisten, unabhéngig zu zwei sehr dhnlichen Losungen
konvergierte.

D-B-Phenylserin-Aldolase-Aktivitdit wurde durch die
Mutation der katalytischen Base Tyr265 zu Alanin erzeugt,
was zu einer >3000fachen Reaktionsbeschleunigung fiihrte
(kea =0.095 57" ke /K, =11M"'s71).0%] Diese Mutation er-
zeugt einen Hohlraum, der den Phenylring von D-f-Phenyl-
serin beherbergen kann (Abbildung 8). Die D-Aminosdure ist
erwartungsgemill das bevorzugte Substrat der Tyr265Ala-
Mutante, und die gefundene Stereosperzifitdt geht mit der
gewollten Orientierung der Ca-Cf-Bindung von D-(3-Phe-
nylserin orthogonal zum Pyridinring des Cofaktors einher.
Die methylbindende Tasche wurde beibehalten und bewahrte
dabei ihre Funktion, wie die erhohte (nichtnatiirliche) Al-
dolase-Aktivitdt mit o-methylierten -Phenylserinen beleg-
te.'”] Diese Mutante war nicht stereospezifisch an der p-Po-
sition der Substrate, eine Eigenschaft, die auch bei natiirli-
chen PLP-abhingigen B-Hydroxyaminosidure-Aldolasen be-
obachtet wird. Eine zweite Mutation (Arg219Glu) bewirkte
eine Erhohung der promiskuitiven Transaminase-Aktivitét
von AR, die Aldolase-Aktivitéit dieser Doppelmutante wurde
jedoch nicht untersucht."*

Zwei weitere Beispiele illustrieren, wie die Reaktivitit
von PLP durch Umgestaltung der aktiven Tasche in eine neue
Richtung gelenkt werden konnte. Ornithin-Decarboxylase
(ODC) ist ein Typ-III-PLP-abhiingiges Enzym, das die Syn-
these von Putrescin katalysiert. Zwei Mutanten von ODC -
Cys360Ala und Cys360Ser — wurden hergestellt, und es wurde
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gezeigt, dass beide eine decarboxylierungsabhidngige Trans-
aminierung zur Bildung von Pyridoxamin-5-phosphat (PMP)
und y-Aminobutyraldehyd katalysieren. Diese Aktivitidt kann
im Wildtyp nicht nachgewiesen werden (Schema 20).1*) In

Abbildung 8. Einfihrung von Aldolase-Aktivitit in eine PLP-abhingige
Alanin-Racemase: a) Aktive Tasche von Alanin-Racemase aus G. stearo-
thermophilus als Komplex mit PLP (gelb) und L-Ala (violett); b) Modell
der Tyr265Ala-Variante als Komplex mit dem Aldimin zwischen PLP
(gelb) und (2R,35)-2-Methyl-B-phenylserin (braun). Die Reste in Positi-
on 265 und His166 sind griin gezeichnet.
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Schema 20. Einbau von Transaminase-Aktivitit in eine PLP-abhingige
Ornithin-Decarboxylase.

der aktiven Tasche des Wildtyps scheint ein Cysteinrest nach
dem Decarboxylierungsschritt die Protonierung des Coa-
Atoms zu lenken und unterdriickt dadurch die Transaminie-
rung. In der Mutante erfolgt die Protonierung am C4’-Atom
des Cofaktors, woraus eine neue AKktivitit resultiert.

Im zweiten Beispiel wurde eine Dreifachmutante von
Aspartat-Aminotransferase (AAT), Tyr225Arg/Arg292Lys/
Arg386Ala, rational anhand ihrer strukturellen Ahnlichkeit
zu Asparaginsdure-Decarboxylase entworfen, um die -De-
carboxylierung von L-Asparaginsdure zu Kkatalysieren
(Schema 21).7  Die konstruierte Variante wies eine

-0, ;\

Aspartat-
‘ Aminotransferase 0" €O,
“0,C Tyr225Arg
)\ Arg386Ala
*HsN™ "CO,”

Aspartat-
f3-Decarboxylase

Schema 21. Umwandlung von Aspartat-Aminotransferase in eine -De-
carboxylase.

1300fach gesteigerte Decarboxylierungsaktivitit (k) auf,
wihrend die Transaminase-Aktivitit um den Faktor 18000
sank. Es wurde nachgewiesen, dass die Tyr225Arg/
Arg386Ala-Mutation die f-Decarboxylase-Aktivitit auslost,
wihrend die Arg292Lys-Mutation die Transaminase-AXktivi-
tit unterdriickt.

4. Wann reichen geringfiigige Anderungen in der
aktiven Tasche nicht aus?

Die vielen erfolgreichen Beispiele in den vorangegange-
nen Abschnitten machen deutlich, dass neue Aktivititen
ausgehend von natiirlich vorkommenden Enzymen einfach
zuganglich sind, oft durch eine einzige Mutation. Trotzdem
fiihrt das simple Austauschen oder Hinzufiigen von Resten
nicht immer zu der erwiinschten enzymatischen Aktivitét.
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Manchmal mag dies an der Wahl des falschen Proteingeriists
liegen, doch auch von einem gut gewdhlten Ausgangspunkt
aus kann es in einigen Féllen notwendig sein, die aktive
Tasche umfassend umzustrukturieren, um die neue katalyti-
sche Maschinerie einzupassen oder um die optimale Umge-
bung fiir die gewiinschte Reaktion zu schaffen. Beispielsweise
kann das neue Substrat oder die neue Reaktion groflere ste-
rische Anspriiche an die aktive Tasche stellen, als mit den
Mitteln der zuvor beschriebenen Strategien zur Verfiigung
gestellt werden konnen, oder ein neu eingefiihrter Rest hat
(ungewollte) drastische Auswirkungen auf die Struktur. Ein-
zelmutationen sind also nicht die Antwort auf jede Frage-
stellung!

Ein typisches Beispiel fiir die Erfordernis wesentlich
umfassenderer Eingriffe in die aktive Tasche ist der Versuch,
4-Chlorbenzoyl(CBA)-CoA-Dehalogenase in eine Crotonase
umzuwandeln, beides Mitglieder der 2-Enoyl-CoA-Hydrata-
se/Isomerase-Superfamilie.®) Als man aufgrund einfacher
Homologiestudien die beiden katalytisch essenziellen Gluta-
matreste von Crotonase in das 4-CBA-CoA-Dehalogenase-
Gerdlist einbaute, erhielt man ein instabiles Protein, was man
auf die sterische AbstoBung mehrerer Reste in der aktiven
Tasche zuriickfiihrte. Diese Instabilitdt verhinderte die ex-
perimentelle Bestdtigung der erwarteten Aktivitdt. Daher
wurden sechs weitere Mutationen eingefiihrt, hauptsachlich
in einem einzigen Segment der instabilen Glyl117Glu/
Trp137Glu-Variante von 4-CBA-CoA-Dehalogenase. Diese
zusitzlichen Eingriffe sollten den Glutamatresten mehr Platz
einrdumen und ihnen zu einer optimalen Ausrichtung ver-
helfen — tatsédchlich zeigte diese Variante Crotonase-Aktivitét
(key=0.06 57" und k,/K,=13x10°m's™"; Schema 22), die

o] 4-Chlorbenzoyl-CoA- o)
Dehalogenase

— CoAS)J\©\
o MO  HC o

8 Mutationen
in der
aktiven Tasche

CoAS

0} O OH
Crotonase
CoASJ\/\ 7 ’ CoASJ\/'\
H,O

Schema 22. Auf Strukturhomologie basierende Einfithrung von Croto-
nase-Aktivitat in ein 4-CBA-CoA-Dehalogenase-Geriist.

mehr als 64000fach tiber der Hintergrundreaktion lag. Bei-
spiele fiir noch grofere Eingriffe sind die Einfithrung von
Scytalon-Dehydratase-Aktivitdt in ein homologes, aber ka-
talytisch inaktives Geriist!™” sowie die Umwandlung von
Glyoxalase II, einer Metallhydrolase, in eine Metall-B-Lac-
tamase.'™ Zusitzlich zu Punktmutationen erforderte die
Umgestaltung dieser beiden Proteine die Substitution/Addi-
tion ganzer Kettensegmente.

Prinzipiell ist es von Vorteil, moglichst geringfiigige Ein-
griffe in einer aktiven Tasche vorzunehmen, denn dadurch ist

www.angewandte.de

Chemie

3295


http://www.angewandte.de

Aufsiitze

3296

der Riuckgriff auf die Funktion der konservierten Amino-
sdurereste am sichersten gewéhrleistet. Eine geringe Zahl an
Mutationen vereinfacht zwar die Konstruktionsstrategie,
schrinkt aber die fiir ein gegebenes Geriist erreichbaren
Aktivitdaten auch ein. Natiirlich entwickelte Enzyme erken-
nen bevorzugt Substrate und Ubergangszustinde bestimmter
GroBe, Form und elektrostatischer Eigenschaften. Fiir die im
vorigen Absatz beschriebenen Anwendungen ist die simple
Substitution einzelner katalytischer Reste offensichtlich nicht
ausreichend, um diese Hiirde zu {iberwinden. Solche
schwierigen Fille erfordern grofle Hartnéckigkeit und ein
tiefes Verstdndnis, um die notwendigen Anpassungen in der
aktiven Tasche zu identifizieren und vorzunehmen, ohne
dabei das empfindliche Gleichgewicht zwischen Funktion und
Stabilitdt zu storen.

Tatsdchlich diirfte es bei schwierigeren Enzymumgestal-
tungen notwendig sein, nicht mehr nur jene Reste zu be-
riicksichtigen, die direkt mit dem Substrat wechselwirken
(erste Schale), sondern auch solche, die die Ausrichtung der
Reste in der aktiven Tasche beeinflussen (zweite Schale). Fiir
die Steuerung der Aktivitat ist die erste Schale sicher wich-
tiger — Eingriffe in der zweiten Schale konnen aber einen
signifikanten Einfluss auf Grofle und Struktur der aktiven
Tasche sowie auf die Orientierung und damit auch auf die
Reaktivitdt der katalytischen Reste haben.

Nur ein Beispiel sei hier erwédhnt: Glul17 ist in mensch-
licher Kohlenséure-Anhydrase essenziell fiir die Einstellung
der Polaritit von His119 (welches das reaktive Zn**-Metall-
zentrum koordiniert), und eine strukturell konservative
Substitution von Glul17 durch Gln fiihrt zu einem fast voll-
stindigen Aktivitatsverlust (wegen des starken Anstiegs des
pKs-Werts des metallgebundenen Wassers, was wiederum aus
der Stabilisierung des Histidinanions resultiert).!>

Eine groflere Zahl an Mutationen vergroBert folglich den
Spielraum fiir das Engineering der aktiven Taschen, und weit
entfernte Mutationen, wie sie oft bei gerichteter Evolution
gefunden wurden, konnen Aktivititen und Selektivitidten
feinabstimmen.[*! Aus diesen Beispielen lisst sich als gene-
relle Strategie fiir die Umgestaltung von Enzymen ableiten,
dass man zunéchst mit der Mutagenese der aktiven Tasche
beginnen sollte, da diese Eingriffe den grof3ten Einfluss auf
die Reaktivitit haben;””! anschlieBend gestaltet man, ausge-
hend von der zweiten Schale, das Protein Schritt fiir Schritt
nach auflen um. Ein umfassendes Verstindnis der Enzym-
struktur und -funktion wird dabei entscheidend fiir den Erfolg
sein.

5. Lektionen iiber die Evolution

Informationen tiber natiirliche Enzyme bilden die Basis
fiir rationale Umgestalungen. Eine Analyse der Resultate der
Umgestaltungsexperimente konnte daher Einblicke in na-
tiirliche Evolutionsprozesse liefern. Die Beobachtung, dass
zwei verschiedene Enzyme sich nur durch eine (oder wenige)
Punktmutation(en) im Sequenzraum unterscheiden, legt
einen dhnlichen Verlauf fiir die natiirliche, divergente Evo-
lution durch Genduplikation und zufillige Punktmutation
nahe. Die Vorstellung, dass viele der heutigen Enzyme von
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einer gemeinsamen Vorstufe divergierten, ist wegen ihrer
strukturellen und mechanistischen Ahnlichkeit weitgehend
akzeptiert.”1” Verwandte Enzyme mit unterschiedlichen
Aktivititen haben jedoch normalerweise nur eine geringe
Sequenzihnlichkeit (weniger als 50 % ). Es ist daher schwierig
herauszufinden, welche Mutationen wirklich entscheidend fiir
die unterschiedlichen Aktivitdten dieser Enzyme sind. Die in
den vorangegangenen Abschnitten diskutierten Beispiele
liefern dazu eindeutige Antworten, denn die umgebauten
Varianten enthalten nur solche Mutationen, die absolut not-
wendig sind, um die Aktivitdt zu dndern und zeigen, dass
bereits kleine Anderungen in der Sequenz dazu fiihren
konnen, dass vollig unterschiedliche chemische Reaktionen
katalysiert werden.

Beispiele aus der natiirlichen Evolution stiitzen diese
These. Die Untersuchung der Resistenz von Schmeiffliegen
gegen Organophosphatpestizide (OP; z.B. Diazinon) ergab,
dass Mutationen in einem Gen, das eigentlich fiir eine Carb-
oxy-Esterase codiert, fiir die neue OP-Hydrolase-Aktivitat
verantwortlich sein konnte.'*® Es wurde beobachtet, dass
eine einzige Mutation von Glycin zu Aspartat nahe der
Oxyaniontasche in allen resistenten Stammen vorhanden war,
obwohl auch weitere zufillige Mutationen gefunden
wurden.'™ Die Glyl37Asp-Mutante von der (elterlichen)
Carboxy-Esterase E3 eines OP-empfindlichen Stamms zeigte
tatsdchlich OP-Hydrolase-Aktivitit, allerdings unter Verlust
der Carboxy-Esterase-Aktivitdt. Diese E3-Mutante scheint
einen dhnlichen OP-Hydrolase-Mechanismus wie die kon-
struierte Butyrylcholin-Esterase (Abschnitt 3.2.1) zu haben.
Dies ist kein Einzelfall, andere Beispiele betreffen die Atra-
zin-Chlorhydrolase!"®® und Melamin-Desaminase,'*! die am
Abbau synthetischer Substanzen beteiligt sind, die seit dem
letzten Jahrhundert in die Umwelt gelangt sind. Diese
Enzyme divergierten erst in der letzten Zeit von einer ge-
meinsamen Vorstufe, und obwohl sie fiir ihre jeweiligen Re-
aktionen spezifisch sind, unterscheiden sich ihre Sequenzen in
nur neun Aminosiuren, wobei die meisten fiir die neue Ak-
tivitit nicht wesentlich sind."*"! Die Bedeutung dieser nicht
essenziellen Mutationen ist unklar; moglicherweise tragen sie
zur Optimierung der Aktivitdt oder zur Stabilisierung bei,
oder sie resultieren nur aus neutraler genetischer Drift.

Es wurde vorgeschlagen, dass die Evolution neuer Funk-
tionen iiber nichtspezifische Intermediate verliuft.”** Die
Beobachtung katalytischer Promiskuitit in natiirlich evol-
vierten wie auch in umgestalteten Enzymen bestitigt diese
Sichtweise. Allerdings fiithren nicht alle Aktivitdtswechsel zu
Promiskuitit (Beispiele: Subtilisin zu Peroxidase, Glutaco-
nat-CoA-Transferase zu Glutaryl-CoA-Hydrolase). Einzelne
Mutationen konnen manchmal die Umgebung innerhalb der
aktiven Tasche radikal verdndern und die urspriingliche Ak-
tivitit ausloschen, wihrend sie eine neue Funktion einfiihren.
Kleine Anderungen in der Sequenz kénnen zu promiskuiti-
ven Enzymen fiithren, einige Modifikation ergeben aber auch
neue, spezialisierte Katalysatoren.

Die minimale Umgestaltung aktiver Taschen hat vielerlei
Strategien zur Entwicklung neuer Enzyme aufgezeigt. Wei-
terhin ist sie relevant fiir das Verstidndnis der Entwicklung
metabolischer Wege.l""] Dazu zihlen auch die retrograde
Evolution, bei der Enzyme sequenziell riickwérts entlang der
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Stoffwechselwege entwickelt werden*! (z.B. Umsetzung der
3a-HSD zur 5B-Reduktase, Abschnitt 3.1.1), die Spezialisie-
rung von promiskuitiven Enzymen™*! (z.B. NAL zu DHDPS,
Abschnitt 3.3) und die Rekrutierung von Enzymen aus an-
deren Stoffwechselwegen® (z.B. HisA zu TipF, Ab-
schnitt 3.1.1). Aus der Perspektive des Proteiningenieurs sind
alle Ansédtze dhnlich plausibel. Die Wahl des Stammgeriists
konnte von der evolutiondren Konkurrenz zwischen Sub-
stratbindung und Reaktivitit bestimmt sein.

Die wenigen Mutationen, die notwendig sind, um eine
neue (oder optimierte) katalytische Aktivitdt zu erhalten,
konnen schon allein durch die Fehlerrate bei der DNA-Re-
plikation hervorgebracht werden. Daher ist es denkbar, dass
sich eine neue Enzymaktivitdt in einer gegebenen Faltung
spontan entwickeln kann. Diese neue Aktivitdt kann entwe-
der in einem Stoffwechselweg Anwendung finden oder
wieder verloren gehen. Die Kombination aus Selektionsdruck
und der Dynamik der Genomverdopplung konnte so die
Enzymevolution recht einfach beschleunigen.

6. Ausblick

Natiirliche Enzyme sind offensichtlich keine evolutioni-
ren Sackgassen. Sie liegen vielmehr auf oder nahe an Schei-
dewegen, sodass eine gut gewihlte Einzelmutation enorme
Auswirkungen haben kann. Oft werden dabei alte Aktivitédten
unterdriickt, und neue Aktivititen treten hervor. Zwar wird
die jeweilige Methode fiir die Umgestaltung der aktiven
Tasche von Fall zu Fall neu gewihlt, die Fiille an neuen, durch
rationale Mutagenese erhaltenen Enzymen demonstriert al-
lerdings die Allgemeingiiltigkeit dieser Strategie im Hinblick
auf Ausgangsgeriist und Zielaktivitidt. Das Erschaffen neuer
Aktivitit kann im Allgemeinen auf eine Anderung in der
Spezifitat zuriickgefithrt werden, und zwar entweder der
Bindung (Affinitét fiir ein neues Substrat), der Funktion (die
gleiche katalytische Maschinerie wird auf neue Art genutzt)
oder des Mechanismus (neue reaktive Zentren werden hin-
zugefiigt).[""

Besonders interessant ist die Entwicklung von Biokata-
lysatoren fiir Reaktionen, die in der Natur nicht vorkommen.
Viele der hier diskutierten neuen Aktivitdten basieren auf
natiirlicher Homologie, es wurden aber bereits erste Schritte
zur Erzeugung vollig nichtnatiirlicher Aktivitdten unter-
nommen. Neben minimaler Umgestaltung natiirlicher
Enzyme gibt es zwei weitere Ansétze: katalytische Antikor-
per sowie rechnergestiitztes Design (In-silico-Screening).

Katalytische Antikoérper haben sich als besonders allge-
mein anwendbare und zuverlédssige Moglichkeit zur Erzeu-
gung neuer Proteinkatalysatoren erwiesen? — allerdings
bleiben ihre katalytischen Effizienzen immer noch weit hinter
denjenigen von natiirlichen Enzymen zuriick. Die Reifung
der Antikorper, die auf die Affinitdt zum Hapten ausgerichtet
ist, kann Reste entstehen lassen, die zwar fiir die feste Bin-
dung des Haptens im Grundzustand niitzlich sind, aber
keinen Nutzen fiir die katalysierte Umsetzung des Substrates
haben. Zudem hat es sich als du3erst schwierig erwiesen, die
normalerweise sehr geringen Aktivititen dieser Geriiste zu
optimieren.
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Im Unterschied zu katalytischen Antikorpern ist die ra-
tionale Umgestaltung nicht auf das Immunoglobulingeriist
beschriankt, sondern umfasst alle bekannten Proteinfaltun-
gen, von denen viele besser zur Optimierung der Aktivitét
geeignet sein sollten. Zudem vereinfacht die bestehende
Vielfalt an katalytischen Aktivitdten natiirlicher Enzyme den
Umgestaltungsprozess, da viele zur Katalyse optimierte
Merkmale der aktiven Tasche einfach tibernommen werden
konnen.

Rechnergestiitztes Design teilt viele Vorteile der mini-
malen Umgestaltung, hat zusétzlich jedoch eine potenziell
hohere Allgemeingiiltigkeit, da es nicht durch die Homologie
zu natiirlichen Enzymen beschrénkt ist. Ein erster bemer-
kenswerter Erfolg war in diesem Zusammenhang die Ein-
fihrung einer Triosephosphat-Isomerase-Aktivitit in ein
Ribose-bindendes Protein.'*¥) Rechnergestiitzte Methoden
befinden sich allerdings immer noch im Anfangsstadium, und
um ihr enormes Potenzial auszuschopfen, muss man zunéchst
die Enzymenergetik wesentlich besser verstehen. Der aktu-
ellen Software zur Enzymkonstruktion fehlen einige funda-
mentale Aspekte des minimalistischen Ansatzes, z.B. die
chemische Intuition und die Féhigkeit, Chemie passend mit
Gertist zu verkniipfen. In naher Zukunft werden genauere
und benutzerfreundlichere Programmversionen den Enzym-
ingenieuren wertvolle Hilfestellung leisten, indem sie die
Analyse einer groferen Zahl an Mutationen ermoglichen.
Die Kombination von chemischen und rechnergestiitzten
Methoden wird zweifellos die Entwicklung von Katalysatoren
fiir nichtbiologische Reaktionen beschleunigen. Es gab be-
reits einige erste Arbeiten in dieser Richtung."*! Daher sollte
das rechnergestiitzte Design mehr als eine Ergénzung zur
minimalen Umgestaltung gelten denn als Alternative.

Rechnergestiitzte Designmethoden konnten prinzipiell
auch auf die Optimierung von Aktivitdat angewendet werden.
Unser Verstindnis der Zusammenhénge zwischen Struktur
und Funktion ist jedoch noch nicht gut genug, als dass dieser
Ansatz zuverldssig zum Erfolg fithren konnte. Gerichtete
Evolution bietet einen generellen Weg zur Verbesserung von
Katalysatoren, ohne dass dazu Vorkenntnisse iiber Struktur
oder Mechanismus vorhanden sein miissen. Laufend werden
neue, gut durchdachte Bibliothekformen, Screening- und
Selektionsmethoden entwickelt."**] Diese Fortschritte er-
weitern die Anwendbarkeit der gerichteten Evolution zur
Schaffung neuer Aktivitdaten und verbessern die Chance zur
Identifizierung interessanter Molekiile, indem die Zahl an
untersuchten Sequenzen erweitert wird. Die Anwendung von
gerichteter Evolution zur Entdeckung neuer Aktivitdten ist
noch stark durch die ungeniigende Empfindlichkeit aktueller
Detektionstechniken fiir geringe Aktivitdten in einer groflen
Mutantenbibliothek eingeschriankt, auch wenn aktive Mu-
tanten sehr wahrscheinlich in der Bibliothek vorhanden sind.
Daher sind Methoden unerlisslich, mit deren Hilfe sich
Ausgangsaktivitdten erzeugen lassen, die iiber dem Hinter-
grundniveau liegen.

Auf der Basis der hier diskutierten Beispiele konnte man
die Strukturen der aktiven Taschen zu einem lokalen Code
abstrahieren, der dann eine allgemeine Losung fiir eine spe-
zifische Funktion enthilt."*! Dieser Code ist wohl modular,
und Substitutionen der Reste konnen entweder den Sinn
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zerstoren (z.B. Inaktivierung des Enzyms) oder seine Aus-
gabe veridndern (z.B. Wechsel der katalytischen Aktivitit des
Enzyms). Wie wir gesehen haben, sind die Reste, die die
aktive Tasche bilden, am wichtigsten, doch die zweite Schale
der aktiven Tasche (ebenso wie weiter entfernte Teile der
Proteinstruktur) kann ebenfalls eine signifikante Rolle spie-
len, die aber im Allgemeinen schwieriger zu interpretieren
und mit vorhersagbarem Ergebnis zu manipulieren ist. Eine
Kombination von rationalem Design, Rechnungen und ge-
richteter Evolution sollte ein Weg sein, den Code der aktiven
Taschen zu entziffern und ihn fiir Manipulationen nutzbar zu
machen, was den Zugang zu maf3geschneiderten, optimierten
Enzymen erdffnen wiirde.

Fiir finanzielle Unterstiitzung danken wir dem Schweizeri-
schen Nationalfonds, der Defense Advanced Research Projects
Agency (DARPA) und den National Institutes of Health (post-
doctoral fellowship fiir K.J.W.). Des Weiteren sei Maren Butz,
Manuel Miiller und Thorsten Stafforst fiir die Ubersetzung ins
Deutsche gedankt.
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