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GeméB der von Haldane und Pauling formulierten klassi-
schen Theorie der Enzymkatalyse ist die Stabilisierung eines
Ubergangszustandes durch schwache Wechselwirkungen
verantwortlich fiir die Erhohung der Reaktionsgeschwindig-
keit durch Enzyme.!! Aus diesem Grund ist die Entwicklung
eines kiinstlichen Enzyms enorm anspruchsvoll, denn sie er-
fordert eine prizise Kenntnis der Geometrie des Uber-
gangszustandes, Methoden zur korrekten Positionierung
entscheidender Aminoséduren fiir die Stabilisierung dieser
Geometrie innerhalb eines Proteingeriistes sowie einen fiir
Hochdurchsatz-Screenings geeigneten Assay zur Feinab-
stimmung der Aktivitdt iiber die Leistungsgrenze des ratio-
nalen Designs hinweg.

Kiirzlich wurde diese schwierige Aufgabe nun mithilfe
von Computerdesign® und gerichteter Evolution angegan-
gen.*? Die jiingste Untersuchung von Réthlisberger et al. zur
Gewinnung eines kiinstlichen Enzyms fiir die basenkataly-
sierte Kemp-Eliminierung basiert sowohl auf Computerde-
sign als auch auf gerichteter Evolution (Abbildung 1).) Diese
Arbeit fu3t auf den bemerkenswerten Fortschritten, die auf
dem Gebiet des computergestiitzten Proteindesigns erzielt
worden sind.["%

Die Betrachtung des fiir diese Reaktion berechneten
Ubergangszustandes ldsst vermuten, dass eine Stabilisierung
durch die geeignete Positionierung eines basischen Restes zur
Abspaltung des aciden Protons, eines aromatischen Restes
zur Bildung von n-Stapelwechselwirkungen und eines Was-
serstoffbriickendonors zur Stabilisierung der entstehenden
negativen Ladung am Phenolsauerstoffatm erreicht werden
kann.

Fiir die MaBanfertigung eines idealisierten aktiven Zen-
trums aus einer breiten Palette von Faltungsmotiven wurde
der RosettaMatch-Computeralgorithmus verwendet. Aus
anfdnglich 100000 Kandidaten konnten so 59 Strukturen
identifiziert werden, die in Bakterien exprimiert, gereinigt
und getestet wurden; acht von diesen wiesen eine messbare
katalytische Aktivitét auf.
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Bei Experimenten zur ortsgerichteten Mutagenese zeigte
sich zwar, wie wichtig bestimmte katalytische Seitenketten
sind, allerdings gelang mit dieser Methode keine signifikante
Verbesserung der Effizienz. Die Autoren unterzogen nun ein
méBig aktives kiinstliches Enzym, dessen Struktur rontgen-
kristallographisch aufgekldrt worden war, einer gerichteten
Evolution und erzielten dabei eine 200-fache Verbesserung
des k.. /K.,-Wertes gegeniiber dem des urspriinglichen En-
Zyms.

Bei der computergestiitzten Modifizierung des aktiven
Zentrums wurden zunéchst 13 Mutationen in das Ausgangs-
geriist eingefiihrt (Pdb-Code: 1thf). Die Kristallstruktur des
kiinstlichen Enzyms ohne koordiniertes Substrat wies ge-
geniiber der berechneten Enzymstruktur nur geringe Positi-
onsverdnderungen ihrer Seitenketten auf, was die Vorhersa-
gequalitit des RosettaMatch-Algorithmus demonstriert.
Wihrend der sieben Durchldufe der nachfolgenden gerich-
teten Evolution wurden bis zu acht zusétzliche Mutationen
eingefiihrt, ohne dabei die Positionen des Computerdesigns
anzutasten. Finige Mutationen befanden sich allerdings an
benachbarten Positionen, was darauf schlieBen lasst, dass ein
semirationaler Ansatz zur Feinabstimmung der Wechselwir-
kungen in der zweiten Koordinationssphidre eine weitere
Optimierung ermoglichen konnte. 1

Der Protonentransfer ist die einfachste Reaktion in der
Chemie — aber so einfach diese Reaktion auch scheinen mag,
ist sie doch entscheidend fiir die hohe katalytische Effizienz
zahlreicher enzymatischer Umwandlungen. In diesem Zu-
sammenhang bietet die Kemp-Eliminierung eine ausge-
zeichnete Moglichkeit, unser Verstdndnis der fiir eine effizi-
ente Katalyse benotigten Schliisselelemente zu priifen; diese
Reaktion wird durch katalytische Antikérper,!'? Serumal-
bumbine,”®! Peptide, molekular geprigte Polymere sowie
natiirliche Kohlenstoffverbindungen katalysiert.

Das aktive Zentrum des kiinstlichen Enzyms zur Kemp-
Eliminierung aktivierter Benzisoxazole weist eine beste-
chende Ahnlichkeit zu dem der katalytischen Antikdrper auf
(kead Kop 2590 bzw. 5500M~'s7), " allerdings bietet der Ansatz
von Rothlisberger et al. einige Vorteile:

1) Fir eine Immunantwort werden ein bis zwei spezifisch
positionierte Reste benoétigt, um eine fiir Antigen-Anti-
korper-Bindung typische Affinitdt im nanomolaren Be-
reich zu erzielen. Dagegen kann beim Ansatz von Réth-
lisberger et al. eine beliebige Zahl von Resten zur Stabi-
lisierung des Ubergangszustandes eingebaut werden,

Angew. Chem. 2008, 120, 7918 —7920



Angewandte

H N
OsN Kemp—Eliminierung  OzN c
3 -
N Kyneat 1.16x10€ s
. Base OH
R
H
O:N
a) \©\/\N TIM-Barrel
) Jelly-Roll z
O Lipgcalin Enzymdesign
;—iX R-Propeller Base: Glu, Asp, Asp + His
.. f n Stapelung: Trp, Phe
Ubergangszustand~, ~ Proteinfaltungen Dor?or: S?er, L;pls

RosettaMatch
Computer-Enzymdesign
> 100000 Kandidaten

59 Designs aus 17 Faltungen
b) 39 Glu oder Asp
20 His + Glu oder Asp

Protein hergestellt, gereinigt ——-
und durchmustert Kristall-

©) g aktive kiinstliche Enzyme ~Struktur
TIM-Barell vorherrschend
kealKm 163
keaKuncat 2.5%10°

keat!Km 12.2; Keat/kuncat 1.6x10%

ortsgerichtete
Mutagenese

kool Km 22.7
KeatlKuncat 2.6x10%

kealKm 2590
KeaKuncat 1.2x108

TON > 1000
e)

W gerichtete
In-vitro-Evolution
(7 Durchlaufe)

d)

Abbildung 1. Computerdesign und gerichtete Evolution eines kiinstlichen Enzyms fiir die Kemp-Eliminierung. Der Ubergangszustand der Kemp-
Eliminierung (a) wurde fiir das Computerdesign eines aktiven Zentrums aus einer Vielzahl von Proteinfaltungsmotiven verwendet (b). Die in
diesem virtuellen Screening gewonnenen Kandidaten wurden hergestellt und getestet, wobei acht aktive kiinstliche Enzyme identifiziert werden
konnten (c). Die strukturelle Charakterisierung eines aktiven Enzyms wies eine nahezu perfekte Ubereinstimmung mit dem Computerentwurf auf.
Im gezeigten Computerentwurf ist das TIM-Barrel-Motiv hervorgehoben; der Ubergangszustand ist als Kugel-Stab-Modell, die entscheidenden
Seitenketten Trp50, Glu101 und Lys222 sind als Stabmodelle gezeigt (d). Weitere Optimierungen erfolgten durch ortsgerichtete Mutagenese oder

gerichtete Evolution (e). k./K., Werte sind in m~'s™' angegeben.

wenn auch zum Preis deutlich steigender Rechenzeiten.
So konnte auch eine Katalyse anspruchsvollerer Reak-
tionen ermoglicht werden.

Das Proteingeriist kann im Rahmen des Computerdesigns
variiert werden, wihrend katalytische Antikorper auf
Immunglobuline beschrédnkt sind. Das in der Natur weit
verbreitete TIM-Barrel-Geriist (acht parallele -Faltblét-
ter, flankiert von acht a-Helices) scheint besonders ge-
eignet, da zahlreiche Reste ins innere der katalytischen
Tasche (in einem idealen Abstand fiir die Stabilisierung
eines Ubergangszustands) gerichtet sind.

Die Expression des Antigen bindenden Fragments der
Immunglobuline gestaltet sich in Bakterien schwierig,
wodurch eine gerichtete Evolution katalytischer Anti-
korper erschwert wird.™ Entscheidend war die In-vitro-
Evolution des am Computer entworfenen Enzyms, durch
die eine mehr als 200-fache Verbesserung des k. /K-
Wertes gegeniiber dem des urspriinglichen Entwurfs er-
zielt wurde.

Anstatt das aktive Zentrum eines katalytischen Antikor-
pers durch Stabilisierung eines Ubergangszustandsanalo-
gons zu erzeugen, werden die katalytischen Reste ideal
positioniert, um den tatsichlichen Ubergangszustand zu
stabilisieren.

2)

3)

4)
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Der Ansatz von Roéthlisberger et al. verbindet Compu-
terdesign mit der kombinatorischen Diversitdt der gerichte-
ten Evolution. Bisher konnen die kiinstlichen Enzyme im
Vergleich zu den natiirlichen allerdings nur als prototypische
Enzyme mit méBiger Aktivitit angesehen werden. Da die
prinzipielle Eignung dieses Ansatzes nunmehr erwiesen ist,
konnen weitere Ziele definiert werden: eine Verbesserung
der katalytischen Effizienz, wofiir die Substratbindung und
Produktfreisetzung optimiert werden miissen (womoglich
hilft es hier, das Computerdesign mit einem flexiblen Riick-
grat durchzufiithren), sowie die Vermittlung von anspruchs-
volleren Reaktionen. Jiang et al. verwendeten ausschlie3lich
den RosettaMatch-Alorithmus zur Entwicklung und Cha-
rakterisierung kiinstlicher Retroaldolasen fiir ein nicht-na-
tiirliches Substrat.”! Moglicherweise konnten die miBigen
Aktivititen in dieser Studie (ke /K, 0.74M's™"; keu/kuncat >
2x10*) mithilfe der gerichteten Evolution deutlich erhoht
werden. Um den Anwendungsbereich kiinstlicher Enzyme zu
erweitern, ist auch die Einfithrung prosthetischer Gruppen
denkbar. Insgesamt konnen die hier vorgestellten Arbei-
ten>**! als Meilensteine auf dem Weg kiinstlicher Enzyme
hin zu niitzlichen Synthesewerkzeugen angesehen werden.
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