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Die divergente Evolution hat Superfamilien mit gleicher
Proteinfaltung, aber unterschiedlichen Katalyseeigenschaften
hervorgebracht. Zum Beispiel katalysieren die Enzyme der
a/b-Hydrolase-Superfamilie[1] Reaktionen, an denen ein nu-
cleophiler Angriff beteiligt ist: Ester-,[2] Amid-,[3] Epoxid-[4]

und Alkylhalogenid-Hydrolyse[5] sowie Cyanid-Addition an
Aldehyde unter C-C-Bindungsbildung[6] und einige andere.
Viele dieser Enzyme, vor allem Esterasen und Lipasen, setzen
eine breite Palette von Substraten mit hoher Stereoselekti-
vit�t um und eignen sich daher als vielseitige Katalysatoren
f�r die organische Synthese.[2, 7]

Die unterschiedlichen katalytischen F�higkeiten der
Enzyme machen es erforderlich, dass die einzelnen Mecha-
nismen Schritte enthalten, die klar voneinander verschieden
sind; daneben k�nnen jedoch auch �hnliche Schritte auftre-
ten. R�ntgenstrukturanalysen und biochemische Untersu-
chungen lassen vermuten, dass zur Einf�hrung eines neuen
mechanistischen Schrittes nur der Austausch einiger weniger
Aminos�uren n�tig ist – die Aminos�uresequenzen der
Enzyme einer Superfamilie enthalten allerdings ausge-
tauschte Aminos�uren an Hunderten von Positionen und
k�nnen dar�ber hinaus noch Insertionen und/oder Deletio-
nen aufweisen.

In fr�heren Arbeiten zur Ver�nderung von Enzymakti-
vit�ten wurden verschiedene Ans�tze verfolgt. Um die Hy-
drolyse eines b-Lactams durch eine Thioesterase zu errei-
chen, mussten Schleifen inseriert, deletiert und ausgetauscht

sowie einzelne Aminos�uren ersetzt werden.[8] Um aus einer
4-Chlorbenzoyl-CoA-Dehalogenase eine Crotonase zu
machen, wurden acht Aminos�uren ausgetauscht.[9] In einigen
F�llen war es sogar m�glich, einem Enzym durch nur einen
Aminos�ureaustausch eine neue Aktivit�t zu verleihen: Aus
einer Racemase wurde eine Aldolase, aus einer Esterase eine
Perhydrolase, aus einer Epimerase eine o-Succinylbenzoat-
synthase und aus einer Decarboxylase eine Racemase.[10,11] Es
gelang auch die Einf�hrung enzymatischer Aktivit�ten in
katalytisch nicht aktive Proteine, wof�r aber sehr aufw�ndige
Ver�nderungen vorgenommen werden mussten.[12]

Hier untersuchen wir die Hypothese, dass bereits durch
den Austausch weniger Aminos�uren die Umwandlung der
katalytischen Aktivit�t von Enzymen der a/b-Hydrolase-
Superfamilie gelingt. Unser Beispiel ist die Umwandlung
einer Esterase aus Pseudomonas fluorescens (PFE) in eine
Epoxidhydrolase. Mechanistische �berlegungen ließen uns
annehmen, dass durch den Austausch zweier oder dreier
Aminos�uren der Esterase- in einen Epoxidhydrolaseme-
chanismus umgewandelt werden k�nnte (Schema 1). Estera-
sen haben eine katalytische Triade aus Ser-His-Asp,[13] w�h-
rend Epoxidhydrolasen eine Asp-His-Asp-Triade nutzen;[14]

es wird also ein Austausch in der Triade ben�tigt. Zus�tzlich
brauchen Epoxidhydrolasen zwei Tyrosine zur Protonierung
des Epoxidsauerstoffatoms w�hrend der Katalyse, was den
Austausch zweier weiterer Aminos�uren n�tig macht. Es
wurde berichtet, dass nur eines dieser Tyrosine essenziell f�r
die Katalyse sei,[15] also wird m�glicherweise nur eines be-
n�tigt.

Zur Identifizierung der Positionen dieser Aminos�uren in
der PFE verglichen wir die Strukturen und Aminos�ure-
sequenzen von sechs Epoxidhydrolasen (PDB-Eintr�ge:
2E3J, 2CJP, 1S8O, 1CQZ, 1EHY und 1Q07) und drei Este-
rasen (PDB-Eintr�ge: 1VA4, 1P0 und 1ZOI) mithilfe von
clustalw.[17] Durch diesen Vergleich (Abbildung 1) identifi-
zierten wir die Position des katalytischen Nucleophils (D94),
vier m�gliche Positionen f�r die beiden mechanistisch wich-
tigen Tyrosine (Y125, Y139, Y143, Y195) sowie drei weitere
Aminos�uren, die konserviert in Epoxidhydrolasen vorkom-
men, in der PFE jedoch fehlen (P29, H93, K188). Einem der
Tyrosine ließ sich die Aminos�ure 195 zuordnen, da aber die
Position des zweiten Tyrosins nicht eindeutig vorhergesagt
werden konnte, wurde es in allen drei alternativen Positionen
eingef�gt. Dementsprechend wurden folgende Mutanten
mithilfe von ortsgerichteter QuikChange-Mutagenese her-
gestellt und rekombinant in E. coli exprimiert: M1: S94D;
M2 : S94D, F125Y, V195Y; M3 : S94D, F143Y, V195Y; M4 :
S94D, F125Y, F143Y, V195Y; M5 : L29P, S94D, F125Y,
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K188M; M6 : L29P, S94D, F125Y, V195Y; M7: L29P, F93H,
S94D, F125Y, V139Y, V195Y. Wie erwartet zeigte keine der
Mutanten eine Esteraseaktivit�t gegen p-Nitrophenylacetat,
die h�her als der Hintergrund war (< 10 mUmg�1), da das
katalytische Nucleophil durch ein Aspartat ersetzt worden
war. Leider wies auch keine dieser Mutanten eine detektier-
bare Aktivit�t gegen p-Nitrostyroloxid auf (siehe Hinter-
grundinformationen).

Da nicht klar war, warum die Mutanten die Reaktion
nicht katalysierten, wendeten wir die Methode der gerichte-
ten Evolution an, um nach fehlenden Schl�sselaminos�uren
zu suchen, die m�glicherweise die fehlerhafte Geometrie

korrigieren w�rden. Ausgehend
von den Mutanten M4–M6
kreierten wir mithilfe von feh-
lerbehafteter Polymeraseket-
tenreaktion (epPCR) eine Mu-
tantenbibliothek und selektier-
ten aktive Varianten unter Ver-
wendung eines Wachstums-
assays.[18] Zwar konnten wir
acht Klone in einer Bibliothek
aus 25000 Varianten identifi-
zieren, die unter diesen Bedin-
gungen wuchsen, allerdings war

bei der folgenden HPLC-Validierung keine Aktivit�t gegen
p-Nitrostyroloxid detektierbar.

Ein weiterer Strukturvergleich von sechs Epoxidhydro-
lasen zeigte eine 20 Aminos�uren lange Schleife am mut-
maßlichen Eingang zum aktiven Zentrum,[16] die sich von
jener der PFE unterscheidet (Abbildung 2). In den Epoxid-
hydrolasen liegt diese Schleife an einer Seite des aktiven
Zentrums, w�hrend sie in der PFE den Eingang blockiert.
M�glicherweise positioniert diese Schleife auch das mecha-
nistisch wichtige Y152 (Position 139 in PFE), da dieses die
letzte Position in der Schleife einnimmt.

Schema 1. Die mechanistisch notwendigen Aminos�uren einer Epoxidhydrolase aus Agrobacterium radiobacter (EchA).[15] A) Bildung und Freiset-
zung des Alkyl-Enzym-Intermediates f�r Styroloxid als Substrat und eine Pseudomonas-fluorescens-Esterase (PFE).[16] B) Bildung und Freisetzung
des Acetyl-Enzym-Intermediats f�r Phenylacetat als Substrat.

Abbildung 1. Teil des Vergleiches der Strukturen und Aminos�uresequenzen dreier Esterasen
(PFE= 1VA4) mit sechs Epoxidhydrolasen (EH, siehe Text f�r die pdb-Eintr�ge). Markierungen: unten:
katalytisches Aspartat und eines der mechanistisch wichtigen Tyrosine; oben: katalytisches Serin der Este-
rasen.
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Um die Rolle der Schleife zu untersuchen, wurde sie
mithilfe einer PCR-Methode komplett durch das entspre-
chende Element der EchA in der PFE-Mutante M7 (enth�lt

die Mutationen L29P, F93H, S94D, F125Y, V139Y, V195Y)
ersetzt (EchA-Nummerierung: P132–Y152). Die resultie-
rende Chim�re (M8) konnte durch die Coexpression mit
Chaperonen als l�sliches Enzym hergestellt werden (siehe
Hintergrundinformationen). Etwa 10 mg Protein wurden
nach His-tag-Aufreinigung und Entsalzung isoliert. Diese
Chim�re katalysiert die langsame Hydrolyse von p-Nitrosty-
roloxid (Abbildung 3) mit einer Anfangsaktivit�t von
9 mUmg�1 und einer Wechselzahl von 0.01 s�1 bei einer
Substratkonzentration von 50 mm. Die Katalyseaktivit�t war
von Ansatz zu Ansatz unterschiedlich, und einige Pr�para-
tionen zeigten �berhaupt keine Aktivit�t. Trotz intensiver
Untersuchungen (siehe Hintergrundinformationen) konnten
wir bislang keine zufrieden stellende Erkl�rung f�r diese
Beobachtung finden. Wir nehmen an, dass die Mutationen die
Proteinfaltung behindern und dass kleinere Abweichungen
der experimentellen Bedingungen die Menge an richtig ge-
faltetem Protein beeinflussen. Aufgrund der Substratinhi-
bierung (siehe Hintergrundinformationen) ließen sich keine
KM- und Vmax-Werte bestimmen. Diese Inhibierung war be-
reits bei einer Substratkonzentration von 50 mm signifikant,

und geringere Konzentrationen lagen unterhalb der Nach-
weisgrenze. Die Schleifenmutante zeigte eine hohe Enantio-
selektivit�t (E> 100) f�r das (R)-Enantiomer von p-Nitro-
styroloxid (Abbildung 4). Die Templat-Epoxidhydrolase –
EchA – beg�nstigt ebenfalls das (R)-Enantiomer. Wir de-
tektierten auch eine Hintergrundaktivit�t im E.-coli- Zellex-
trakt (0.06 mU mg�1), aber diese Reaktion beg�nstigte das
(S)-Enantiomer. Durch die His-tag-Aufreinigung wurde diese
kontaminierende Aktivit�t beseitigt.

Die obigen Befunde lassen darauf schließen, dass die
Epoxidhydrolase-Schleife essenziell f�r diese neu geschaffene
Aktivit�t ist; die Gr�nde auf molekularer Ebene daf�r sind
jedoch noch unklar. Eine M�glichkeit ist, dass die Esterase-
Schleife eine unproduktive Substratorientierung bedingt. Das
Esterasesubstrat – p-Nitrophenylacetat – und das Epoxid-
hydrolasesubstrat – p-Nitrostyroloxid – k�nnten sich leicht
unterschiedlich im aktiven Zentrum orientieren. Eine kor-
rekte Orientierung der p-Nitrophenyl-Gruppe f�r das Este-
rase-Substrat k�nnte unproduktiv f�r das Epoxidhydrolase-
Substrat sein. Die beobachtete Substratinhibierung durch
p-Nitrostyroloxid st�tzt die Annahme, dass unproduktive
Substratorientierungen im aktiven Zentrum m�glich sind.
Eine zweite m�gliche Aufgabe der Epoxidhydrolase-Schleife
liegt m�glicherweise darin, eine gewisse Bewegungsfreiheit
zu erm�glichen. Die R�ntgenkristallstruktur von EchA zeigt
eine nicht interpretierbare Elektronendichte f�r die Amino-
s�uren G138–H148, was auf eine erh�hte Flexibilit�t dieser
Region hindeutet.[19] Die dritte M�glichkeit ist, dass die
Schleife die korrekte Orientierung von Y139 bewirkt. Die
Mutante M7 enthielt bereits die Mutation Y139, zeigte jedoch
keine Epoxidhydrolaseaktivit�t. Die neue Schleife �ndert
m�glicherweise die Orientierung dieser Aminos�ure.

Der simple Austausch der offensichtlichen Aminos�uren
(Serin zu Aspartat, Einf�gen zweier Tyrosine) war nicht
ausreichend, aber durch die zus�tzliche Substitution einer
Schleife konnte ein Esteraseger�st mit einer Epoxidhydrola-
seaktivit�t versehen werden. Die spezifische Aktivit�t wurde
bei einer Substratkonzentration in der N�he der Nachweis-
grenze gemessen und war nur 800fach niedriger als die der
Vorlage, einer nat�rlichen Epoxidhydrolase. Die Katalyse-
aktivit�t ist zu niedrig f�r praktische Anwendungen, demon-
striert aber, dass es m�glich ist, Enzymaktivit�ten innerhalb

Abbildung 2. Strukturvergleich von sechs Epoxidhydrolasen (gr�n) mit
der PFE (hellorange). Eine Schleife (A120–V139) der PFE (dunkeloran-
ge) blockiert m�glicherweise den Eingang zum aktiven Zentrum (rote
St�be).

Abbildung 3. Hydrolyse von p-Nitrostyroloxid, katalysiert durch die
Schleifenmutante M8. Die Proteinkonzentration betrug 0.5 mgmL�1

(16.7 mm). Demnach entspricht ein kompletter Substratumsatz der
Hydrolyse von drei Substratmolek�len pro Enzymmolek�l.

Abbildung 4. HPLC-Chromatogramm f�r die Umsetzung von p-Nitro-
styroloxid durch die Schleifenmutante M8. 50 mL einer vorbereiteten
Probe (c= 50 mm) wurden mithilfe von HPLC unter Verwendung einer
Chiracel-OD-H-S�ule gemessen (Probenvorbereitung: siehe Hinter-
grundinformationen). (R,S)-p-Nitrostyroloxid (tR = 10.577 min), (R)-p-
Nitrophenylethandiol (tR = 21.590 min), (S)-p-Nitrophenylethandiol
(tR = 27.797 min).
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der a/b-Hydrolase-Familie umzuwandeln, und er�ffnet damit
neue M�glichkeiten zur Katalyse nichtnat�rlicher Reaktio-
nen.

Experimentelles
Alle experimentellen Details befinden sich in den Hintergrund-
informationen.
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