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1. Einf�hrung

Reine Enantiomere werden entweder 
ber eine Race-
matspaltung oder eine asymmetrische Synthese hergestellt.
Bei der Racematspaltung erh�lt man beide Enantiomere, al-
lerdings mit einer theoretischen Ausbeute von nur 50%,

asymmetrische Synthesen ergeben nur
ein Enantiomer mit einer theoreti-
schen Ausbeute von 100%. Diese h$-
here theoretische Ausbeute kann die
Kosten senken und die Umweltbelas-
tung reduzieren.

Eine Schw�che der asymmetri-
schen Synthese ist die Wahrscheinlichkeit von 50%, dass das
resultierende Enantiomer das falsche ist. Sind chemische
Reagentien oder Katalysatoren beteiligt, ist die L$sung ein-
fach: Man setzt das Reagens oder den Katalysator in der
richtigen enantiomeren Form ein, um das gew
nschte Enan-
tiomer herzustellen. In der Biokatalyse ist diese Vorgehens-
weise nicht m$glich – enantiomere Biokatalysatoren kommen
in der Natur nicht vor. Diese Einschr�nkung wird oft als ein
schwerwiegender Nachteil der Biokatalyse angef
hrt.

Zwar kommen enantiomere Biokatalysatoren in der Na-
tur nicht vor, dieser Kurzaufsatz zeigt aber, dass enantio-
komplement�re Biokatalysatoren 
berraschend h�ufig sind.
Enantiokomplement�re Biokatalysatoren haben funktionell
spiegelbildliche aktive Zentren und katalysieren die gleichen
Reaktionen, es werden aber entgegengesetzte Enantiomere
gebildet. Solche enantiokomplement�ren Biokatalysatoren
heben die Einschr�nkung auf, die durch das Fehlen von
spiegelbildlichen Biokatalysatoren entsteht.

Ein weiterer Grund zur Untersuchung von enantiokom-
plement�ren Enzymen ist die Aufkl�rung der molekularen
Grundlagen der Katalyse. Enantiokomplement�re Enzyme
katalysieren die gleichen Reaktionen, haben aber m$gli-
cherweise unterschiedliche Proteinstrukturen und/oder ver-

Eine h ufig zitierte Schw che der Biokatalyse ist das Fehlen spie-
gelbildlicher Enzyme, um in asymmetrischen Synthesen jedes der
beiden Enantiomere herstellen zu k*nnen. Als L*sung f-r dieses
Problem hat die Natur enantiokomplement re Enzyme entwickelt –
also Enzympaare, die dieselben Reaktionen katalysieren, aber ent-
gegengesetzte Enantiomere bevorzugen. Diese Proteine sind nicht
spiegelbildlich, aber sie enthalten funktionell spiegelbildliche aktive
Zentren. Um spiegelbildliche aktive Zentren zu erhalten, kann die
Natur die Position der Bindungsstellen und/oder der wichtigsten kata-
lytischen Gruppen ver ndern. Dieser Kurzaufsatz stellt R*ntgen-
kristallstrukturen von enantiokomplement ren Enzymen vor und
klassifiziert diese nach der Anordnung der spiegelbildlichen aktiven
Zentren in vier Gruppen.
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schiedene funktionelle Gruppen im aktiven Zentrum. Das
Erkennen von Gemeinsamkeiten in beiden Enzymen gibt
Einblicke in die essenziellen Elemente der Katalyse.

In diesem Kurzaufsatz untersuchen und klassifizieren wir
14 nat
rliche Paare enantiokomplement�rer Enzyme (Ta-
belle 1). Der Schwerpunkt liegt auf Enzymen, die in der
Synthese verwendet werden und bei denen die R$ntgenkris-
tallstrukturen von zumindest einem Partner bekannt sind.
Weiterhin besch�ftigen wir uns mit Wegen zur Entdeckung
oder zum Entwurf neuer Paare von enantiokomplement�ren
Enzymen. Auf der Grundlage eines Einteilungsschemas
empfehlen wir eine paarweise Mutagenese im aktiven Zen-
trum als vielversprechenden Weg zu neuen enantiokomple-
ment�ren Enzymen.

2. Einteilungsvorschlag

Abbildung 1 schl�gt eine Einteilung von einigen Paaren
enantiokomplement�rer Enzyme vor. In bisherigen Arbeiten
wurden enantiokomplement�re Enzyme f
r den jeweiligen
Fall verglichen; dies ist der erste Versuch, die Strategie der
Natur zu systematisieren. In allen F�llen sind die aktiven
Zentren von enantiokomplement�ren Enzympaaren funk-
tionelle Spiegelbilder, da die Substrate spiegelbildlich sind.
Verwendet man jedoch die Proteinstruktur oder einen Co-
faktor als Referenz, kann man die ?hnlichkeit dieser spie-
gelbildlichen aktiven Zentren erkennen; man sieht, durch den
Tausch welcher Positionen im aktiven Zentrum ein enantio-
komplement�res aktives Zentrum gebildet wird. Durch die
Definition, welche Positionen getauscht werden, wird die
molekulare Grundlage der entgegengesetzten Enantiopr�fe-
renz klassifiziert. Die Hintergrundinformationen enthalten
ein Flussdiagramm zur Klassifizierung von enantiokomple-
ment�ren Enzymen.

Bei den Beispielen der Gruppe 1 finden sich verschiedene
Proteinfaltungen[1] um spiegelbildliche aktive Zentren nach-
zubauen. Da die Faltungen der Proteine unterschiedlich sind,
gibt es keinen Bezugspunkt f
r einen Vergleich undman kann
nicht sagen „was passiert ist“. Diese Beispiele umfassen
wirkliche Spiegelbilder, hergestellt durch chemische Synthese
von Enzymen aus d-Aminos�uren (z.B. HIV-Protease und
ent-HIV-Protease) oder nat
rliche funktionell spiegelbildli-
che aktive Zentren, bei denen die Aminos�uren unter-

schiedlich sein k$nnen, deren chemische Rollen aber �hnlich
bleiben (R- und S-selektive Hydroxynitrillyasen). Enthalten
die Enzyme Cofaktoren, dann befinden sich die aktiven
Zentren in den Enzympaaren an den gegen
berliegenden
Seiten des Cofaktors, sodass die aktiven Zentren mit dem
Cofaktor Spiegelbilder darstellen.

Gruppe 2 enth�lt ebenfalls F�lle, bei denen sich die Pro-
teinfaltungen unterscheiden, allerdings wird ein Cofaktor als
Bezugspunkt verwendet (z.B. a-Hydroxyisocaproat-Dehy-
drogenase, mit Nicotinamid als Bezugspunkt). Die aktiven
Zentren sind auf der gleichen Seite des Cofaktors, weshalb
die aktiven Zentren mit dem Cofaktor zwar keine Spiegel-
bilder sind, die aktiven Zentren ohne Cofaktor jedoch sehr
wohl. Da die reagierenden Substituenten sich in beiden En-
zymen gegen
ber dem Cofaktor befinden m
ssen, muss das
aktive Zentrum zwei nicht reagierende Substituenten aus-
tauschen um ein Spiegelbild zu erzeugen. Oft sind die Do-
m�nen, die die Cofaktoren positionieren, sehr �hnlich, auch
wenn es die Dom�nen der aktiven Zentren nicht sind. In
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Abbildung 1. Einteilung von enantiokomplement#ren Enzympaaren
entsprechend der Gestalt ihrer aktiven Zentren. X steht f1r einen Sub-
stituenten, der direkt an Bindungsbildung und -bruch beteiligt ist, w#h-
rend A, B und C f1r nichtreagierende Substituenten stehen. Der Ben-
zolring im Schema der Gruppe 2 steht f1r einen Cofaktor wie Flavin,
Pyridoxin oder Nicotinamid.
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Tabelle 1: Einige nat1rliche enantiokomplement#re Enzympaare, die strukturell charakterisiert wurden.

Enzyme Katalysierte Reaktion(en) Gleiche Proteinfaltung[a] Gruppe

R- und S-selektive Hydro-
xynitrillyasen; pdb 1ju2
und 1yb6

Addition von Blaus#ure an Aldehyde und Ketone
(Mandelonitril, E= 200(R); 2-Cyclohexyl-2-hydroxy-
ethannitril, E= 200(S))

Nein; Oxidoreduktase-Faltung mit Flavin und a/b-
Hydrolase-Faltung

1

Methioninsulfoxidreduk-
tasen A und B; pdb 1fvg
und 1l1d

Reduzierung von Protein Methioninsulfoxid zu Me-
thioninen, MsrA E�10(S), MsrB bevorzugt (R), keine
quantitativen Daten.

Nein; b-Faltblatt flankiert von drei a-Helices und
antiparallele b-Ketten, angeordnet in zwei Faltbl#t-
tern, die gemeinsam ein „Fass“-fIrmiges Zentrum
bilden

1

Lipase und Subtilisin;
pdb 1lpm und 1cse

Hydrolyse von Estern sekund#rer Alkohole; Acylierung
von sekund#ren Alkoholen in nichtw#ssrigen Medien
(z.B. Hydrolyse von Menthylacetat mit CRL, E>100
(1R); Acylierung von 1-Phenylethanol mit Subtilisin
Carlsberg in Dioxan, E= 25 (S))

Nein; a/b-Hydrolase-Faltung und Subtilisin-Faltung 1

d-Aminos#ureoxidase
und Flavocytochrom b2;
pdb 1c0p und 1fcb

Flavinabh#ngige Oxidation von a-Aminos#uren zu
Iminen und Oxidation von l-Lactat zu Pyruvat, E hoch.

Nein; p-Hydroxybenzoathydroxylase- und (a/b)8-
„Fass“-Topologie f1r FCB

1

l-Aspartataminotrans-
ferase und d-Aminos#ure-
transferase; pdb 1ajs und
3daa

Pyridoxal-abh#ngiger Transfer von Ammoniak zwischen
Aminos#uren und den entsprechenden 2-Ketos#uren;
l-AAAT: l-Aspartat, E�106; d-AAAT: E hoch.

Nein; Aminotransferase-Faltung I und IV 1

Hydratase 1 (Crotonase)
und Hydratase 2; pdb
1 mj3 und 1pn4

Addition von Wasser an trans-2-Enoyl-CoA; Crotonyl-
CoA, E>20 (l); trans-2-Decanoyl-CoA: E hoch (d)

Nein; Crotonase-Faltung f1r Hydratase 1 und
„Hot-dog“-Faltung f1r Hydratase 2

1

(R)- und (S)-a-Hydroxy-
s#urereduktase; pdb 1dxy
und 1hyh

Nicotinamid-abh#ngige Reduktion von 2-Ketoisocap-
rons#ure zu 2-Hydroxyisocaprons#ure, E>200 (R),
E hoch (S).

Nein; Rhnlichkeit nur in der Nicotinamid-Bin-
dungsdom#ne (7 % Sequenzidentit#t, Z-Wert 6.1
f1r 120 von 330 Aminos#uren)

2

l- und d-Lactatdehydro-
genasen; pdb 1ez4 und
2dld

Nicotinamid-abh#ngige Reduktion von Pyruvat zu
Lactat, E= 46 (d); E hoch (l).

Nein; Rhnlichkeit nur in der Nicotinamid-Bin-
dungsdom#ne (13 % Sequenzidentit#t, Z-Wert 6.0
f1r 119 von 333 Aminos#uren)

2

d-Lactatdehydrogenase
und Flavocytochrom b2;
pdb 1f0x und 1fcb

Flavinabh#ngige Oxidation von Lactat zu Pyruvat,
E hoch.

Nein; Faltblatt mit sieben Ketten umgeben von
sieben a-Helices und (a/b)8-„Fass“-Topologie f1r
FCB

2

d- und l-Aminos#ure-
oxidasen; pdb 1c0p und
2iid

Flavinabh#ngige Oxidation von Aminos#uren zu Imi-
nen, E hoch.

Nein; d-Aminos#ureoxidase-Dom#ne und Amin-
oxidase-Dom#ne; Rhnlichkeit nur in der Flavin-
Bindungstasche

2

Naphthalindioxygenase
und Toluoldioxygenase;
pdb 1o7p

Nicht-H#m-Eisen-katalysierte Dihydroxylierung von
1,2-Dihydronaphthalin; Sulfoxidation von Alkylarylsul-
fiden; benzylische Hydroxylierung von Indan-2-ol,
E>50 (1R,2S) f1r NDO und E>50 (1S,2R) f1r TDO.

Ziemlich sicher; 35 % Sequenzidentit#t, aber keine
gelIste Struktur f1r TDO

3

Aminotransferasen f1r
verzweigtkettige l- und d-
Aminos#uren; pdb 1kt8
und 3dda

Pyridoxal-abh#ngiger Transfer von Ammoniak zwischen
Aminos#uren und den entsprechenden 2-Ketos#uren,
E>100 f1r Isoleucin.

Ja; jeweils Faltung IV (19 % Sequenzidentit#t,
Z-Wert 27 f1r 269 von 365 Aminos#uren, 2.1 T
mittlere Abweichung der Ca-Positionen)

3

d- und l-Hydantoinasen;
pdb 1k1d und 1gkr

Hydrolyse von 5-monosubstituierten Hydantoinen zu
N-Carbamyl-a-aminos#uren, E>50 (d) f1r Phenylala-
ninvorstufen.

Ja; beide haben ein „TIM-Fass“ und Urease-Unter-
einheit-C-Dom#ne (34% Sequenzidentit#t, Z-Wert
52 f1r 435 von 460 Aminos#uren, 2.1 T mittlere
Abweichung der Ca-Positionen)

3

Vanillylalkoholoxidase
und p-Kresolmethylhy-
droxylase; pdb 2vao und
1diq

Flavinabh#ngige benzylische Hydroxylierung von
4-Ethylphenol, E= 32 (R) und E�2 (S).

Ja; 33 % Sequenzidentit#t, Z-Wert 48 f1r 513 von
555 Aminos#uren, 1.5 T mittlere Abweichung der
Ca-Positionen

4

[a] Die Strukturen wurden mit DALI Lite verglichen: http://www.ebi.ac.uk/DaliLite/.
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diesen F�llen wurde einer existierenden Cofaktorbindungs-
dom�ne ein neues aktives Zentrum hinzugef
gt.

Die letzten beiden Gruppen umfassen Enzyme mit glei-
cher Proteinstruktur. Diese dienen als Bezugspunkt und zei-
gen, wie sich die Proteine auseinanderentwickelten, um
enantiokomplement�re aktive Zentren zu bilden. In Grup-
pe 3 wechseln die Bindungsstellen von Substituenten, die
nicht direkt an der Katalyse beteiligt sind, wie oben die Pl�tze
(z.B. Aminos�ureoxidase). In Gruppe 4 wechselt eine kata-
lytische Gruppe den Platz (z.B. ein Carboxylat in Vanillylal-
kohol-Oxidase/p-Kresylmethyl-Hydroxylase).

3. Beispiele

3.1. Gruppe 1: Unterschiedliche Faltung der Proteine erzeugt
spiegelbildliche aktive Zentren

Das naheliegende enantiokomplement�re Enzym ist ein
echtes Enantiomer eines Enzyms. Die ribosomale Biosyn-
these kann keine echten spiegelbildlichen Enzyme aus d-
Aminos�uren erzeugen, wohl aber die chemische Synthese. In
den 90er Jahren wurden die d-Formen von HIV-Protease (99
Aminos�uren)[2] und Oxalocrotonat-Tautomerase (62 Ami-
nos�uren) synthetisiert.[3] Die enantiomeren HIV-Proteasen
katalysierten die Hydrolyse enantiomerer Peptide, w�hrend
die enantiomeren Oxalocrotonat-Tautomerasen die allylische
1,2-Protonenumlagerung in D2O mit umgekehrter Enantio-
pr�ferenz katalysierten. Auf �hnliche Weise synthetisierten
Seelig et al.[4] die nichtnat
rliche l-Form eines 49mer-Ribo-
zyms, das eine Diels-Alder-Cycloaddition mit einer, vergli-
chen mit der nat
rlichen d-Form, umgekehrten Enantiopr�-
ferenz katalysierte. Die Faltung dieser Enzyme ist enantiomer
(z.B. links- und rechtsg�ngige Helices), sodass die Protein-
strukturen unterschiedlich sind. Die chemische Synthese von
enantiomeren Enzymen ist derzeit zu kostspielig und zu
langsam, doch in Zukunft k$nnte die Herstellung eines
enantiokomplement�ren Ribosoms den Weg f
r die Synthese
von Enzymen aus d-Aminos�uren ebnen.

Die nat
rlichen Proteine der Gruppe 1 sind keine echten
spiegelbildlichen Proteine, sondern unterschiedliche Protein-
strukturen, die konvergierten, um ein funktionell spiegel-
bildliches aktives Zentrum zu bilden (Tabelle 1). Beispiels-
weise katalysieren enantiokomplement�re Hydroxynitrilly-
asen die Addition von Blaus�ure an Aldehyde und Ketone
unter Bildung enantiomerer Cyanhydrine.[5] Die R-selektiven
Hydroxynitrillyasen stammen aus der Familie der Rosaceaea
(Mandel, Kirsche, Pflaume usw.), sind mit den Glucose-Me-
thanol-Cholin-Oxidoreduktasen (GMC) entfernt verwandt
und enthalten den Redoxcofaktor Flavinadenindinucleotid
(FAD). Das Flavin spielt nur f
r die Struktur eine Rolle und
scheint ein evolution�rer Lberrest zu sein. Die S-selektiven
Hydroxynitrillyasen stammen aus Hevea brasiliensis (Gum-
mibaum), Manihot esculenta (Maniok), Sorghum bicolor
(Hirse) und Linum usitatissimum (Flachs). Sie enthalten kein
FAD und geh$ren strukturell zur Klasse der a/b-Hydrolasen.
Die R$ntgenstrukturen der Hevea-[6] und Prunus-Hydroxy-
nitrillyasen[7,8] zeigen, dass beide die Cyanhydrin-Bildung
durch allgemeine S�ure-Base-Katalyse beschleunigen und

beide die Carbonylverbindung �hnlich positionieren, wobei
das Cyanid jedoch an gegen
berliegenden Seiten der Car-
bonylgruppe angreift und daher enantiomere Cyanhydrine
hervorbringt (Abbildung 2).

Methioninsulfoxid-Reduktasen (MsrA und MsrB) redu-
zieren durch Luftoxidation gebildete Methioninsulfoxide in
Proteinen, um deren urspr
ngliche katalytische Aktivit�t und
Konformation wiederherzustellen. Die MsrAs reduzieren die
Methioninsulfoxide mit S-Konfiguration am Schwefel [(S)-
MetO], w�hrend die MsrBs die Methioninsulfoxide mit R-
Konfiguration am Schwefel [(R)-MetO][9] reduzieren. Die
beiden Msrs unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Proteinfal-
tung, haben aber spiegelbildliche aktive Zentren[10] (siehe
Abbildung S1 in den Hintergrundinformationen). In beiden
aktiven Zentren befinden sich ein Tryptophanrest, der den
Methylsubstituenten am Sulfoxid bindet, Wasserstoffbr
-
ckendonoren, die das Sulfoxid-Sauerstoffatom binden, und
ein katalytischer Cysteinrest, der das Sulfoxid-Schwefelatom
angreift. In den meisten F�llen sind MsrAs und MsrBs un-
terschiedliche Enzyme, aber in Neisseria gonorrhoeae enth�lt
ein Protein beide aktiven Zentren in verschiedenen Dom�-
nen.

Lipasen und Subtilisine sind Beispiele f
r enantiokom-
plement�re Enzyme, die nichtnat
rliche Substrate umsetzen.
Beide sind Serinhydrolasen, enthalten eine katalytische Ser-
His-Asp-Triade und eine Bindungsstelle f
r Oxyanionen, und
beide reagieren nach einem �hnlichen Mechanismus 
ber
einen Acyl-Enzym-Komplex als Zwischenstufe. Beide Enzy-
me katalysieren die Hydrolyse nichtnat
rlicher Substrate,
z.B. Ester von sekund�ren Alkoholen, haben aber gegen-
l�ufige Enantiopr�ferenzen.[11] Dieses enantiokomplement�-
re Verhalten der Lipasen und Subtilisine wurde genutzt, um
entgegengesetzte Enantiomere von sekund�ren Alkoholen zu
synthetisieren.[12] In den j
ngsten Beispielen wurden dyna-
mische kinetische Racematspaltungen verwendet. Bei diesen
Verfahren, die der asymmetrischen Synthesen �quivalent
sind, wird ein Enantiomer mit hoher Ausbeute und Enan-
tiomerenreinheit erhalten.[13]

Lipasen und Substilisine haben eine unterschiedliche
Struktur, die dreidimensionale Anordnung ihrer katalyti-
schen Triaden ist aber spiegelbildlich.[14] Beide haben nur
begrenzten Platz f
r einen der Substituenten des sekund�ren
Alkohols, aber die spiegelbildliche Orientierung der kataly-
tischen Zentren bevorzugt entgegengesetzte Enantiomere.
(Abbildung S2 in den Hintergrundinformationen zeigt kata-
lytisch produktive Orientierungen f
r das S-Enantiomer eines
Esters eines spirocyclischen sekund�ren Alkohols im aktiven
Zentrum von Subtilisin Carlsberg[15] und einen (1R)-Men-
thylester im aktiven Zentrum der Candida-rugosa-Lipase.[16])

Zwei Beispiele f
r enantiokomplement�re Enzympaare
in Gruppe 1, die einen Cofaktor enthalten, sind die Amino-
s�ure-Aminotransferasen (AAATs), die Pyridoxal als Co-
faktor enthalten, und d-Aminos�ure-Oxidase/Flavocyto-
chrom b2 mit Flavin als Cofaktor. l-Aspartat-Aminotrans-
ferase[17] und Bacillus-d-Aminos�ure-Aminotransferase[18]

haben unterschiedliche Proteinfaltungen und spiegelbildliche
aktive Zentren (siehe Abbildung S4 in den Hintergrundin-
formationen). Das Substrat und der katalytische Lysinrest
befinden sich in den beiden Aminotransferasen auf gegen-
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berliegenden Seiten des Pyridoxal-Cofaktors, sodass das
aktive Zentrum und der Cofaktor zusammen Spiegelbilder
sind. (Ein anderes Paar von enantiokomplement�ren AAATs
geh$rt zur Gruppe 2, Abschnitt 3.2.) d-Aminos�ure-Oxidase
(d-AAO)[19] und Flavocytochrom b2 (FCB)[20,21] katalysieren
mechanistisch �hnliche Reaktionen: die Oxidationen von
Alanin (d-AAO) und Lactat (FCB), bei denen eine NH2-CH-
und eine OH-CH-Gruppe oxidiert werden. Die R$ntgen-
strukturanalysen zeigen funktionell spiegelbildliche aktive

Zentren f
r Alanin in d-AAO und f
r Pyruvat in
FCB (siehe Abbildung S3 in den Hintergrundinfor-
mationen).

Die Hydratasen 1 und 2 katalysieren die Michael-
Addition von Wasser an gegen
berliegenden Seiten
von trans-2-Enoyl-Coenzym A.[22] Die Proteinstruk-
turen sind nicht verwandt, und die aktiven Zentren
sind funktionelle Spiegelbilder. (In Lit. [23] findet
man ein gutes Bild, das die beiden vergleicht.)

3.2. Gruppe 2: unterschiedliche Proteinfaltungen mit
ausgetauschten Positionen der Bindungsstellen

Gruppe 2 umfasst ebenfalls unterschiedliche
Proteinfaltungen, das aktive Zentrum in den enan-
tiokomplement�ren Enzymen ist jedoch auf der
gleichen (re- oder si-)Seite des Cofaktors. Die kata-
lytischen Gruppen des Proteins sind ann�hernd
spiegelbildlich, aber das komplette aktive Zentrum
ist nicht ann�hernd spiegelbildlich, da der Cofaktor
nicht auf die andere Seite gewechselt ist. Die Spie-
gelebene, die die beiden aktiven Zentren ineinander

berf
hrt (die Papierebene in Abbildung 1), gilt nicht
f
r den Cofaktor.

S- und R-a-Hydroxycarbons�ure-Dehydrogena-
sen (wie 2-Hydroxyisocaproat-Dehydrogenasen, Hi-
cDHs) katalysieren die enantiokomplement�re Re-
duktion einer großen Gruppe von a-Ketocarbon-
s�uren,[24] haben aber unterschiedliche Proteinfal-
tungen. (R)-HicDH geh$rt zur Familie der tetrame-
ren l-Lactatdehydrogenasen,[25] w�hrend (S)-HicDH
zu den d-spezifischen NAD+-abh�ngigen 2-Hydro-
xycarboxylat-Dehydrogenasen z�hlt.[26] Die beiden
HicDHs binden den Nicotinamid-Cofaktor �hnlich
und positionieren den a-Carbonylrest des Substrats

ber Wasserstoffbr
cken (zu Asn143 bei (S)-HicDH,
zu Arg234 bei (R)-HicDH; Abbildung 3). Die hy-
drophobe Seitenkette des Substrats passt in die große
hydrophobe Tasche, die Carboxylatgruppe des Sub-
strats wird entweder durch eine ionische Wechsel-
wirkungen (zu Arg174 in (S)-HicDH) oder durch ein
Wasserstoffbr
cken-Netzwerk (
ber Gly78, Asp76
und Tyr100 bei (R)-HicDH) gebunden. Durch den
Positionswechsel der Carboxylatbindungsgruppen
und der hydrophoben Tasche wird das Substrat so
gedreht, dass die entgegengesetzte Seite der Carbo-
nylgruppe zum Nicotinamid zeigt. In beiden F�llen
gibt das Dihydronicotinamid das pro-R-Wasserstoff-
atom an die Carbonylgruppe ab. Ein �hnlicher

Wechsel von Carboxylat- und Substituentenbindungsstellen
bedingt die Enantiokomplementarit�t der zur NAD-Familie
geh$renden Lactatdehydrogenasen,[27] welche die gleiche
Reaktion katalysieren, aber kleinere Substituenten wie R=

Methyl bevorzugen.
In der Gruppe 1 haben wir Hefe-d-AAO und Flavocyto-

chrom b2 als Beispiel f
r ein Paar mit spiegelbildlichen akti-
ven Zentren bei unterschiedlichen Proteinfaltungen genannt.
Hefe-d-AAO und Schlangengift-l-AAO bilden ebenfalls ein

Abbildung 2. a,b) Umgebung des aktiven Zentrums mit gebundenem Mandelonitril (oran-
ge) von R-Hydroxynitrillyase aus der Mandel (PDB-Name 1ju2) und S-Hydroxynitrillyase
aus dem Gummibaum (PDB-Name 1yb6). c,d) VergrIßerte Ansicht der Substratbindung
der R- und S-Hydroxynitrillyase. Unterschiedliche Arten von Wasserstoffbr1cken positionie-
ren die Hydroxygruppe des Mandelonitrils (oder das Carbonyl-Sauerstoffatom des Benzal-
dehyds f1r die entgegengesetzte Reaktion) [Cys328, His497 und Tyr457 in R-HNL/Ser80
und Thr11 in S-HNL]. Eine hydrophobe Bindungsstelle (hinten, gelb) positioniert die Phe-
nylgruppe des Substrats (SUB). W#hrend S-HNL eine ausgepr#gte positiv geladene Bin-
dungstasche, gebildet von Lys236 und His235, hat, wird das negativ geladene Cyanid in R-
HNL durch das elektrostatische Potential von (positiv geladenen) Arg300 und Lys361, die
sich außerhalb der Wasserstoffbr1ckenabst#nde befinden, stabilisiert. e,f) Das Schema der
Koordinationssph#re der R-HNL und S-HNL zeigt, dass der nucleophile Angriff des Cya-
nids von gegen1berliegenden Seiten erfolgt, w#hrend das prochirale Substrat in beiden
Enzymen gleich positioniert ist.
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enantiokomplement�res Paar, das als Bei-
spiel f
r Gruppe 2 dient. d-AAO und l-AAO
haben unterschiedliche Aminos�uresequen-
zen und Dom�nenfaltungen. In den R$nt-
genkristallstrukturanalysen dieser beiden
AAOs[28] befinden sich die gebundenen Sub-
strate jeweils auf der gleichen Seite des Fla-
vins. Um einen direkten Hydridtransfer zu
erm$glichen, befindet sich das a-C-Atom des
Aminos�uresubstrats 
ber der re-Seite von
N5 (siehe Abbildung S5a in den Hinter-
grundinformationen). Um der enantiomeren
Konfiguration des Substrats Rechnung zu
tragen, haben die Substratbindungsgruppen –
Arginin und die hydrophobe Region – ihre
Pl�tze getauscht.

Die andere Flavinoxidase aus der Grup-
pe 1, Flavocytochrome b2, bildet mit der
membrangebundenen d-Lactatdehydro-
genase aus E. coli.[29] ebenfalls ein enantio-
komplement�res Paar. Die Lactatbindungs-
stelle ist bei beiden Enzymen auf der gleichen
Seite des Flavins, also passt dieses Paar ver-
mutlich auch in Gruppe 2.

3.3. Gruppe 3: gleiche Proteinfaltung mit
vertauschten Positionen der Bindungsstellen

Sowohl Naphthalindioxygenase (NDO)
als auch Toluoldioxygenase (TDO) kataly-
sieren die Dihydroxylierung unges�ttigter
Verbindungen; bei der Dihydroxylierung von
1,2-Dihydronaphthalin entstehen jedoch
entgegengesetzte Enantiomere mit ausge-
zeichneter Enantioselektivit�t (E> 100, Ab-
bildung 4a).[30] Vermutlich unterscheidet sich
die bevorzugte Substratorientierung in den
beiden Dioxygenasen, wodurch die entge-
gengesetzten Seiten des Substrats mit dem
katalytisch aktiven Eisenzentrum in Kontakt
kommen. Eine R$ntgenstrukturanalyse von
TDO steht noch aus, aber die beiden Enzyme
haben eine Sequenzidentit�t von 35% und
ihre Proteinfaltung ist h$chstwahrscheinlich
gleich. Acht Aminos�urereste in der Sub-
stratbindungsstelle unterscheiden sich bei
NDO und TDO (Abbildung 4c), wodurch
wahrscheinlich eine entgegengesetzte Sub-
stratorientierung verursacht wird. NDO und
TDO zeigen auch eine entgegengesetzte
Enantiopr�ferenz bei der Oxidation von Al-
kylarylsulfiden zu Sulfoxiden[31] und bei der
benzylischen Hydroxylierung von 2-Inda-
nol.[32]

Im Einklang mit dieser Vorstellung von
unterschiedlichen Substratausrichtungen
wurde durch die zielgerichtete Mutagenese
von NDO seine Enantiopr�ferenz bei der 3,4-

Abbildung 3. a) Enantiokomplement#re Reduktion von a-Ketocarbons#uren unter Ver-
wendung von (R)- und (S)-2-Hydroxyisocaproat-Dehydrogenasen. Die Umgebung des ak-
tiven Zentrums der (S)-2-Hydroxyisocaproat-Dehydrogenase (Modell b, PDB-Name 1hyh
enth#lt das berechnete Substrat) und (R)-2-Hydroxyisocaproat-Dehydrogenase (Modell c,
PDB-Name 1dxy), das die entgegengesetzte Ausrichtung des Substrats 2-Oxoisocaproat
(SUB, orange) zeigt. d,e) Schwerpunkt auf den aktiven Zentren. Die a-Carbonylgruppe
wird durch Wasserstoffbr1cken (Asn143 und His198/Arg234 und His295, in dieser Rei-
henfolge) in deckungsgleicher Orientierung positioniert. Die große Seitenkette ist in einer
lipophilen Tasche (gelb) mit entgegengesetzten Orientierungen (vorne und hinten) unter-
gebracht, w#hrend das Carboxylatende mit entgegengesetzten Ausrichtungen durch eine
Salzbr1cke oder ein Wasserstoffbr1cken-Netzwerk (Arg174 bzw. Gly78, Asn76 und
Tyr100) fixiert ist. Der Angriff des pro-R-Hydrids von NADH auf Ca geschieht in beiden
Enzymen von der Unterseite her (gr1n gekennzeichnet). Die Substituenten von NADH
sind vereinfachend durch Kugeln wiedergegeben. f,g) Schema des Koordinationsbereichs
einer a-Ketocarbons#ure, gebunden an (S)- und (R)-Hydroxyisocaproat-Dehydrogenase.
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Dihydroxylierung von Biphenyl umgedreht. Wildtyp-NDO
katalysiert die stark enantioselektive Dihydroxylierung von
Biphenyl sowohl in 2,3-Position (87%, Hauptprodukt, nicht
gezeigt), als auch in 3,4-Position (13%, Nebenprodukt, E>
100; siehe Abbildung 4b). Ein Austausch von Phe352 gegen
Valin in NDO ver�nderte die Regioselektivit�t, sodass das
3,4-dihydroxylierte Produkt als Hauptprodukt (96%) gebil-
det und die Enantioselektivit�t umgedreht wurde (allerdings
nur mit E= 7.7).[33] Die ?nderung der Enantioselektivit�t
wird vermutlich durch eine ver�nderte Substratorientierung
bedingt, da Phe352 einen Teil der Substratbindungsstelle
bildet (Abbildung 4b).[34]

Bacillus-d-Aminos�ure-Aminotransferase (siehe Grup-
pe 1, Abschnitt 3.1) bildet ebenfalls mit der Verzweigtketten-
l-Aminos�ure-Aminotransferase ein enantiokomplement�-
res Paar.[35] Beide haben die gleiche Proteinfaltung (Typ IV)
und positionieren das Substrat an der re-Seite des PLP (siehe
Abbildung S5b in den Hintergrundinformationen). Der
Wechsel der Bindungsstellen f
r das a-Carboxylat und die
Seitenkette kehrt die Enantiopr�ferenz um.

Vor kurzem haben Andexer et al. eine R-selektive Hy-
droxynitrillyase beschrieben, die eine �hnliche Sequenz – und
vermutlich 3D-Struktur – wie die S-selektive Hydroxynitril-
lyase aus Hevea brasiliensis hat.[36] Die Umkehr der Enan-
tioselektivit�t wurde mit einem Wechsel der Bindungsstellen
des Wasserstoffatoms und der aromatischen Seitenketten des
Substrats (z.B. Benzaldehyd) erkl�rt.

Hydantoinasen bilden „TIM-Fass“-Strukturen und kata-
lysieren die enantioselektive Hydrolyse von 5-monosubstitu-
ierten Hydantoinen zu N-Carbamoyl-a-aminos�uren.[37] Die
meisten Hydantoinasen sind d-selektiv, aber die Hydantoi-
nase aus Arthobacter aurescens bevorzugt das l-Enantiomer
von 5(3’-Indoylmethyl)hydantoin, einer Vorstufe von l-Tryp-
tophan. Ein Modell auf der Grundlage von R$ntgenkristall-
strukturen deutet darauf hin, dass die Hydantoin-Seitenkette
in den beiden Enzymen an unterschiedlichen Stellen bin-
det.[38]

3.4. Gruppe 4: gleiche Proteinfaltung mit ausgetauschter
Position einer katalytischen Gruppe

Vanillylalkohol-Oxidase (VAO) katalysiert die enantio-
selektive Oxidation von 4-Ethylphenol zu (R)-1-(4’-Hydro-

xyphenyl)ethanol (E= 32),[39] w�hrend die
strukturell verwandte p-Kresylmethylhy-
droxylase (PCMH) das S-Enantiomer bil-
det (E� 2, Abbildung 5).[40,41] Die beiden
Enzyme haben 32% Sequenzidentit�t, und
die R$ntgenkristallstrukturen zeigen �hn-
liche aktive Zentren und weisen auf �hnli-
che Reaktionsmechanismen hin.[42] Beide
Enzyme enthalten einen Flavincofaktor,
der Phenol zu einer Chinonmethid-Zwi-
schenstufe oxidiert. Im n�chsten Schritt
bindet Wasser an eine Seite des Chinon-
methids und bildet so den Alkohol als
Produkt. Die R$ntgenstrukturen zeigen in
VAO einen Aspartatrest in der N�he einer

Abbildung 4. Enantiokomplement#re Oxidationen, die von Naphthalindioxygenase
(NDO) und Toluoldioxygenase (TDO) katalysiert werden. a) NDO katalysiert die Dihy-
droxylierung von Dihydronaphthalin mit hoher Selektivit#t f1r das 1R,2S-Enantiomer,
w#hrend die verwandte Toluoldioxygenase (TDO) das 1S,2R-Enantiomer bevorzugt. Die
vertauschten Orientierungen des Produkts (in Klammern) bieten dem katalytischen Ei-
senzentrum gegen1berliegende Substratseiten an und sind wahrscheinlich der Grund
f1r die entgegengesetzte Enantiopr#ferenz. b) NDO katalysiert die 3,4-Dihydroxylierung
von Biphenyl (Nebenprodukt, gezeigt) mit hoher Stereoselektivit#t (E>100; 3R,4S). Die
Phe352Val-Mutante kehrt die Enantiopr#ferenz um (E= 7.7; 3S,4R). c) RIntgenstruktur
einer Naphthalindioxygenase (gr1n) als Komplex mit einem dihydroxylierten Produkt
(1,2-Dihydrodiolnaphthalin, orangefarbene Kohlenstoffatome) am Eisenatom (magenta)
des aktiven Zentrums (PDB-Name 1o7p). Die Substratbindungsstelle der Toluoldioxyge-
nase unterscheidet sich von NDO in acht Aminos#urepositionen. Sieben dieser Positio-
nen sind mit grauen Kohlenstoffbindungen dargestellt, eine weitere, Phe224, befindet
sich außerhalb des abgebildeten Ausschnitts (siehe 3D-Computermodell in den Hinter-
grundinformationen). Phe352 (cyan) ist die Mutationsstelle, an der die Enantioselektivi-
t#t des NDO f1r die 3,4-Dihydroxylierung von Biphenyl umgedreht wird.
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Seite der Zwischenstufe und in PCMH einen Glutamatrest in
der N�he der gegen
berliegenden Seite. Es wird angenom-
men, dass diese (katalytisch �quivalenten) Carboxylatgrup-
pen ein Wassermolek
l ausrichten, um in VAO den R-Alko-
hol und in PCMH den S-Alkohol zu erhalten. Die Lage dieser
Carboxylate auf entgegengesetzten Seiten des Substrats weist
darauf hin, dass die entgegengesetzte Enantiopr�ferenz auf
die umgekehrte Anordnung der katalytischen Aminos�uren

zur
ckzuf
hren ist. Van den Heuvel und Mitarbeiter 
ber-
pr
ften diese Hypothese, indem sie die Enantiopr�ferenz der
VAO durch zielgerichtete Mutagenese umkehrten.[43] Sie
stellten eine Doppelmutante (Asp170Ser/Thr457Glu) der
VAO her, bei der das Aspartat von der einen Seite der Zwi-
schenstufe entfernt und ein Glutamat auf der anderen Seite
eingef
gt wurde. Erwartungsgem�ß zeigte diese Doppelmu-
tante die umgekehrte Enantioselektivit�t und bildete (S)-1-
(4’-Hydroxyphenyl)ethanol mit E= 9 (Abbildung 5).

Alle vier Einteilungen beruhen auf der Annahme, dass ein
Platztausch zweier Gruppen am Stereozentrum die enantio-
komplement�re aktive Stelle erzeugt, da das zu den vorhan-
denen Beispielen passt. Es k$nnte m$glich sein, ein enan-
tiokomplement�res Enzym durch den Tausch von nur einer
Stelle zu schaffen, aber daf
r liegen noch keine strukturana-
lytisch charakterisierten Beispiele vor. Diese Hypothese wird
in den Hintergrundinformationen er$rtert.

4. Entdeckung und Herstellung neuer
enantiokomplement�rer Enzyme

4.1. Warum enantiokomplement�re Enzyme existieren

Enantiokomplement�re Enzyme k$nnten von der Natur
gebildet werden, um einen evolution�ren Vorteil zu schaffen,
vielleicht entstehen sie aber auch zuf�llig. Ein evolution�rer
Vorteil w�re die M$glichkeit, beide Enantiomere einer
Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle mithilfe von enantiokom-
plement�ren Aminos�ureoxidasen oder Aminotransferasen
zu verwerten. Die F�higkeit zur Aktivierung beider Epimere
von Proteinen, die Methioninsulfoxide enthalten, d
rfte ein
�hnlicher Lberlebensvorteil sein. Enantiokomplement�re
Epoxidhydrolasen k$nnen an der Entgiftung von chiralen
Xenobiotika beteiligt sein.[44] Ein Enzym, das keine Enan-
tioselektivit�t zeigt, w
rde �hnliche Vorteile bringen, diese
Option kommt in der Natur jedoch selten vor – vielleicht
w�ren nichtenantioselektive Enzyme aufgrund ungenauer
Positionierung des Substrats schlechte Katalysatoren.[45]

Ein Fall, bei dem Enantiokomplementarit�t keinen of-
fensichtlichen evolution�ren Vorteil (oder Nachteil) bietet,
liegt dann vor, wenn die Synthese von jedem der beiden
Enantiomere das metabolische Ziel erreicht. Beispielsweise
werden Arene durch Naphthalin- oder Toluol-Dioxygenasen
und Vanillylalkohol durch Vanillylalkohol-Oxidase und p-
Kresylmethylhydroxylase zu achiralen Kataboliten umge-
setzt, egal welches Enantiomer in der anf�nglichen Oxidation
gebildet wurde. Auf �hnliche Weise erzeugen Hydratasen
chirale Zwischenstufen f
r die Synthese und Oxidation von
Fetts�uren, deren Konfiguration in sp�teren Reaktions-
schritten wieder verlorengeht. Filppula et al. ersetzten das
Hefeenzym, das die zweite und dritte Reaktion der b-Oxi-
dation von Fetts�uren 
ber eine l-3-Hydroxyacyl-CoA-Zwi-
schenstufe katalysiert, durch das entsprechende Rattenen-
zym, das die gleichen Reaktionen 
ber eine l-3-Hydroxy-
Zwischenstufe katalysiert.[46] Beide stereochemischen Alter-
nativen erm$glichten den Hefezellen, auf Rlsaure zu wach-
sen. Die Freisetzung von Cyanid aus Hydroxynitrilen zur
Verteidigung gegen Fraßfeinde ist �hnlich wirksam, gleich ob

Abbildung 5. Die Flavoenzyme Vanillylalkoholoxidase (VAO) und p-Kre-
sylmethylhydroxylase (PCMH) katalysieren beide die Oxidation von 4-
Ethylphenol, bilden aber enantiomere Alkohole. a) Die Oxidation um-
fasst zuerst eine Oxidation zu einem Chinonmethid gefolgt von der
Addition von Wasser zur Bildung des Alkohols. b) Die RIntgenstruktur
der Wildtyp-VAO (PDB-Name 2vao) zeigt den Cofaktor Flavin (graue
St#be), das Substratanalogon 2-Methoxy-4-vinylphenol (orangefarbene
St#be) und zwei Schl1sselaminos#uren der Katalyse, Asp170 und
Thr457 (graue St#be). c) Die zielgerichtete Mutagenese einer katalyti-
schen Gruppe invertiert die Enantiopr#ferenz. Die Uberlagerung der
RIntgenkristallstrukturen der Wildtyp VAO (graue St#be) und der
Asp170Ser/Thr457Glu-Doppelmutante (blaue St#be, PDB-Name le0y)
zeigt die Carboxylate auf entgegengesetzten Seiten des Substratanalo-
gons. d) Der Reaktionsmechanismus umfasst die durch die Carboxylat-
gruppe von Asp170 katalysierte Addition eines Wassermolek1ls, das an
der re-Seite (hinten) der Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindung bin-
det, um den R-Alkohol zu bilden. Zielgerichtete Mutagenese brachte
das Carboxylat auf die gegen1berliegenden Seite des Chinonmethids
und kehrte die Enantiopr#ferenz um.
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sie von R- oder S-Hydroxynitrilen ausgeht; der metabolische
Zweck der Lactatdehydrogenase bei der Glykolyse ist die
Regenerierung von NAD+. Lactat ist ein Abfallprodukt, es
k$nnen also beide Enantiomere verwendet werden.

Ein weiteres Beispiel, bei dem Enantiokomplementarit�t
keinen offensichtlichen evolution�ren Vorteil (oder Nachteil)
bietet, sind Reaktionen mit nichtnat
rlichen Substraten, da
hierbei evolution�re Zw�nge keine Rolle spielen. Beispiels-
weise ist die urspr
ngliche Aufgabe der Lipasen die Lipid-
hydrolyse und die der Subtilisine die Peptidhydrolyse; ihr
Verhalten gegen
ber sekund�ren Alkoholen ist irrelevant f
r
ihre urspr
ngliche Aufgabe und rein zuf�llig. ?hnlich ist die
urspr
ngliche Aufgabe der Hydantoinasen („Dihydropyri-
midinasen“) vermutlich der Abbau von (achiralen) Purinen
und Pyrimidinen, weshalb deren Enantioselektivit�t gegen-

ber Hydantoinen in der Natur keine vorrangige Rolle spielt.

4.2. Die Entdeckung neuer enantiokomplement�rer Enzympaare
in der Natur

Neben den oben diskutierten, strukturell beschriebenen
enantiokomplement�ren Enzymen gibt es viele Beispiele, f
r
die keine Strukturdetails bekannt sind. Enantiokomplemen-
t�re Terpencyclasen bilden entweder Enantiomere von a-Pi-
nen[47] oder von einem Bornylpyrophosphat.[48] B�cker-[49] und
andere Hefen[50] enthalten l- und d-selektive Reduktasen, die
a- und b-Ketoester oft hoch enantioselektiv reduzieren.
Verschiedene Bakterienst�mme enthalten enantiokomple-
ment�re Baeyer-Villiger-Monooxygenasen.[51]

Diese 
berraschende H�ufigkeit von enantiokomple-
ment�ren Enzympaaren l�sst darauf schließen, dass es viel
mehr nat
rliche Beispiele gibt und dass die Wahrscheinlich-
keit, durch Screening von Umweltproben neue Paare zu
entdecken, ziemlich hoch ist. K
rzlich wurden bei einem
Screening 137 neue R- oder S-selektive Nitrilasen identifi-
ziert. Die Einteilung dieser Nitrilasen in monophyletische
Gruppen zeigte, dass tendenziell die meisten Mitglieder einer
solchen Gruppe dieselbe Enantiopr�ferenz hatten.[52]

4.3. Die Konstruktion von Enzymen mit entgegengesetzter
Enantiopr�ferenz

Durch den Austausch der Position entweder der Bin-
dungsstellen oder einer katalytischen Gruppe mithilfe von
„Protein-Engineering“ konnte die Enantiopr�ferenz von
synthetisch nutzbaren Enzymen umgekehrt werden (Tabel-
le 2). Raushel und Mitarbeiter wechselten beispielsweise die
Enantioselektivit�t von Organophosphor-Hydrolase (OPH)
durch Austauschen der Bindungsstellen (Abbildung 6). OPH
zeigt eine moderate Enantioselektivit�t (E= 21) gegen
ber
Phosphattriestern wie Ethylphenyl-4-nitrophenylphosphat.[53]

Die Hydrolyse bevorzugt das SP-Enantiomer des Substrats, es
entsteht allerdings ein achirales Produkt, ein Phosphodiester.
Die Substratbindungstasche hat sowohl eine kleine als auch
eine große Untereinheit.[54] Um die Enantiopr�ferenz umzu-
kehren, vergr$ßerten Raushel und Mitarbeiter zuerst die
kleine Untereinheit durch den Austausch dreier Aminos�u-

ren, wodurch die Enantioselektivit�t ausgeschaltet wurde.
Dann verkleinerten sie die große Untereinheit durch den
Austausch von Histidin gegen Tyrosin, wodurch die Enan-
tioselektivit�t f
r das RP-Enantiomer auf E> 100 erh$ht
wurde. Eine �hnliche Mutante zeigte eine umgekehrte
Enantiopr�ferenz gegen
ber Methylphenylphosphonates-
tern.[55]

Eine solche paarweise Mutagenese im aktiven Zentrum
k$nnte die beste Strategie zur Umkehr der Enantiopr�ferenz
sein, da so die Position nicht nur eines, sondern zweier Sub-
stituenten des chiralen Substrats gewechselt wird. Tats�chlich
kehrten multiple Mutationen die Enantioselektivit�t von
Meerrettich-Peroxidase,[56] Lipase aus Burkholderia cepa-
cia[57,58] und Esterasen aus Burkholderia gladioli[59] und Ba-
cillus subtilis[60] um. Von den neun Beispielen in Tabelle 2
enthalten nur zwei eine einfache Mutation: eine Phe352Val-
Mutation im aktiven Zentrum von Naphthalindioxygenase,
die deren Enantiopr�ferenz bei der Hydroxylierung von Bi-
phenyl umkehrte,[33] und eine Trp104Ala-Mutation im aktiven
Zentrum der Lipase B aus Candida antarctica, die deren
Enantiopr�ferenz bei der Acylierung von 1-Phenylethanol
umkehrte.[61] In beiden F�llen sank die Enantioselektivit�t
von einem hohen Wert (E> 100) auf einen mittelm�ßigen
(E= 7.7 bzw. 6.6), was darauf hinweist, dass zus�tzliche Mu-
tationen auf der anderen Seite des aktiven Zentrums die Se-
lektivit�t f
r das neue Enantiomer steigern k$nnten. Einige
Versuche, die Enantioselektivit�t durch den Tausch der Bin-
dungsstellen umzukehren, waren nur teilweise erfolgreich (E-
Werte unter 5).[62–65] Diese Beispiele sind in Tabelle 2 nicht
angef
hrt, ebenso wie zahlreiche Beispiele, an denen Dia-
stereomere beteiligt sind, auch wenn die Mutationen die
Enantioselektivit�t in Bezug auf ein Zentrum umkehren, da
das Vorliegen zus�tzlicher Stereozentren die Interpretation
erschwert. Ein Wechsel des L$sungsmittels kann die Enan-
tioselektivit�t ebenfalls umkehren (siehe z.B. Lit. [66]).
H$chstwahrscheinlich geschieht dies durch ?nderungen der
Solvatisierung von Substratregionen, die dem L$sungsmittel
ausgesetzt sind. Diese Methode betrifft nur jene Substituen-
ten, die mit dem L$sungsmittel in Kontakt stehen, und war
nicht so erfolgreich wie die gentechnische Ver�nderung der
Proteine.

Abbildung 6. Organophosphorhydrolase katalysiert die enantioselekti-
ve Hydrolyse von Phosphattriestern. Das Wildtypenzym bevorzugt das
SP-Enantiomer des Ethylphenyl-4-nitrophenylphosphats (E= 21). Die
Verkleinerung der kleinen Untereinheit durch eine Gly60Ala-Mutation
erhIht die Enantioselektivit#t. Dagegen bewirkt die Umkehrung der
GrIßen der Untereinheiten durch die vier gezeigten Mutationen eine
Umkehrung der Enantioselektivit#t.
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Durch zielgerichtete Evolution wurde die Enantioselek-
tivit�t von Enzymen ebenfalls umgekehrt. Wegen der
Schwierigkeit, zusammenwirkende Mutationen zu erhalten,
waren allerdings multiple Mutationen erforderlich. Reetz und
Mitarbeiter ver�nderten die Enantioselektivit�t der Lipase
aus Pseudomonas aeruginosa drastisch.[67] DieWildtyp-Lipase
war gegen
ber einem 2-Methyldecans�ureester nicht selektiv
(E= 1.1). Wiederholte Zufallsmutationen unter Verwendung
unterschiedlicher Strategien, kombiniert mit der Lberpr
-
fung der Wirksamkeit, ergaben zwei Varianten mit guter Se-
lektivit�t gegen
ber den entgegengesetzten Enantiomeren.
DieR-selektive Lipase (E= 30) unterschied sich vomWildtyp
an 11 Aminos�urepositionen, w�hrend die S-selektive Lipase
(E= 51) sich durch sechs anderen Substitutionen unterschied.

Der Austausch der katalytischen Gruppen ist ebenfalls
eine effektive Methode, um die Enantiopr�ferenz umzukeh-
ren. Die Umkehr der Enantiopr�ferenz von Vanillylalkohol-
Oxidase durch eine Doppelmuation wurde in Abschnitt 3.4
beschrieben. In einem weiteren Beispiel kehrten Ohta und

Mitarbeiter die Enantiopr�ferenz einer Arylmalonat-
decarboxylase um, indem sie einen Cysteinrest auf die andere
Seite des aktiven Zentrums verschoben.[68]

5. Zusammenfassung und Ausblick

W�hrend manche Forscher die Enantioselektivit�t als
elementare und schwer zu ver�ndernde Eigenschaft der bio-
logischen Katalyse betrachten, zeigen diese Beispiele, dass
schon die Ver�nderung weniger Aminos�uren die Enantio-
pr�ferenz eines Enzyms umkehren kann. Im Hinblick auf das
genetische Screening nach nat
rlichen enantiokomplemen-
t�ren Enzymen ist es nicht l�nger richtig, das Fehlen leicht
verf
gbarer „spiegelbildlicher“ Enzyme als einen Nachteil
der Biokatalyse anzuf
hren.

Wir danken dem Biotechnologischen Institut der University of
Minnesota und der US National Science Foundation (CHE-

Tabelle 2: Beispiele f1r „Protein-Engineering“ oder gerichtete Evolution, um die Enantiopr#ferenz umzukehren (E>5).

Enzym Substrat Produkt Mutation(en) Enantioselektivit#ts-
umkehrung

Gruppe

Organophosphorhydrolase Ethylphenyl-4-nitro-
phenylphosphat

Ethylphenyldiphosphat
(achiral)

His257Tyr
Phe132Gly
Ser308Gly
Ile106Gly

E= 21 (SP)[a] zu
E>100 (RP)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Naphthalindioxygenase Biphenyl (achiral) cis-3,4-Dihydroxy-3,4-di-
hydrobiphenyl

Phe352Val E>100 (3R,4S) zu
E= 7.7 (3S,4R)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Merrettich-Peroxidase Thioanisol Methylphenylsulfoxid Leu41His
His42A

E= 66 (S)[b] zu
E>100 (R)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Lipase aus Burkholderia
cepacia

1,4-Dihydropyridin-
diester

1,4-Dihydropyridindicar-
bons#uremonoester

Phe221Leu
Val266Leu
Leu287Ile

E= 6.5 (R) zu
E>100(S)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Lipase aus Burkholderia
cepacia

Ethyl-3-phenylbutyrat 3-Phenylbutyrat Leu17Phe[c]

Phe119Leu
Leu167Gly
Leu266Val

E= 33 (S) zu
E= 38 (R)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Esterase aus Burkholderia
gladioli

Methyl-2-hydroxy-2-
methylpropanoat

2-Hydroxy-2-methylpro-
pans#ure

Leu135Phe
Ile152Asn
Val351Ser
His253Phe

E= 6.1 (S) zu
E= 29 (R)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Esterase aus Bacillus
subtilis

1,1,1-Trifluor-2-phenyl-
3-butin-1-ylacetat

1,1,1-Trifluor-2-phenyl-3-
butin-1-ol

Asp188Trp
Met193Cys[d]

E>100 (R) zu
E= 64 (S)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Lipase aus Pseudomonas
aeruginosa

p-Nitrophenyl-2-me-
thyldecanoat

2-Methyldecanoat 17 Substitu-
tionen[e]

E= 51 (S) zu
E= 30 (R)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Lipase B aus Candida
antarctica

1-Phenylethanol 1-Phenylethylbutyrat Trp104Ala E@ 200 (R) zu
E= 13 (S)

3, #ndert Substratorientie-
rung

Vanillylalkoholoxidase 4-Ethylphenol (achiral) 4-(1’-Hydroxyethyl)phe-
nol

Asp170Ser
Thr457Glu

E= 32 (R) zu
E= 9 (S)

4, verschiebt die wichtigste
katalytische Gruppe

Arylmalonatdecarboxylase a-Methyl-a-(2-thi-
enyl)malons#ure

a-(2-Thienyl)propion-
s#ure

Gly74Cys
Cys188Ser

E>100 (S) zu
E= 32 (R)

4, verschiebt die wichtigste
katalytische Gruppe

[a] Durch eine Gly60Ala-Mutation, welche die kleine Untereinheit verkleinerte, erhIhten Raushel und Mitarbeiter auch die SP-Selektivit#t des Wildtyp-
Enzyms auf 1ber 100. [b] Das S-selektive Enzym ist die Phe41Leu-Mutante. Wildtyp-HRP hat eine niedrigere Enantioselektivit#t von E= 6. [c] Beide
Varianten mit umgedrehter Enantioselektivit#t enthalten die vier aufgelisteten Mutationen. Eine enth#lt außerdem eine Thr251Ala-Mutation, w#hrend
die andere eine Asp21Asn-Mutation enth#lt. Den Autoren zufolge haben diese zus#tzlichen Mutationen wenig Einfluss auf die Enantioselektivit#t.
[d] Der Wildtyp hat Glu188 anstelle von Asp188, aber die Asp188-Variante zeigt hIhere Enantioselektivit#t f1r R : E>100 gegen1ber E= 42 f1r den
Wildtyp. [e] Das Wildtyp-Enzym hat nahezu keine Enantioselektivit#t (E= 1.1). In der R-selektiven Mutanten sind elf Aminos#uren des Wildtyp-Enzyms
ausgetauscht, im S-selektiven Enzym sechs. Keine der Mutationen betrifft Aminos#uren im aktiven Zentrum.
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