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1. Einf�hrung

Methodenentwicklung in der synthetischen organischen
Chemie beschert dem Chemiker einen immer gr�ßer wer-
denden Werkzeugkasten bestehend aus Reagentien, Kataly-
satoren und Techniken, die effiziente Stoffumwandlungen
erm�glichen und somit zum �konomischen und �kologischen
Fortschritt in der industriellen Chemie beitragen. Asymme-
trische Katalyse spielt bei diesem Bem�hen eine zentrale
Rolle, wobei synthetische Katalysatoren[1] und Enzyme[2] die
zwei wichtigsten Optionen sind. Gegenw�rtig ist es unm�g-
lich, allgemeine Richtlinien f�r die beste Wahl eines chiralen
Katalysators zu empfehlen, denn die Entscheidung h�ngt von
der Natur der jeweiligen Problemstellung ab. So spielt es z. B.
eine Rolle, ob der Katalysator im kleinen Labormaßstab oder
in einem industriellen Verfahren eingesetzt werden soll.
Enzyme sind nicht dazu bef�higt, die vielen pr�parativ n�tz-
lichen Stoffumwandlungen zu katalysieren, die �bergangs-
metallkatalysatoren erm�glichen, wie es z. B. bei der Synthese
komplexer Naturstoffe praktiziert wird![3] Vielmehr sind sie
auf Reaktionen der Standard-Enzymtypen beschr�nkt, n�m-
lich Oxidoreduktasen (Reduktion bzw. Oxidation), Transfe-
rasen (Transfer von Aldehyd-, Keton-, Acyl-, Zucker-, Phos-
phoryl- oder Methylgruppen), Hydrolyse (Spaltung oder
Bildung von Estern, Amiden, Lactonen, Lactamen, Epoxi-
den, Nitrilen, Anhydriden, Glycosiden), Lyasen (Addition/
Eliminierung von kleinen Molek�len), Isomerasen (Isomeri-
sierung, z.B. Racemisierung, Epimerisierung) und Ligasen
(Bildung von C-C-, C-O-, C-S-, C-N-Bindungen). Dies ist
alles, was die Natur ben�tigt, um einfache und hoch komplexe

Molek�le zu synthetisieren! Kann dies jemals von Chemikern
erreicht werden unter ausschließlicher In-vitro-Verwendung
von Enzymen?

Die Anwendung von Enzymen in der synthetischen or-
ganischen Chemie und Biotechnologie leidet traditionell an
folgenden Einschr�nkungen.[2] 1) Eine gegebene Verbindung
wird aufgrund zu enger Substratbreite des Enzyms nicht ak-
zeptiert. 2) Die Enzymaktivit�t ist zufriedenstellend, aber die
Stereoselektivit�t erweist sich als unzureichend. 3) Das
Enzym ist nicht stabil genug, um unter den Prozessbedin-
gungen das volle Katalysepotential zu entfalten. 4) Produkt-
inhibierung verhindert hohen Umsatz (geringe TON).

W�hrend der letzen 10–15 Jahre wurde die genetische
Technik der gerichteten bzw. gelenkten In-vitro-Evolution so
weit entwickelt und verfeinert, dass all diese Probleme an-
gegangen werden k�nnen.[4] Die Methode, oft auch als
„Evolution im Reagenzglas“ genannt, versucht die nat�rliche
Evolution zu imitieren, indem wiederholende Zyklen von
Genmutagenese, Expression und Screening (oder Selektion)
durchlaufen werden, bis die gew�nschte Verbesserung des
Biokatalysators erreicht worden ist. Die zugrundeliegende

Asymmetrische Katalyse spielt eine Schl�sselrolle in der modernen
synthetischen organischen Chemie, wobei k�nstliche Katalysatoren
und Enzyme die zwei wichtigsten Optionen darstellen. Die Verwen-
dung von Enzymen in der organischen Chemie und Biotechnologie
hat in der zweiten H�lfte des vergangenen Jahrhunderts stark zuge-
nommen, oft blieb jedoch der Anwendungsbereich aus mehreren
Gr�nden eingeschr�nkt. Dazu geh�ren begrenzte Substratakzeptanz,
geringe oder fehlende Stereoselektivit�t, unzureichende Stabilit�t und
manchmal Produktinhibierung. W�hrend der vergangenen 15 Jahre
wurde die genetische Technik der gerichteten Evolution so weit ent-
wickelt und verfeinert, dass all diese Probleme angegangen und in der
Regel gel�st werden k�nnen. Sie basiert auf wiederholende Zyklen von
Genmutagenese, Expression und Screening (oder Selektion). Der
vorliegende Aufsatz fokussiert auf gerichtete Evolution stereoselekti-
ver Enzyme, ein fundamental neuer Ansatz zur asymmetrischen Ka-
talyse. Der Schwerpunkt liegt auf Methodenentwicklung in dem Be-
streben, diese Art der Katalysator-Optimierung einfacher, schneller
und effizienter als in der Vergangenheit zu gestalten. Die neueren
Methoden bescheren dem Chemiker und dem Biotechnologen robuste
und selektive Katalysatoren f�r eine Vielzahl von n�tzlichen Anwen-
dungen.
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Logik ist v�llig anders als bei der herk�mmlichen Form des
Protein-Engineerings unter Verwendung der lange bekannten
ortsspezifischen Mutagenese, die auf rationalem Design
beruht, jedoch keineswegs allgemein wirksam ist.[5] In der
Anfangsphase der gerichteten Evolution stand das Ziel im
Vordergrund, die Stabilit�t von Enzymen zu erh�hen.[6,7]

Kurz danach fing meine aus organischen Chemikern beste-
hende Gruppe an, sich ebenfalls f�r gerichteten Evolution zu
interessieren, jedoch in Bezug auf eine ganz andere katalyti-
sche Eigenschaft, n�mlich Enantioselektivit�t.[8] Danach wird
das Gen eines stereo-unselektiven Enzyms einer geeigneten
Genmutagenese unterworfen mit Bildung einer so genannten
Genbibliothek, die im anschließenden Schritt in einen bak-
teriellen Wirt wie z. B. Escherichia coli eingeschleust wird.
Nach dem Ausplattieren auf Agarplatten werden die Tran-
formanten geerntet, exprimiert und mit einem Screeningver-
fahren auf Stereoselektivit�t einer gegebenen asymmetri-
schen Reaktion getestet. Das Gen einer verbesserten Mu-
tante dient dann als Ausgangspunkt (Templat) f�r einen
weiteren Zyklus. Der evolution�re Prozess wird so lange
fortgef�hrt, bis das gew�nschte Ausmaß an Stereoselektivit�t
erreicht worden ist (Schema 1).[8,9] Es ist der Verlass auf den

evolution�ren Druck, der diesen Ansatz als „rational“ er-
scheinen l�sst, ganz anders als bei der herk�mmlichen Ent-
wicklung von synthetischen chiralen Katalysatoren. Letztere
beruht auf korrekter Absch�tzung sterischer und elektroni-
scher Effekte oder auf kombinatorischen Methoden.[1]

Bei der Verwirklichung dieses Darwinistischen Ansatzes
zur asymmetrischen Katalyse galt es, zwei Herausforderun-
gen zu meistern. Erstens mussten wir Hochdurchsatz-ee-
Assays entwickeln, die damals nicht existierten.[8–10] Zweitens
war es erforderlich, effiziente Strategien zum Durchmustern
des Protein-Sequenzraumes zu entwickeln, denn dies steht in
unmittelbarem Zusammenhang mit dem Screeningaufwand.
Bis heute ist Screening der Engpass der gerichteten Evoluti-
on, sei es bei der Bestimmung der Stereoselektivit�t, der
Aktivit�t oder der Thermostabilit�t. Die Zahl der Enzymva-
rianten (Mutanten) N eines aus X Aminos�uren bestehenden
Enzyms wird bei maximaler Diversit�t vom Algorithmus N =

19M X!/(X�M)!M! beschrieben, wobei M f�r die Gesamtzahl
von Aminos�uresubstitutionen pro Enzym-Molek�l steht.[4]

Wendet man dies z.B. auf ein aus 300 Aminos�uren beste-
hendes Enzym an, so ergeben sich unter Ber�cksichtigung
von 20 proteinogenen Aminos�uren 5700 m�gliche Mutanten
wenn nur eine Aminos�ure ausgetauscht wird, eine Zahl, die
bei zwei oder drei Austauschprozessen auf 16 Millionen bzw.
30 Milliarden ansteigt.[4]

Urspr�nglich wurde Zufallsmutagenese mithilfe von
Chemikalien, Licht oder Mutatorst�mmen induziert.[4] Heute

ist die meist verwendete
Genmutagenesemetho-
de die so genannte feh-
lerhafte Polymeraseket-
tenreaktion (epPCR),
bei der die Genauigkeit
des PCR-Prozesses
durch Variation der
MgCl2-Konzentration
(oder MnCl2) und/oder
der Nucleotidmengen
gezielt gest�rt wird.[4,11]

Die Fehlerrate kann
empirisch gesteuert werden. Im Zuge der ersten Beispiele f�r
genetische Enzymoptimierung[6] wurden bestimmte Genmu-
tagenesemethoden angewendet, um die Thermostabilit�t von
Enzymen zu erh�hen. Jedoch wurden, mit wenigen Ausnah-
men,[6f] lediglich Mutanten der ersten Generation erzeugt
bzw. getestet, was (noch) keine Evolution beinhaltet. In einer
wichtigen, im Jahre 1993 erschienenen Arbeit beschrieben
Arnold und Mitarbeiter mehrere epPCR-Zyklen bei niedri-
ger Mutageneserate, um die Robustheit der Protease Subti-
lisin E in Gegenwart des enzymsch�digenden L�sungsmittels
Dimethylformamid zu erh�hen.[7] Da epPCR auf das gesamte
Gen bzw. Enzym zielt, kann es als „Schrotflinten-Methode“
bezeichnet werden.[4] Aufgrund der Entartung des geneti-
schen Codes und anderer Faktoren werden jedoch manche
Aminos�uren bevorzugt bzw. andere benachteiligt[12]

Eine v�llig andere Vorgehensweise ist DNA-Shuffling,
eine von Stemmer[13–14] entwickelte rekombinante Methode,
in der z. B. zun�chst zwei Gene mithilfe einer DNAse zerlegt
werden unter Bildung von doppelstr�ngigen Oligonucleotid-
fragmenten aus 10–50 Basenpaaren.[4] Diese werden im Zuge
eines PCR-Prozesses amplifiziert. Wiederholende Zyklen von
Strangtrennung und Zusammenf�hrung („reannealing“) in
Gegenwart einer DNA-Polymerase gefolgt von einer ab-
schließenden PCR-Amplifizierung f�hren zur Zusammen-
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Schema 1. Einzelne Stufen der gelenkten Evolution stereoselektiver Enzyme.[8,9]
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setzung vollst�ndiger Genmutanten. „Family Shuffling“ ist
eine besonders effiziente Variante, in der homologe Gene
verschiedener Spezies gew�hlt werden unter Bildung von
Mutantenbibliotheken, die durch hohe katalytische Diversi-
t�t charakterisiert sind.[14]

Eine weitere h�ufig genutzte Methode ist die S�ttigung-
smutagenese, manchmal auch als Kassettenmutagenese oder
kombinatorische S�ttigungsmutagenese bekannt.[4, 15] Sie be-
inhaltet die Aminos�ure-Randomisierung an einer vorher-
bestimmten Position im Enzym, was die Einf�hrung aller
weiteren 19 proteinogenen Aminos�uren unter Bildung fo-
kussierter Mutantenbibliotheken bedeutet. Die Erweiterung
durch gleichzeitige Randomisierung von zwei oder mehreren
Aminos�urepositionen, also S�ttigungsmutagenese an einem
im Enzym definierten Ort („site“) ist ebenfalls m�glich. S�t-
tigungsmutagenese basiert auf strukturellen, mechanistischen
und/oder bioinformatischen Daten, denn nur so kann die
passende Wahl der vermutlichen Randomisierungsorte sinn-
voll getroffen werden. Es geht um ein Zusammenspiel von
rationalem Design und „blinder“ Evolution. Seit Mitte der
1980er Jahre wurden viele molekularbiologische Varianten
der S�ttigungsmutagenese entwickelt, allgemein unter Ver-
wendung entsprechender Oligonucleotide.[4,15] Entartete
Primer m�ssen entworfen und (kommerziell) hergestellt
werden, mit denen die genetische Information entsprechend
den gew�nschten bzw. codierten Mutationen in das Plasmid
eines Enzyms eingef�hrt wird. Die gegenw�rtig am h�ufigsten
genutzte Methode ist das sogenannte QuikChange-Protokoll
von Stratagene,[16] das auf �ltere Arbeiten aufbaut.[4, 15] Ur-
spr�nglich wurde es zur konventionellen ortsspezifischen
Einf�hrung einer bestimmten Aminos�ure entwickelt,
QuikChange kann jedoch auch zur gleichzeitigen Randomi-
sierung von bis zu f�nf Aminos�urepositionen genutzt
werden. Die Vorgehensweise ist in Schema 2 skizziert. Meis-
tens w�hlt man NNK-Codon-Degeneration (N: Adenin/Cy-
tosin/Guanin/Thymin; K: Guanin/Thymin), die alle g�ngigen
20 proteinbildenden Aminos�uren codieren. Alternative
Codon-Degenerationen sind ebenfalls m�glich, insbesondere
wenn ein reduziertes Aminos�ure-Alphabet verwendet
werden soll (Abschnitt 3.3).

In manchen F�llen funktioniert das QuikChange-Ver-
fahren nicht.[17] Es gelang uns z.B. nicht, zwei deutlich von-
einander ferngelegene Orte gleichzeitig zu randomisieren,
ferner verursachten große Plasmide �hnliche Probleme. Um
solche schwer zu amplifizierenden Template dennoch er-
folgreich zu nutzen, modifizierten und erweiterten wir vor-
angegangene Methoden unter Verwendung von nicht-�ber-
lappenden Oligonucleotiden.[15d–f] Das aus zwei Stufen be-
stehende Verfahren ist in Schema 3 dargestellt.[17] In der

ersten Stufe verbinden sich sowohl der mutagene Primer und
der Antiprimer, die nicht komplement�r sind, mit dem Tem-
plat. Die amplifizierte Sequenz wird dann in der zweiten Stufe
als Megaprimer verwendet. In diesem einfachen Vorgang
k�nnen Orte bestehend aus einer oder mehrerer Aminos�u-
repositionen in einem einzigen PCR-Schritt randomisiert
werden, und zwar unabh�ngig von ihrer Position in der
Gensequenz. In einer vergleichenden Studie wurden die
Vorteile dieser neuen Methode relativ zum QuikChange-
Verfahren und verwandten Techniken unter Verwendung von
vier verschiedenen Enzymen beleuchtet (Lipasen aus Can-
dida antarctica und Pseudomonas aeruginosa, Epoxidhydro-

Schema 2. Die experimentellen Stufen der S�ttigungsmutagenese nach
dem QuikChange-Verfahren.[16]

Schema 3. Methode zur S�ttigungsmutagenese schwer zu amplifizie-
render Template.[17] Gestrichelte Teile repr�sentieren das Gen; hellgrau:
Vektor-R�ckgrat; schwarz: gebildeter Megaprimer. In der ersten Phase
der PCR lagern sich sowohl der mutagene Primer (weiße Vierecke
deuten randomisierte Positionen an) als auch der Antiprimer (oder ein
weiterer mutagener Primer, im rechten Teil des Schemas) an das Tem-
plat an, und die amplifizierte Sequenz wird als Megaprimer in der
zweiten Stufe verwendet. Schließlich wird das Templatplasmid mit
DpnI verdaut und die resultierende Bibliothek in einem bakteriellen
Wirt transformiert. Das Schema auf der linken Seite illustriert die drei
verschiedenen Optionen bei der Wahl der Megaprimergr�ße f�r die
Randomisierung an einem einzigen Ort. Das Schema rechts zeigt die
Vorgehensweise f�r den Fall einer simultanen Randomisierung an zwei
Orten.
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lase aus Aspergillus niger sowie P450-BM3).[17] Wir haben f�r
solche „schwierigen“ Template auch ein zweites Verfahren
zur S�ttigungsmutagenese entwickelt und auf die Enoat-Re-
duktase YqjM erfolgreich angewendet (Abschnitt 3.4).[18] Es
basiert auf der von Li und Elledge entwickelten Klonie-
rungsmethode (SLIC), die von Sequenz und Ligation unab-
h�ngig ist.19] Ein Satz von Primern bestehend aus den ge-
w�nschten degenerierten Codons wird eingesetzt, um einen
Teil des YqjM-Gens zu amplifizieren, wobei pET21a-YqjM
als Templat dient. Danach werden der Rest des Gens und der
Vektor mit einem zweiten Satz von Primern amplifiziert, die
etwa 30 Nucleotid-Identit�ten mit dem ersten Paar aufweisen.
Nach Eliminierung des Templats werden die beiden PCR-
Produkte getrennt mit T4-DNA-Polymerase behandelt.
Ferner werden der Vektor und der Pool von degenerierten
Inserts neu gemischt und in E.-coli-RecA inkubiert, ein Ver-
fahren, das die Zusammensetzung von homologen Einzel-
str�ngen in vitro unterst�tzt. Schließlich erfolgt die Trans-
formation im E.-coli-DH5a-Stamm.[18]

Die Gr�ße einer Bibliothek kann zwischen mehreren
hundert und einigen Millionen variieren, je nachdem, wieviel
Laborarbeit investiert werden soll.[4] Im Falle sehr großer
Bibliotheken entstehen empfindliche Screeningprobleme,[10]

insbesondere wenn es um Enantioselektivit�t geht. Im Prinzip
k�nnen Selektionssysteme sehr große Zahlen bew�ltigen
(106–107),[4] jedoch m�ssen diese so konzipiert sein, dass der
Wirtsorganismus immer dann einen Wachstumsvorteil er-
f�hrt, wenn er eine Mutante mit verbessertem katalytischen
Profil beherbergt. Leider ist die Entwicklung effizienter Se-
lektionssysteme keine triviale Aufgabe, insbesondere wenn es
um die Verbesserung der Stereoselektivit�t geht. Tats�chlich
wurde trotz gewisser Fortschritte noch keine allgemein g�l-
tige L�sung dieses Problems gefunden.[21]

Die von uns und anderen Arbeitsgruppen entwickelten
ee-Screeningsysteme wurden an anderer Stelle zusammen-
gefasst.[9c,10] Zur Illustration sei hier lediglich das M�lheimer
Verfahren erw�hnt, das auf Massenspektrometrie (MS) ba-
siert und in g�nstigen F�llen etwa 5000 ee-Bestimmungen pro
Tag erm�glicht.[22] Da Enantiomere identische Massen auf-
weisen, k�nnen die relativen Mengen einer (R)- und (S)-
konfigurierten Verbindung mit konventionellen MS-Techni-
ken nicht bestimmt werden. Sind jedoch die Substrate isoto-
penmarkiert, dann k�nnen die Unterschiede in den Massen-
spektren von Pseudoenantiomeren problemlos detektiert
bzw. die Peaks integriert werden. Die Methode ist auf De-
symmetrisierung von meso-Verbindungen mit reaktiven
enantiotopen Gruppen und auf kinetische Racematspaltun-
gen beschr�nkt. Allerdings muss die Versuchsanordnung f�r
jedes neue Substrat und Produkt optimiert werden. Ferner ist
ein relativ teures MS-Instrument mit Multiplexing-Einrich-
tung erforderlich. Bislang wurde noch kein allgemein an-
wendbares ee-Screeningsystem entwickelt, ein Hinweis
darauf, dass die Forschung auf diesem anspruchsvollen
Gebiet weitergehen muss. Mitteldurchsatz bedeutet ee-
Screening von typischerweise 300–800 Proben pro Tag, was
h�ufig mit automatisierter Gaschromatographie (GC)[23a]

oder Hochleistungsfl�ssigkeitschromatographie (HPLC)[23b]

m�glich ist. Im Falle von fokussierten Mutantenbibliotheken
hoher Qualit�t reicht dies aus (Abschnitt 3). Es ist stets

ratsam, Vorabtests f�r Aktivit�t vorzuschalten, vorzugsweise
direkt auf den Agarplatten.[10b]

Eine v�llig andere Vorgehensweise, um das entscheidende
Problem des Hochdurchsatz-Screenings zu l�sen, bezieht sich
auf Pooling. Dabei werden multiple Proben simultan analy-
siert, gefolgt von Dekonvolution solcher Pools, die die An-
wesenheit von Treffern bzw. verbesserten Mutanten („Hits“)
signalisieren. Ein interessanter Ansatz wurde von Bommarius
beschrieben, der auf Monte-Carlo-Simulationen beruht.[24] Im
Allgemeinen ist dabei ein empfindlicher Aktivit�tstest er-
forderlich. Die Technik d�rfte immer dann erfolgreich sein,
wenn die Hintergrundaktivit�t minimiert wird, sodass eine
zuverl�ssliche Detektion kleiner Aktivit�tssteigerungen ge-
w�hrleistet wird. K�rzlich haben wir eine alternative Poo-
lingstrategie beschrieben (Abschnitt 3.4.1).[18]

Der Schwerpunkt des vorliegenden Aufsatzes liegt auf
Methodenentwicklung zur Steigerung der Effizienz der ge-
richteten Evolution. Rasche Gewinnung von stereoselektiven
(Bio)katalysatoren ist nicht nur eine Aufgabe der Grundla-
genforschung. Auch die Industrie ben�tigt einen zuverl�ssi-
gen Zugang zu katalytischen Prozessen innerhalb definierter
Zeitspannen.

2. Erste Beispiele f�r gerichtete Evolution enantio-
selektiver Enzyme

In einer „proof-of-principle“-Studie stellten wir uns das
Ziel, die Enantioselektivit�t der Lipase aus Pseudomonas
aeruginosa (PAL) als Katalysator bei der hydrolytischen ki-
netischen Racematspaltung des Esters rac-1 zu erh�hen.[8]

Wildtyp(WT)-PAL zeigt einen Selektivit�tsfaktor von nur
E = 1.1 zugunsten von (S)-2 (Schema 4). Nach vier epPCR-

Zyklen bei niedriger Fehlerrate konnten wir eine Mutante mit
vier Punktmutationen Val47Gly/Ser149Gly/Ser155Leu/
Phe259Leu und einem Selektivit�tsfaktor von E = 11 identi-
fiziert.

Da die f�nfte epPCR-Runde nur eine geringe Steigerung
der Enantioselektivit�t bewirkte (E = 13), galt es, bessere
Strategien zu entwickeln. Daher investierten wir mehrere
Jahre der Forschung, um verschiedene Ans�tze zu testen,

Schema 4. Hydrolytische Racematspaltung von rac-1 katalysiert durch
PAL-Mutanten.[8]
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unter anderem S�ttigungsmutagenese an den vier im epPCR-
Vorgang identifizierten empfindlichen Stellen („hot
spots“).[25] In einem Fall erwies sich das Prozedere als er-
folgreich, speziell als Folge der Randomisierung an Position
155 weit entfernt vom aktiven Zentrum des Enzyms (E = 20),
in anderen F�llen konnten jedoch keine verbesserten Mu-
tanten gefunden werden. Die Idee, auf epPCR-identifizierte
„hot spots“ zu fokussieren, wurde auch von Arnold und Mi-
yazaki in einer Studie zur Thermostabilisierung experimentell
realisiert.[26] Seitdem wurde diese Strategie des �fteren in der
gerichteten Evolution angewendet. Sie leidet jedoch unter
dem Nachteil, dass epPCR allgemein zur Akkumulation von
�berfl�ssigen Mutationen f�hrt, sodass S�ttigungsmutagenese
nicht immer positiv verl�uft.

In einem zukunftstr�chtigen Experiment wurde eine fo-
kussierte Mutantenbibliothek durch S�ttigungsmutagenese
an einem Ort bestehend aus Aminos�urepositionen 160–163
direkt neben der Bindungstasche von PAL generiert (Abbil-
dung 1).[28] Dazu wurde die �bliche NNK-Codon-Degenera-

tion verwendet. Nach dem Screening von 5000 Transfor-
manten wurde eine Mutante Glu160Ala/Ser161Asp/
Leu162Gly/Asn163Phe mit einem E-Wert von 30 identifi-
ziert. Dies war der erste Fall einer fokussierten Bibliothek, die
durch S�ttigungsmutagenese direkt an der Bindungstasche
eines Enzyms mit dem Ziel generiert wurde, die Enantiose-
lektivit�t zu steigern.[28] Das positive Ergebnis diente als
Zeichen daf�r, dass Mutationen in der N�he des aktiven
Zentrums einen gr�ßeren Einfluss auf die Stereoselektivit�t
aus�ben als solche, die ferngelegen sind. Unsere Vermutung
wurde sp�ter durch eine statistische Analyse von Kazlauskas
et al. untermauert,[29] und es ist eine heute allgemein akzep-
tierte Hypothese, die in j�ngster Zeit durch eine Studie von
Dalby et al. erneut best�tigt wurde.[30]

In weiteren Versuchen ber�cksichtigten wir erneut den
Ort 155/162 und generierten als Folge der simultanen Ran-
domisierung zwei Mutanten mit E-Werten von 30 bzw. 34.[28]

Diese und andere fr�he Versuche in unseren Laboratorien
suggerierten, dass Randomisierung an einer Stelle gefolgt von
Mutagenese durch epPCR oder erneuter Randomisierung
eine n�tzliche Strategie zum Durchmustern des Protein-Se-
quenzraumes ist.[25, 28] Jedoch haben wir diesen Ansatz erst
einige Jahre sp�ter mit der Entwicklung der iterativen S�tti-
gungsmutagenese (ISM)[31] systematisiert (Abschnitt 3), eine
Vorgehensweise, die sich als weitaus erfolgreicher als ur-
spr�nglich angenommen erwiesen hat!

Die beste PAL-Mutante (E = 51) wurde evolviert durch
eine Strategie bestehend aus epPCR bei hoher Fehlerrate in
Kombination mit DNA-Shuffling unter simultaner Rando-
misierung an den Positionen 155/162.[28] Die (S)-selektive
Mutante ist durch sechs Punktmutationen gekennzeichnet,
wobei nur eine (Leu162Gly) in der N�he der Bindungstasche
gelegen ist. Dies �berraschte uns, verbindet man doch
Enantioselektivit�t mit Emil Fischers Schloss-Schl�ssel-
Prinzip. Eine QM/MM-Studie deckte nicht nur den Ursprung
der erh�hten Enantioselektivit�t auf („Relay“-Mechanis-
mus), sie sagte auch voraus, dass von den sechs Punktmuta-
tionen nur zwei erforderlich sein d�rften, n�mlich Ser53Pro
und Leu162Gly.[32] Sodann wurde die Doppelmutante mit
konventioneller ortsspezifischer Mutagenese generiert, wobei
sich herausstellte, dass sie mit E = 63 (S) sogar noch enan-
tioselektiver ist! Wir betrachteten dies als Triumph der
Theorie, wurden jedoch angesichts der Anh�ufung von vier
�berfl�ssigen Mutationen davon �berzeugt, dass unsere bis-
herige Mutagenese-Strategie nicht wirklich effizient sein
konnte.[32b] Wie schon dargelegt, d�rften �berfl�ssige Muta-
tionen in der gerichteten Evolution gar nicht so ungew�hnlich
sein, obgleich diese Facette nur selten beleuchtet wird.[4] Die
Entstehung solcher Mutationen bedeutet �berfl�ssiges Ar-
beiten im Labor sowie Mehraufwand beim Screening. Auf
dem Weg zur besten PAL-Mutante mussten etwa 50000
Transformanten gescreent werden.[4f, 28] In �hnlicher Weise
gelang uns die Umkehrung der Richtung der Enantioselek-
tivit�t. So evolvierten wir (R)-selektive PAL-Mutanten mit E-
Faktoren von 4–5,[9b] und kurz darauf eine Variante mit E = 30
(R).[33]

Mit den oben skizzierten Strategien wandten wir uns an-
deren Enzymen zu, insbesondere Monooxygenasen f�r
enantioselektive Baeyer-Villiger(BV)-Reaktionen[34] und
Sulfoxidationen von prochiralen Thioethern.[23b] Biochemiker
hatten schon vor langer Zeit den Mechanismus von Baeyer-
Villiger-Monooxygenasen (BVMOs) weitestgehend aufge-
kl�rt,[35] und organische Chemiker haben diese Enzyme bei
etlichen Desymmetrisierungsreaktionen prochiraler Ketone
und/oder bei oxidativen kinetischen Racematspaltungen
unter selektiver Bildung von enantiomeren Estern oder
Lactonen angewendet.[36] Die am h�ufigsten eingesetzte
BVMO ist Cyclohexanon-Monooxygenase (CHMO) aus
Acinetobacter sp. NCIMB 9871. Wie auch bei anderen
BVMOs handelt es sich um ein Enzym mit einer Flavin-
(FAD)- und einer NADPH-Bindungsdom�ne.[35,36] Das en-
zymgebundene FAD reagiert mit Sauerstoff unter Bildung
eines Alkylhydroperoxids, das sich nucleophil an die Carbo-

Abbildung 1. PAL-Bindungstasche,[27] die den S�ure-Teil von rac-1 be-
herbergt. Gekennzeichnet ist der Aminos�ure-Abschnitt 160–163, der
durch S�ttigungsmutagenese simultan randomisiert wurde, um die
Enantioselektivit�t der hydrolytischen kinetischen Racematspaltung
von rac-1 zu steigern.[28] Ser82 als Teil der katalytischen Triade Asp/
His/Ser greift im geschwindigkeits- und konfigurationsbestimmenden
Schritt nucleophil die Carbonylfunktion an unter Bildung eines kurzle-
bigen Oxyanions.
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nylfunktion des Ketons anlagert unter Entstehung des Crie-
gee-Intermediats, gefolgt von der �blichen Fragmentierung/
Umlagerung und Freisetzung des Esters oder Lactons. Re-
duktion des oxidierten Flavins durch NADPH regeneriert das
aktive FAD. Zum Zeitpunkt unserer ersten Studie �ber ge-
richtete Evolution enantioselektiver BVMOs existierte noch
keine einzige R�ntgenstrukturanalyse einer BVMO.[34] Daher
waren wir gezwungen, epPCR anzuwenden. Als Enzym
w�hlten wir CHMO und als Testreaktion die oxidative De-
symmetrisierung von 4-Hydroxycyclohexanon. Zu jener Zeit
setzten wir uns das anspruchsvolle Ziel, die wenig selektive
WT-CHMO (ee = 9% (R)) in hoch (R)- und (S)-selektive
Mutanten wahlweise umzuwandeln. Dies gelang auch, wobei
mehrere (R)- und (S)-selektive Mutanten evolviert werden
konnten mit Enantioselektivit�ten im Bereich von jeweils 80–
90%.[34]

Die Generierung von (R)- und (S)-selektiven CHMO-
Mutanten auf optionaler Basis ist ein weiteres beachtens-
wertes Beispiel f�r gerichtete Evolution. Mindestens so ein-
drucksvoll w�re es jedoch, wenn eine gegebene Mutante eine
breite Substratakzeptanz aufweisen w�rde. Deshalb pr�ften
wir z.B. die Einzelmutante Phe432Ser als Katalysator bei der
BV-Reaktion weiterer Ketone, so auch 4-substituierte Cy-
clohexanonderivate (Methyl, Ethyl, Methoxy, Chlor, Brom,
Iod). Tats�chlich erwiesen sich alle BV-Desymmetrisierungen
als hoch enantioselektiv (ee = 95–99 %).[34] Sp�ter wurde die
gleiche Mutante bei strukturell recht unterschiedlichen Ke-
tonen ebenfalls erfolgreich getestet (Tabelle 1).[37] Diese Er-
gebnisse belegen eindrucksvoll, dass das klassische Credo der
gerichteten Evolution, „you get what you screen for“,[4] er-
g�nzt werden muss durch den Folgesatz, „you may get more
than what you screen for“. Gerade Chemiker ben�tigen Ka-
talysatoren, die nicht nur f�r eine einzige Verbindung bzw.
Reaktion wirksam sind.

In einem parallelen Projekt untersuchten wir mit der
gleichen epPCR-Strategie die asymmetrische CHMO-kata-
lysierte Sulfoxidation von prochiralen Thioethern des Typs 4
unter Bildung des entsprechenden chiralen Sulfoxids 5
(Schema 5).[23b] WT-CHMO zeigt eine Enantioselektivit�t
von nur 14% ee zugunsten von (R)-5. Mehrere hoch (R)- und
(S)-selektive Mutanten konnten evolviert werden (jeweils 98–

99% ee). Somit wird abermals demonstriert, dass gerichtete
Evolution nicht nur die Erh�hung, sondern auch die Um-
kehrung der Stereoselektivit�t einer enzymkatalysierten Re-
aktion m�glich macht. Interessanterweise zeigte sich, dass
eine der besten (R)-selektiven Mutanten (Phe432Ser) mit
99% ee die gleiche ist, die wir in dem ersten Projekt zur
Steuerung der BVMO-Stereoselektivit�t unabh�ngig identi-
fiziert hatten. In einigen F�llen wurden bei der asymmetri-
schen Sulfoxidation eine unerw�nschte �beroxidation unter
Bildung des entsprechenden Sulfons beobachtet (bis zu
20%).[23b] Deshalb wurde eine zus�tzliche epPCR-Runde
angeschlossen, wobei im Screening auf Chemoselektivit�t
geachtet wurde. So konnte die unerw�nschte Sulfonbildung
auf weniger als 5% gedr�ckt werden unter Beibehaltung der
hohen Enantioselektivit�t. Dies ist das erste Beispiel f�r die
Eliminierung einer unerw�nschten Nebenreaktion mithilfe
der gerichteten Evolution.

In diesen und in anderen BVMO-katalysierten asymme-
trischen Transformationen werden �blicherweise ganze
Zellen verwendet, sodass die Notwendigkeit eines In-vitro-
NADPH-Regenerationssystems entf�llt.[34–37] Diese Enzyme
sind in der Regel zu empfindlich, als dass sie in isolierter Form
problemlos eingesetzt werden k�nnen. Leider wurde die
Mehrzahl der organischen Chemiker nicht dazu ausgebildet,

Tabelle 1: Oxidative Desymmetrisierung von Substraten unter Verwen-
dung der CHMO-Mutante 1K2-F5 (Phe432Ser) mit Luftsauerstoff als
Oxidationsmittel in einem Ganzzellenprozess.[37]

Substrat ee [%]

94

99

91

97

78

96

>99

>99

>99

99[a]

[a] Unver�ffentlichte Ergebnisse von C. Clouthier, M. M. Kayser und M. T.
Reetz.

Schema 5. Enantioselektive Sulfoxidation mit CHMO-Mutanten unter
Verwendung von Luftsauerstoff als Oxidant in einem Ganzzellenpro-
zess.[23b]
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mit ganzen Zellen zu hantieren! Daher
nahmen wir mit großem Interesse die
bahnbrechenden Publikationen von Fra-
aije, Janssen und Mitarbeitern �ber die
Isolierung und Charakterisierung der
ersten thermostabilen BVMO zur
Kenntnis, der so genannten Phenylace-
ton-Monooxygenase (PAMO).[38] Sie ist
auch die erste, die mit einer R�ntgen-
strukturanalyse charakterisiert wurde,
wie Malito, Mattevi et al. berichteten.[39]

Wir spekulierten, dass diese Entdeckung
eine neue T�r auf dem Gebiet der
BVMO-Forschung �ffnen w�rde, k�me
doch die M�glichkeit in Betracht, iso-
lierte PAMO in Verbindung mit einem
In-vitro-NADPH-Regenerationssystem
bestehend aus einer robusten Alkohol-
dehydrogenase und Isopropylalkohol als
Reduktionsmittel einzusetzen. Leider
akzeptiert PAMO praktisch nur Phenyl-
aceton und einige Arylacetonderivate. So
reagiert z.B. 2-Phenylcyclohexanon
extrem langsam auch bei verl�ngerten
Reaktionszeiten mit < 10 % Umsatz
(7 Umg�1), ferner betr�gt die Enantio-
selektivit�t nur E = 1.5. Andere Substra-
te wie 2-Alkylcyclohexanonderivate rea-
gieren �berhaupt nicht. Mechanistisch
wurde anhand der R�ntgenstrukturana-
lyse von PAMO vorgeschlagen, dass
Arg337 das Criegee-Intermediat in der
Bindungstasche des Enzyms stabili-
siert.[39] Dieser Hinweis versetzte uns in
die Lage, die stereochemischen Ergeb-
nisse der CHMO-Mutante Phe432Ser zu
deuten. Ein Homologiemodell der
CHMO wurde mithilfe der R�ntgen-
struktur der PAMO konstruiert (Abbil-
dung 2).[39] Wir vermuteten, das Serin in
der Mutante Phe432Ser eine Wasser-
stoffbr�cke mit Arg337 bildet, wodurch
die Bindungstasche der mutierten CHMO eine neue Form
annimmt.[40] Ein wichtiger struktureller Unterschied zwischen
den beiden Monooxygenasen liegt in der Tatsache, dass
PAMO, nicht aber CHMO, �ber einen verl�ngerten Peptid-
abschnitt in Form eines Loop-Segments (Positionen 440–444)
direkt neben der Bindungstasche verf�gt. Diese „Ausbau-
chung“ kann daf�r verantwortlich sein, dass die �blichen bzw.
gr�ßeren Substrate in der Bindungstasche von PAMO keinen
Platz finden. Deshalb wendeten wir uns zun�chst dem ratio-
nalen Design zu und stellten mithilfe der ortspezifischen
Mutagenese Mutanten her, bei denen einige Aminos�uren im
kritischen Loop fehlen. Dieser Ansatz war nur zum Teil er-
folgreich,[40] weswegen wir uns sp�ter wieder der gelenkten
Evolution unter Einsatz neuer Strategien zuwendeten (Ab-
schnitt 4.2).[41, 42]

W�hrend der letzten zehn Jahre haben andere Arbeits-
kreise mitgeholfen, das Konzept der gerichteten Evolution

stereoselektiver Enzyme als Katalysatoren in der syntheti-
schen organischen Chemie zu verallgemeinern unter Ver-
wendung der oben skizzierten Mutagenese-Strategien. Diese
Fortschritte schließen Enzyme ein vom Typ Esterase,[29,43]

Lipase,[44a,b] Hydantoinase,[45] Epoxidehydrolase,[46] Nitrila-
se,[47] Aldolase,[48] Monoamin-Oxidase,[49] Baeyer-Villiger-
Monooxygenase,[50] Transaminase,[51] Benzoylformat-De-
carboxylase,[52] Phosphotriesterase,[53] P450,[54] Reduktase,[55]

Oxynitrilase[56] und Meerrettich-Peroxidase.[57] Zirkularper-
mutation, also die intramolekulare Neuplatzierung der C-
und N-Termini eines Proteins, wurde zur Erh�hung der
Enantioselektivit�t der Lipase aus Candida antarctica B
(CALB) erfolgreich angewendet.[44c] All diese Beitr�ge
wurden anderswo in �bersichtsartikeln zusammengefasst.[58]

Lediglich ausgew�hlte Beispiele seien hier erw�hnt, um das
zentrale Thema dieses Aufsatzes in den richtigen Rahmen zu
stellen.

Abbildung 2. Vergleich der Kristallstruktur von PAMO[39] (links) mit dem Homologiemodell von
CHMO[40] (rechts) mit 40 % Sequenzidentit�t. Der obere Teil zeigt die jeweilige Faltung der
beiden Enzyme, der untere Teil fokussiert auf die katalytisch aktive Stelle zusammen mit dem
FAD-Cofaktor als fettgemalte Striche und dem katalytisch aktiven Arginin. Die gelbe Farbe
kennzeichnet die Anwesenheit von zwei weiteren Aminos�uren in dem Arginin-stabilisierenden
Loop von PAMO im Vergleich zur CHMO.
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Eine wichtige Studie, die bei der Firma Diversa (Vereni-
um) durchgef�hrt wurde, bezieht sich auf die gerichtete
Evolution einer Nitrilase als Katalysator zur Desymmetri-
sierung des prochiralen Dimitrils 6 unter Bildung von (R)-
7,[47] welches als Intermediat bei der Synthese des Choleste-
rinsenkers Lipitor (8) dient (Schema 6). Die urspr�nglichen

Patente zum Schutz des Medikaments und des Syntheseweges
laufen demn�chst aus, ein Grund f�r Generika-Firmen in den
Wettlauf einzutreten (> $12 Milliarden Umsatz pro Jahr).
Nachdem Genom-Bibliotheken aus verschiedenen Quellen
ausgewertet wurden, standen etwa 200 aktive Nitrilasen mit
moderaten bis sehr guten Enantioselektivit�ten zur Verf�-
gung. Eine der besseren Nitrilasen f�hrte zur Bildung des
gew�nschten Produkts (R)-7 mit 94.5% ee. Wurde jedoch die
Reaktion bei einer industriell praktischen Konzentration von
2.25m durchgef�hrt, so nahm sowohl die Aktivit�t als auch
die Enantioselektivit�t ab (nur noch 87.8 % ee). Dies wurde
als Zeichen einer unerw�nschten Produktinhibierung ge-
deutet. Der rettende Anker war die gerichtete Evolution,
denn die systematische S�ttigungsmutagenese an allen 330
Aminos�urepositionen f�hrte zum Erfolg. Unter Einsatz des
M�lheimer MS-Screeningsystems[22] wurden etwa 31000
Klone getestet, in diesem Fall mit einem 15N-markierten
Substrat.[47] Dabei wurden etwa 17 verbesserte (R)-selektive
Mutanten identifiziert. Die beste Variante, Ala190His, zeigte
eine hervorragende Leistung unter Prozessbedingungen,
denn innerhalb von 15 h wurde bei erh�hter Konzentration
ein vollst�ndiger Umsatz bei 98% ee erzielt. Dieses Beispiel
zeigt, dass Produktinhibierung, die gelegentlich in der Bio-
technologie bedauerlicherweise auftritt, mithilfe der gerich-
teten Evolution aufgehoben werden kann, in diesem Fall
sogar mit dem Ansteigen der Enantioselektivit�t.[47]

Ein weiteres eindrucksvolles Beispiel f�r gelenkte Evo-
lution enantioselektiver Enzyme beruht auf der genetischen
Manipulation einer Monoamin-Oxidase, die in der Natur die
Racemisierung von Aminos�uren katalysiert. Sowohl (R)- als
auch (S)-selektive Monoamin-Oxidasen sind bekannt, die die
Enantiomerisierung von (R)- bzw. (S)-konfigurierten Ami-
nos�uren katalysieren. Diese Eigenschaft haben Turner und
Mitarbeiter in einem cleveren Deracemisierungsschema ge-

nutzt unter Bildung von Aminen mit extrem hohen ee-Werten
(Schema 7).[49a] Achirale Reduktionsmittel wie NaBH4,
NaB(CN)H3 oder H3NBH3 wurden in Gegenwart (R)- oder
(S)-selektiver Monoamin-Oxidasen eingesetzt. Da sich die

Aktivit�t des WT-Enzyms im Falle von Substraten des Typs
Phenylethylamin (rac-9) sowie die Enantioselektivit�t als le-
diglich moderat erwiesen, wurde gerichtete Evolution her-
angezogen. Infolge mehrerer Mutagenesezyklen mit dem
Mutatorstamm XL1 Red aus E. coli gefolgt von Transfor-
mation der Plasmidbibliothek in E. coli wurden etwa 150 000
bakterielle Kolonien bzw. Transformanten auf Aktivit�t unter
Einsatz eines kolorimetrischen Vorabtests evolviert. Danach
wurden die aktiven Treffer auf Enantioselektivit�t getestet.
Das Verfahren f�hrte zu gleich mehreren sehr aktiven Mu-
tanten, die nahezu vollst�ndige Enantioselektivit�t aufwiesen
(> 98% ee).[49a] Sp�ter wurde festgestellt, dass einige (R)- und
(S)-selektive Mutanten eine erstaunlich breite Substrat-
akzeptanz aufweisen, sogar im Falle der schwierigen Klasse
der terti�ren Amine.[49b] Dieses einfache zweistufen Eintopf-
verfahren wird von Ingenza kommerzialisiert. Die experi-
mentelle Plattform wurde seitdem erweitert unter Einbezie-
hung anderer Mutagenesemethoden.[4b, 49]

Schließlich sei das Beispiel eines ganz anderen Enzymtyps
erw�hnt, n�mlich die von Wong und Mitarbeitern erstmals
beschriebene gerichtete Evolution stereoselektiver Aldola-
sen.[48a,b] Seitdem hat sich das Thema zu einem faszinierenden
Forschungsfeld entwickelt.[48] Ein ungew�hnlicher Fall be-
zieht sich auf die Umkehrung der Diastereoselektivit�t einer
Aldolase unter Beibehaltung der vollst�ndigen Enantiome-
renreinheit der Produkte, wie es dem Arbeitskreis von Berry
gelungen ist.[48c,d] Von der WT-Tagatose-1,6-biphosphat-Al-
dolase wusste man, dass sie die Aldoladdition von 11 an den
chiralen Aldehyd 13 stereoselektiv unter Bildung des Aldols
12 katalysiert. Um das diastereomere Aldolprodukt 14 zu
gewinnen (Schema 8), wurden drei Runden von DNA-
Shuffling durchlaufen. Das Screening-Verfahren f�hrte zu
Mutanten mit der gew�nschten Stereoselektivit�t, d.h., eine
„Tagatose-Aldolase“ wurde in eine „Fructose-Aldolase“ ge-
netisch �berf�hrt. Labor-Evolution stereoselektiver Aldola-
sen ist von offenkundigem Wert bei der Synthese komplexer
stereoisomerer Produkte. Man kann auf weitere Fortschritte
auf diesem neuen Teilgebiet der gerichteten Evolution ge-
spannt sein.[48g]

Schema 6. Bildung der chiralen Verbindung (R)-7 als Baustein in der
Synthese des Cholesterinsenkers Lipitor (8), katalysiert durch eine
Nitrilase-Mutante.[47]

Schema 7. Turner-System zur Deracemisierung chiraler Amine.[49]
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All diese sowie weitere Beispiele f�r gerichtete Evolution
stereoselektiver Enzyme erwiesen sich als erfolgreich.[4g,58] In
den Studien spielte Effizienz beim Durchmustern des Prote-
in-Sequenzraums praktisch keine Rolle, denn dies war nicht
das prim�re Ziel. Tats�chlich wurden nur wenige Studien
durchgef�hrt, um die verschiedenen Mutagenesemethoden
und Strategien im Hinblick auf Bibliothekqualit�t und
Ausmaß des Screeningaufwands zu vergleichen.[4, 58,59] Wir
definieren die Qualit�t einer Mutantenbibliothek als Funk-
tion der Trefferfrequenz und der Katalysatorverbesse-
rung.[58, 60] Qualit�t l�sst sich nur im Lichte des Screening-
aufwands sinnvoll definieren. In diesem Bem�hen haben
einige Gruppen Computerprogramme entwickelt, z. B.
SCHEMA,[61] ProSAR,[62] FamClash,[63a] GLUE-IT und
PEDEL-AA[63b] und andere[63c–h] sowie die von uns vorge-
stellten Verfahren CASTER und B-FITTER.[20, 60]

In diesem Aufsatz liegt der Schwerpunkt auf unseren
Beitr�gen zur Entwicklung effizienterer Methoden in der
gerichteten Evolution, insbesondere zur Kontrolle der Ste-
reoselektivit�t und der Substratbreite (Aktivit�t). Wir sind
davon �berzeugt, dass in diesem Bem�hen die von uns ent-
wickelte iterative S�ttigungsmutagenese (ISM) durch unge-
w�hnlich hohe Effizienz ausgezeichnet ist.[18, 20, 31, 60] Anwen-
dungen aus unserem Arbeitskreis und neuerdings auch aus
anderen Gruppen werden pr�sentiert. Wenn m�glich, wird
die neue Methode mit �lteren bzw. klassischen Vorgehens-
weisen verglichen, insbesondere was Effizienz, Einfachheit
und Geschwindigkeit bei der Evolution hoher Stereoselekti-
vit�t angeht.

3. Iterative S�ttigungsmutagene (ISM) als wirksame
Strategie in der gerichteten Evolution

3.1. Allgemeines Konzept

Unsere urspr�ngliche Forschung mit der Lipase PAL
hatte unter anderem gezeigt, dass die S�ttigungsmutagenese
ein n�tzliches Werkzeug bei der gerichteten Evolution
enantioselektiver Enzyme nach Schema 1 ist.[28, 58a] Eine rege
Diskussion hinsichtlich der Vorteile von nah- versus fernge-
legenen Mutationen entfaltete sich.[29,58a] Zu jener Zeit �ber-

sahen wir jedoch die eigentliche Perspektive, die S�ttigungs-
mutagenese an Orten rundum der Bindungstasche eines
Enzyms erm�glicht – denn der Ansatz wurde nicht verallge-
meinert. Erst im Jahre 2005 haben wir mit der Entwicklung
des Combinatorial Active-Site Saturation Tests (CAST) den
ersten Schritt zur Systematisierung unternommen.[64] Es
handelt sich um die planm�ßige Ber�cksichtigung aller
Aminos�urepositionen, die die Bindungstasche umgeben.
Dies steht im Gegensatz zu fr�heren Untersuchungen, in
denen lediglich der eine oder andere Ort im Enzym rando-
misiert wurde, wie wir (Abbildung 1)[28] und andere Arbeits-
kreise praktiziert hatten.[4,65] Die Illustration in Schema 9
zeigt alle mutmaßlichen Orte an der Bindungstasche eines

Enzyms, wobei jeder aus einer oder mehreren Aminos�ure-
positionen bestehen kann. Somit ist CASTing ein n�tzliches
Akronym, das die Struktur-basierte Systematisierung von
fokussierten S�ttigungsbibliotheken am aktiven Zentrum
beschreibt,[18, 31, 60, 64] im Unterschied zur S�ttigungsmutagene-
se an ferngelegenen Orten oder Regionen im Enzym (Ab-
schnitte 4.3 und 5).

Im Lichte fr�herer Studien �ber fokussierte Mutanten-
bibliotheken zur Kontrolle der Enantioselektivit�t[9, 25,28] oder
Aktivit�t,[28, 65] spekulierten wir, dass die durch CASTing ge-
sicherte Systematisierung die schnellste und effizienteste
Methode in der gerichteten Evolution sein w�rde. Wir gingen
davon aus, dass sich auf diesem Wege die Struktur und die
Dynamik einer Bindungstasche beliebig manipulieren ließen
unter struktureller Neugestaltung des „Schlosses“ in Emil
Fischers Schloss-Schl�ssel-Postulat (oder in Koshlands „in-
duced fit“-Modell).[64] In einer grundlegenden Studie zur Er-
weiterung der Substratbreite eines Enzyms w�hlten wir
erneut die Lipase aus Ps. aeruginosa (PAL), diesmal unter
Anwendung der CAST-Methode. Mithilfe der PAL-Kristall-
struktur[27] wurden f�nf potenzielle Randomisierungsorte A,
B, C, D und E identifiziert, jeder bestehend aus zwei Ami-
nos�urepositionen (Abbildung 3). Vergleicht man diese
Strategie mit unserer urspr�nglichen Vorgehensweise, in der
lediglich ein willk�rlich ausgesuchter Randomisierungsort an
der PAL-Bindungstasche ber�cksichtigt wurde (Abbil-
dung 1), so wird das CASTing-Prinzip klar. Das spezielle Ziel
der Untersuchung war es, die Substratbreite so zu erweitern,
dass auch sperrige Ester, die von WT-PAL gar nicht akzep-
tiert werden, rasche Hydrolysen eingehen. Tats�chlich

Schema 8. Gerichtete Evolution von Aldolase-Mutanten, die eine Um-
kehrung der Diastereoselektivit�t bewirken.[48c–f ]

Schema 9. Allgemeines CASTing-Schema.[18, 31, 60, 64] Die Orte A, B, C
usw. befinden sich in n�chster N�he zur Bindungstasche und k�nnen
aus einer oder mehreren Aminos�urepositionen bestehen. Die Seiten-
ketten der Aminos�uren zeigen in der Regel auf das Innere der Bin-
dungstasche.
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wurden in zwei der Bibliotheken (A und D) Treffer gefunden,
ein eindrucksvolles Beispiel f�r die Verwendung der gerich-
teten Evolution zur L�sung klassischer Probleme dieser
Art.[64] In einigen F�llen wurde auch ein beachtliches Maß an
Stereoselektivit�t beobachtet, obgleich dies nicht das Ziel der
Versuche war.

CASTing wurde auch zur Enantioselektivit�tssteigerung
der Cyclopentanon-Monooxygenase (CPMO) als Biokataly-
sator bei der oxidativen Desymmetrisierung von 4-Methyl-
und 4-Acetoxycyclohexanon angewendet. WT-CPMO zeigt
bei diesen Reaktionen Enantioselektivit�ten von nur 46 % ee
bzw. 5% ee. Der CAST-Ansatz erwies sich als erfolgreich,
denn schon sehr kleine Mutantenbibliotheken bestehend aus
nur 150 Transformanten f�hrten zu Treffern mit > 90 % ee.[66]

In einer weiteren Studie untersuchten B�ckvall et al. die
PAL-katalysierte hydrolytische kinetische Racematspaltung
des axial-chiralen Esters rac-15 (Schema 10).[67] Die Lipase
weist bei der Reaktion einen Selektivit�tsfaktor von nur E =

8.5 auf. Lediglich 600 Transformanten aus Bibliothek D

(Abbildung 3) mussten in dem �blichen Screening-
Verfahren gepr�ft werden, um eine hoch enantiose-
lektive Mutante zu identifizieren (E = 111). Somit
war es nicht erforderlich, weitere CAST-Orte der
S�ttigungsmutagenese zu unterwerfen (obwohl
theoretisch interessant).[67]

Ein weiteres Beispiel f�r die Systematisierung auf
CAST-Basis bezieht sich auf die Umkehrung der
Enantioselektivit�t der Esterase aus Bacillus subtilis
(BS2) als Katalysator bei der hydrolytischen kineti-
schen Racematspaltung des terti�ren Acetats rac-17
(Schema 11).[68a] WT-BS2 zeigt akzeptable Enantio-
selektivit�t zugunsten von (R)-18 (E = 42), die in
einer vorangegangenen Studie mittels rationalem
Design unter Generierung der Einzelmutante
Glu188Asp auf E> 100 gesteigert werden konnte.[68b]

Mithilfe der R�ntgenstruktur von BS2 w�hlten
Bornscheuer und Mitarbeiter in der neueren Studie
zun�chst mehrere potenzielle CAST-Orte aus.[68a] Ein
Ort bestehend aus drei Aminos�urepositionen
(Glu188, Ala190 und Met193) wurde dann mit S�t-
tigungsmutagenese randomisiert, weil diese r�umlich
am n�chsten zur katalytischen Triade und zur Bin-
dungstasche gelegen sind. Simultane Randomisie-
rung unter Verwendung der NNK-Codon-Degene-
ration ergibt theoretisch 203 = 8000 strukturell un-
terschiedliche Mutanten, aber nur 1100 Klone

(Transformanten) wurden gescreent. Erstaunlicherweise
wurden selbst in einer solch kleinen Bibliothek Mutanten mit
umgekehrter Enantioselektivit�t zugunsten von (S)-18 ent-
deckt, z.B. die Doppelmutante Glu188Trp/Met193Cys (E =

64). Dabei wurde ein faszinierender epistatischer Effekt im
Zuge der Dekonvolution aufgedeckt. W�hrend die Einzel-
mutante Glu188Trp moderate (S)-Selektivit�t aufweist, be-
vorzugt die andere Einzelmutante Met193Cys das (R)-kon-
figurierte Substrat (E = 16). Daher ist ein dramatischer ko-
operativer Effekt im Spiel! Die Autoren stellten ferner fest,
dass die Doppelmutante als ausgezeichneter Katalysator bei
der Reaktion weiterer terti�rer Substrate fungiert, ohne dass
dabei zus�tzliche Mutageneseversuche erforderlich waren.[68a]

Abbildung 3. CAST-Orte A, B, C, D und E in der Lipase PAL.[64]

Schema 10. PAL-katalysierte hydrolytische kinetische Racematspaltung
des axial-chiralen Esters 15.[67]

Schema 11. Hydrolytische kinetische Racematspaltung des Esters rac-
17 unter Verwendung von BS2-Mutanten.[68]
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Zahlreiche andere Studien �ber die Verwendung der
S�ttigungsmutagenese f�r praktische und mechanistische
Anwendungen sind in j�ngster Zeit erschienen, obgleich eine
Systematisierung im Sinne von CASTing nicht angestrebt
wurde.[69] An dieser Stelle ist es wichtig in Erinnerung zu
rufen, dass die Generierung und das Screening einer an-
f�nglichen S�ttigungsbibliothek streng genommen noch keine
gerichtete Evolution beinhaltet, obwohl in g�nstigen F�llen
schon recht gute Ergebnisse erzielt werden k�nnen. Was ist
im Normalfall zu tun, um noch bessere Mutanten zu evol-
vieren?

Zwei Strategien f�r das weitere Vorgehen sind m�glich,
egal ob es um die weitere Steigerung der Aktivit�t oder Er-
h�hung der Stereoselektivit�t geht. Eine M�glichkeit besteht
darin, die gefundenen Punktmutationen von zwei Mutanten
aus zwei verschiedenen CAST-Bibliotheken mithilfe der
ortspezifischen Mutagenese in der Hoffnung zu kombinieren,
dass sich die jeweiligen positiven Einfl�sse addieren. Diese
Art, evolution�ren Druck auf das System auszu�ben, ist ein-
fach durchzuf�hren, denn neue Mutantenbibliotheken sind
nicht erforderlich. Wir haben diesen Ansatz bei der Steige-
rung der Aktivit�t von fr�her evolvierten PAL-Mutanten[64]

als Katalysatoren in der Hydrolyse von sperrigen Estern er-
folgreich getestet.[70] So wurden Punktmutationen von Mu-
tanten aus den Bibliotheken A und D kombiniert unter Ge-
nerierung neuer Varianten, die tats�chlich den gew�nschten
Effekt hinsichtlich der Erweiterung der Substratakzeptanz
zeigen.[70] Wahrscheinlich h�ngt dies damit zusammen, dass
die Bindungstasche r�umlich erweitert wurde, obgleich der
genaue Mechanismus noch ungekl�rt ist. Es sei bemerkt, dass
es nicht unbedingt die Einf�hrung einer Aminos�ure mit
sterisch kleinerer Seitengruppe ist, die zur Vergr�ßerung
einer Bindungstasche f�hrt, wie herk�mmlich angenommen.
Vielmehr k�nnen subtile Effekte im Spiel sein, z. B. ein
„Wegdrehen“ bestimmter Seitenketten weg von der Wand
der Bindungstasche, einfach weil neue H-Br�cken oder p-p-
Wechselwirkungen an anderer Stelle die Oberhand gewin-
nen.[70] Das Kombinieren von Mutationen kann also erfolg-
reich sein, hat aber Grenzen, denn die dabei bewirkte struk-
turelle Diversit�t ist begrenzt und kann sogar das Gegenteil
bewirken.

Eine zweite Strategie erschien uns attraktiver, n�mlich die
Idee der iterativen S�ttigungsmutagenese (ISM). Statt von
einem vermeintlichen Randomisierungsort zu anderen zu
wechseln ohne dabei methodisch vorzugehen, wie wir es in
unserem urspr�nglichen PAL-Projekt getan hatten[25, 28] und
wie einige andere Arbeitsgruppen mit unterschiedlichen
Zielen es ebenso praktiziert hatten,[4, 65, 69] war nun Systema-
tisierung als Kerngedanke von ISM angesagt.[18,20, 31, 60,71]

Schema 12 illustriert den Fall, in dem vier Randomisierung-
sorte A, B, C und D involviert sind. Das Gen einer verbes-
serten Mutante aus einer Bibliothek wird als Ausgangspunkt
(Templat) f�r Randomisierungsexperimente an den anderen
Orten verwendet, wobei dieser Prozess so lange systematisch
weitergef�hrt wird, bis die gew�nschte Katalysatorverbesse-
rung erreicht worden ist.

In der dritten und in den darauffolgenden Generationen
steigt die Zahl der Bibliotheken in einer nicht-konvergie-
renden Art. Jedoch vereinfacht sich das Schema grunds�tz-

lich, wenn in jedem aufw�rts steigenden ISM-Pfad jeder Ort
nur einmal „besucht“ wird. Schema 13 macht deutlich, dass
ein solches System konvergiert, und dass lediglich 64 durch
S�ttigungsmutagenese erzeugte Bibliotheken involviert
sind.[18, 20, 31,60, 71] Wie wir sehen werden, ist es nicht erforder-
lich, alle 64 Bibliotheken zu generieren.

Auf molekularer Ebene spielt sich Folgendes ab: In den
Bibliotheken der ersten Generation werden Treffer mit
strukturell ver�nderten Bindungstaschen erzeugt. Bei jeder
weiteren Generation reagiert das System epistatisch auf ad-
ditive, partiell additive, antagonistische oder kooperative
Wechselwirkungen zwischen den neuen und alten Mutatio-
nen.[60,71–73] Am g�nstigsten ist es, wenn kooperative Effekte,
also mehr als additive Wechselwirkungen, wirksam sind. Die
bisherige Erfahrung zeigt, dass genau dies in ISM-Pfaden
eintritt. Synergie dieser Art kann auf zwei Wegen zustande
kommen. Denkbar sind Wechselwirkungen zwischen den
eingewechselten Aminos�uren innerhalb eines Satzes von
Punktmutationen, aber auch und insbesondere zwischen den
jeweiligen S�tzen von Punktmutationen. Ersterer Effekt ist
logischerweise nur dann m�glich, wenn der Randomisie-
rungsort aus mindestens zwei Aminos�urepositionen besteht.
Im Unterschied zu anderen Mutagenesestrategien, wie z. B.
epPCR, wird im fokussierten Vorgehen der ISM-Methode die
Wahrscheinlichkeit maximiert, Kooperativit�t zu bewirken.
Die korrekte Wahl der Randomisierungsorte richtet sich nach
der Katalysatoreigenschaft, die optimiert werden soll. Wird
die Erh�hung oder die Umkehrung der Stereoselektivit�t
angestrebt oder die Erweiterung der Substratbreite (Aktivi-
t�t), so wird CASTing herangezogen (Schema 9). Es ist aber

Schema 12. Prinzip der iterativen S�ttigungsmutagenese (ISM), illus-
triert f�r den Fall von vier Randomisierungsorten A, B, C und D. Jeder
Ort kann aus einer oder mehreren Aminos�urepositionen beste-
hen.[18, 20, 31, 60, 71]

Schema 13. Vereinfachtes ISM-Schema bestehend aus vier Randomi-
sierungsorten A, B, C und D, wobei in jedem Pfad jeder Ort nur
einmal ber�cksichtigt wird.[18, 20, 31, 60, 71]
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auch m�glich, CASTing dahingehend zu erweitern, dass
Aminos�urepositionen in der zweiten Sph�re („second
sphere residues“) gew�hlt werden (Abschnitt 4.2).[42] Ferner
besteht die M�glichkeit, die Gestalt der Bindungstasche zu
ver�ndern, indem Randomisierung an einer ferngelegenen
Stelle im Enzym vorgenommen wird, die zu einem allosteri-
schen Effekt f�hrt in Abwesenheit eines Effektormolek�ls[73]

(Abschnitt 4.3). Bislang wurde ISM haupts�chlich im
Rahmen des CASTing-Konzepts experimentell realisiert.
ISM kann aber auch herangezogen werden, um ganz andere
katalytische Parameter zu steuern, so z. B. Thermostabilit�t
oder Robustheit in Gegenwart von enzymsch�digenden or-
ganischen L�sungsmitteln. Dazu wird im Zuge der B-FIT-
Methode ein anderes Kriterium zur Bestimmung der opti-
malen Randomisierungsorte herangezogen (Abschnitt 5).[20]

3.2. Erstes Beispiel f�r ISM

Das erste Beispiel f�r ISM bezieht sich auf die gerichtete
Evolution der Epoxidhydrolase aus Aspergillus niger
(ANEH) als Katalysator in der hydrolytischen kinetischen
Racematspaltung von rac-19 (Schema 14).[31] WT-ANEH fa-

vorisiert die Bildung von (S)-20, jedoch mit schlechter
Enantioselektivit�t (E = 4.6). Mit Jacobsens chiralem Salen-
Komplex verf�gt der Chemiker �ber einen exzellenten Ka-
talysator f�r Ring�ffnungen von Epoxiden.[74] Unser Ziel war
es jedoch, das ISM-Konzept im Labor mit einer einfa-
chen Modellreaktion zu testen und mit anderen Stra-
tegien zu vergleichen. In einer vorangegangenen Studie
unter Verwendung der gleichen Reaktion mit ANEH
als Katalysator hatten wir epPCR als Mutageneseme-
thode angewendet und nach dem Screening von 20 000
Transformanten eine lediglich leicht verbesserte Mu-
tante identifizieren k�nnen (E = 11).[46a] Die R�ntgen-
struktur von WT-ANEH weist die Bindungstasche als
einen relativen schmalen Tunnel auf,[75] was m�glicher-
weise der Grund daf�r ist, dass dieses Enzym als
„schwierig“ gilt.

Sechs CAST-Orte A, B, C, D, E und F wurden mit-
hilfe der R�ntgenstruktur (Abbildung 4) identifiziert,
wobei jeder aus zwei oder drei Aminos�urepositionen
besteht.[31]

Der beste Treffer aus den sechs Mutantenbiblio-
theken kam aus B (E = 14), und er wurde dann als
Templat f�r die S�ttigungsmutagenese am Ort C ver-
wendet. Weitere aufeinanderfolgende Randomisie-
rungsversuche an den Orten D, F und E f�hrten zu der
besten Mutante LM202 mit ungew�hnlich hoher
Enantioselektivit�t (E = 115), wobei die Reihenfolge

willk�rlich gew�hlt wurde.[31] Wie in Schema 15 zu erkennen
ist, akkumulieren f�nf S�tze von Mutationen unter Bildung
von LW202 mit insgesamt neun einzelnen Punktmutationen.
Da die Enantioselektivit�t schon so stark gestiegen war,

Schema 14. ANEH-katalysierte hydrolytische kinetische Racematspal-
tung von rac-19.[31]

Abbildung 4. CAST-Orte A–F[31] der Epoxidhydrolase aus Aspergillus
niger (ANEH), ausgesucht mithilfe der R�ntgenstrukturanalyse des
Wildtyps.[75] Asp192 (schwarz) initiiert den geschwindigkeits- und kon-
figurationsbestimmenden nucleophilen Angriff an dem weniger substi-
tuierten C-Atom von rac-19.

Schema 15. ISM-basierte Evolution enantioselektiver ANEH-Mutanten als Ka-
talysatoren zur hydrolytischen kinetischen Racematspaltung von rac-19.[31]
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haben wir Ort A oder gar andere ISM-Pfade nicht ber�ck-
sichtigt. Insgesamt wurden etwa 20000 Transformanten ge-
screent, was zuf�lligerweise der gleichen Zahl entspricht, die
in unserer ersten epPCR-basierten Studie erforderlich
war.[46a] Da die Ergebnisse deutlich �berlegen sind, E = 115
versus E = 11, vermuteten wir, dass ISM eine ungew�hnlich
effiziente Methode ist.[31]

Aus diesen Beobachtungen ergaben sich drei fundamen-
tale Fragen: 1) Was ist der Grund f�r die deutlich erh�hte
Enantioselektivit�t auf molekularer Ebene? Dazu haben wir
eine detaillierte mechanistische und strukturelle Studie[76]

durchgef�hrt, �ber die in Abschnitt 6 berichtet wird. 2) Ist
B!C!D!F!E der einzige Pfad im gesamten ISM-
Schema, der zu verbesserten Mutanten f�hrt? Die Frage wird
gegenw�rtig in unserem Labor untersucht; vorl�ufige Er-
gebnisse zeigen, dass viele Wege zum Erfolg f�hren.[77a]

3) Setzt man die f�nf S�tze von Mutanten so zusammen, dass
daraus alle theoretisch denkbaren Permutationen (Kombi-
nationen) entstehen, ist der urspr�ngliche Pfad B!C!D!
F!E der einzige, der von WT-ANEH zur besten Mutante
LW202 f�hrt? Die folgende Analyse zeigt, dass die Erfor-
schung aller Pfade dieser Art sowie die quantitative Erfas-
sung epistatischer Wechselwirkung entlang eines gegebenen
Pfades mithilfe einer vollst�ndigen Dekonvolution die M�g-
lichkeit bietet, die Natur von ISM zu beleuchten. Tats�chlich
stellte sich heraus, dass die Anwendung einer solchen De-
konvolutionsstrategie als eine Art Qualit�tskontrolle f�r be-
liebige Mutantenbibliotheken in der gerichteten Evolution
dient.[72]

Betrachtet man die f�nf S�tze von Punktmutationen, die
in f�nf Stufen des ISM-Vorgangs zu LM202 f�hren
(Schema 15), so wird klar, dass theoretisch 5! = 120 Pfade
vom WT-ANEH zu dieser besten Mutante existieren. Des-
halb sind 30 Mutanten relevant, deren Mutationss�tze per-
mutativ zusammengesetzt werden k�nnen (Schema 16).[72]

Unter Einsatz der ortspezifischen Mutagenese wurden 26
neue Mutanten hergestellt und in der Modellreaktion von
rac-19 getestet. Es geht also um neue Mutanten, jedoch nicht
um neue Aminos�ureaustauschprozesse. Die Mutanten, die
den Varianten B, BC, BCD und BCDF entsprechen, standen
schon aus unserer urspr�nglichen Studie zur Verf�gung.

Diese Vorgehensweise erlaubte uns, alle relevanten E-Fak-
toren sowie die entsprechenden Werte f�r die freie Enthalpie
(DDG�) zu ermitteln, und so eine „Fitness-Landschaft“ ex-
perimentell zu konstruieren.

Eine Fitness-Landschaft dieses Typs beinhaltet eine
sechsdimensionale Fl�che (Mutationss�tze B, C, D, E und F
sind unabh�ngige Vektoren, und DDG� ist eine unabh�ngige
Variable), deren graphische Darstellung schwierig ist. Wir
versuchten dies so weit wie m�glich in Schema 17 anschaulich

zu gestalten, indem alle Stufen der 120 Pfade ausgehend vom
WT-ANEH (oben) bis zur Mutante LW202 (unten) entspre-
chend angeordnet sind. Nach dem Kartieren der Energie-
profile aller 120 Mutationspfade identifizierten wir zwei
Typen von Pfaden. Der energetisch bevorzugte Typ erweist
eine kontinuierliche Abnahme der freien Enthalpie auf, also
ohne lokale Minima, wie z. B. in dem urspr�nglichen Pfad
B!C!D!F!E oder typischerweise auch im Falle von D!
C!F!E!B (Schema 17, gr�ne Pfade). Der zweite Pfadtyp
ist energetisch benachteiligt, denn er weist lokale Minima auf.
Ein typisches Beispiel ist Pfad E!C!F!D!B (Schema 17,
roter Pfad). Ermittelt man die erste Ableitung der DDG�-
Werte auf jeder Stufe eines Pfades, so sind die Ergebnisse mit
der vorangegangenen Analyse voll im Einklang.[72]

Die in unserer Studie ver�ffentlichte komplette Fitness-
Landschaft weist einige bemerkenswerte Merkmale auf.[72]

Am wichtigsten ist der Befund, dass 55 verschiedene Pfade
energetisch bevorzugt sind, was 45 % aller M�glichkeiten
entspricht, von WT-ANEH zu bester Mutante LM202 zu
gelangen. Dies ist ein hervorragendes „Abschneiden“, da ja
die angewandte Dekonvolutionsstrategie keine neuen Ami-
nos�ureaustauschprozesse zul�sst. Sollten letztere Vorg�nge
zugelassen werden, so kann man sich vorstellen, dass sehr
viele ISM-Pfade zum Erfolg f�hren w�rden (was gegenw�rtig
untersucht wird). Die zurzeit vorliegenden Daten zeigen jetzt
schon, dass gerichtete Evolution unter Verwendung von ISM,
auch in einer restriktiven Art unter Verwendung von redu-
zierten Codon-Degenerationen, zu erstaunlich vielen ener-
getisch g�nstigen Pfaden f�hrt. Der Vergleich mit anderen
Systemen, die zu anderen Schlussfolgerungen kommen,[78] ist
aufgrund der unterschiedlichen experimentellen Systemen
problematisch.

Schema 16. Die 30 m�glichen Mutanten als Zwischenstufen zwischen
WT-ANEH und der Enzymvariante LW202 unter Verwendung der f�nf
S�tze von Punktmutationen (Schema 15).[72] Die verbindenden Linien
deuten den urspr�nglichen Pfad B!C!D!F!E an, der eine von
insgesamt 120 M�glichkeiten darstellt.

Schema 17. Energieprofile der zwei Typen von Pfaden in der Fitness-
Landschaft, die WT-ANEH und Mutante LW202 verbinden:[72] Energe-
tisch bevorzugt (gr�n) wie im urspr�nglichen Pfad B!C!D!F!E
(Nummer 2) oder D!C!F!E!B (Nummer 60) und energetisch be-
nachteiligt (rot) wie in E!C!F!D!B (Nummer 84).
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Alle epistatischen Wechselwirkungen[79] entlang eines
gegebenen Pfades k�nnen quantitativ ermittelt werden, denn
die freie Enthalpie der Wechselwirkung (DG�

ij) zwischen
zwei Mutationss�tzen i und j [Gl. (1)] ist experimentell zu-
g�nglich:[72]

DG�
ij ¼ DDG�

exp�ðDDG�
i þDDG�

jÞ ð1Þ

wobei DDG�
exp die Differenz der Aktivierungsenergie zwi-

schen den Reaktionen beider Enantiomere ist (experimentell
erhalten durch die bin�re Kombination), w�hrend DDG�

i und
DDG�

j die experimentellen Energien der einzelnen S�tze
beinhalten. Die Werte f�r DG�

ij-Wechselwirkungen sind
entweder ein Maß f�r kooperative (synergistische) Effekte
(DG�

ij< 0), additive Effekte (DG�
ij = 0, also keine Interak-

tion), partiell additive Effekte (DG�
ij> 0 und jDDG�

i j und
jDDG�

j j < DDG�
exp j ), oder sie deuten antagonistische Ef-

fekte an (DG�
ij> 0 und jDDG�

i j oder jDDG�
j j >

jDDG�
exp j ).

Schema 18 illustriert den Fall des urspr�nglichen Pfades
B!C!D!F!E.[72] Es ist ersichtlich, dass auf jeder evolu-
tion�ren Stufe der kombinierte Einfluss der Mutationss�tze
mehr als additiv ist. Synergismus (Kooperativit�t) ist also der

Grund daf�r, dass die Enantioselektivit�t in so drastischer
Weise ansteigt. Tats�chlich wissen wir heute, dass hier und in
anderen F�llen diese Eigenschaft ganz charakteristisch ist f�r
ISM-Prozesse. Starke kooperative Effekte sind auch im Falle
der anderen Pfade im Spiel. Keiner der f�nf Mutationss�tze
ist �berfl�ssig, d.h. alle sind erforderlich, um die hohe von
LW202 gezeigte Enantioselektivit�t zu erreichen, was in an-
deren Studien der gerichteten Evolution unter Verwendung
herk�mmlicher Mutagenesemethoden und Strategien kei-
neswegs der Fall ist. Die Analyse der energetisch benachtei-
ligten Pfade ist ebenfalls erhellend. Es zeigte sich, dass lokale

Minima durch das Auftreten von antagonistischen Effekten
bewirkt werden. Jedoch treten auch bei solchen Pfaden sp�ter
starke kooperative Effekte auf, die zum „Erreichen“ der
Zielmutante LW202 entscheidend beitragen. Es ist ferner
m�glich, aus einem lokalen Minimum herauszukommen, und
zwar durch Zur�ckkehren um einen Schritt („backtracking“)
und �berspringen auf einen anderen bzw. g�nstigeren
Pfad.[72]

3.3. Oversampling und das Zahlenproblem der gerichteten
Evolution

Das Konzept des „Oversamplings“ in der gerichteten
Evolution bezieht sich auf die Zahl der Mutanten bzw.
Transformanten, die gescreent werden m�ssen, um einen
bestimmten Prozentsatz einer gegebenen Mutantenbiblio-
thek wirksam abzudecken („Coverage“); sie ist unabh�ngig
von der angewendeten Mutagenesemethode.[4, 60,80] In unseren
ersten Publikationen und in den Berichten anderer Gruppen
�ber S�ttigungsmutagenese wurde dieser Aspekt praktisch
nicht ber�cksichtigt, schließlich waren die experimentellen
Ergebnisse positiv. Beim Versuch, die Qualit�t einer Mutan-
tenbibliothek zu maximieren, ist es jedoch geboten, Over-
sampling zu ber�cksichtigen, denn dies ist eng mit dem
Screeningproblem verbunden. Gl�cklicherweise existieren
auf Poisson-Verteilung basierende Algorithmen, die beim
Entwerfen und Evaluieren von Mutantenbibliotheken diver-
ser Art hilfreich sind.[80b–d] Da die Bevorzugung bzw. Be-
nachteiligung bestimmter Aminos�uren („amino acid bias“)
im Protein nicht ber�cksichtigt wird, gelten die berechneten
Ergebnisse lediglich als Ann�herung. Die Zahlen sind jedoch
n�tzlich, denn klare Trends werden sichtbar. Das Ausmaß des
Oversamplings beim Screening von S�ttigungsbibliotheken
h�ngt von der verwendeten Codon-Degeneration ab. �bli-
cherweise wird NNK-Codon-Degeneration verwendet (Ab-
schnitt 1), welche 32 Codons und ein Stop-Codon beinhaltet,
die alle 20 proteinogenen Aminos�uren als Bausteine im
Randomisierungsprozess kodieren. Es ist jedoch auch m�g-
lich, ein reduziertes Aminos�ure-Alphabet zu verwenden,[81]

was einen großen Einfluss auf das Ausmaß an Oversampling
zur Folge hat, das f�r das Abdecken eines bestimmten Pro-
zentsatzes einer Bibliothek erforderlich ist („%-Cover-
age“).[60,71] Als Beispiel einer reduzierten Aminos�urebiblio-
thek sei die NDT-Codon-Degeneration erw�hnt (D: Adenin/
Guanin/Thymin; T: Thymin) mit nur zw�lf Codons und der
Codierung von zw�lf Aminos�uren, n�mlich Phe, Leu, Ile,
Val, Tyr, His, Asn, Asp, Cys, Arg, Ser und Gly. Dies entspricht
einer strukturell gut austarierten Mischung aus Bausteinen
mit polaren, nicht-polaren, aromatischen und lipophilen Sei-
tenketten.

Um das Verh�ltnis von %-Coverage und Ausmaß des
Oversamplings zu veranschaulichen, unabh�ngig vom ver-
wendeten Codon und Art der Mutagenese, haben wir von den
schon erw�hnten statistischen Methoden Gebrauch gemacht.
Der bekannte Algorithmus[80b] zum Absch�tzen der Voll-
st�ndigkeit als Funktion der Zahl von Transformanten
(Klone), die gescreent werden m�ssen, T, kann in Glei-
chung (2) transformiert werden, wobei Pi die Wahrschein-

Schema 18. Thermodynamischer Zyklus [Gl. (1)], der die Wechselwir-
kungen zwischen den f�nf Mutationss�tzen auf jeder Stufe des energe-
tisch g�nstigen Pfades B!C!D!F!E widerspiegelt.[72]
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lichkeit einer bestimmten Sequenz in der Bibliothek darstellt
und Fi die Frequenz bedeutet.[60b]

T ¼ �lnð1�PiÞ=F i ð2Þ

Indem Fi, substituiert wird, gelangt man zur Glei-
chung (3), wobei V f�r die Zahl der Genmutanten in einer
Bibliothek steht:

T ¼ �V lnð1�PiÞ ð3Þ

Diese Beziehung definiert die Korrelation zwischen der
Zahl von Mutanten V einer gegebenen Bibliothek und der
Zahl der Transformanten T, die gescreent werden m�ssen, um
ein bestimmtes Ausmaß an Vollst�ndigkeit zu erreichen.
Daraus ergibt sich der von uns definierte Oversampling-
Faktor Of (Gl. (4)]:[60b]

Of ¼ T=V ¼ �lnð1�PiÞ ð4Þ

Berechnet man Of als Funktion von %-Coverage, so
ergibt sich die in Abbildung 5 wiedergegebene Kurve.[60b]

Man erkennt, dass z.B. bei 95 % Coverage der Of-Faktor etwa
3 betr�gt, d.h., ein dreifacher �berschuss von Transforman-

ten m�sste gescreent werden. Aufgrund des exponentiellen
Charakters der Beziehung steigt der Of-Faktor bei > 95%
Coverage drastisch an. Nat�rlich kann es vorkommen, dass
deutlich verbesserte Enzym-Mutanten auch bei geringer Co-
verage gefunden werden, doch sollten Entscheidungen hin-
sichtlich des Screening-Aufwands im Lichte der in Abbil-
dung 5 gezeigten Kurve getroffen werden.

F�r den Fall der simultanen Randomisierung an Orten
bestehend aus mehr als einer Aminos�ureposition berech-
neten wir f�r NNK- und NDT-Bibliotheken die Zahl der zu
evaluierenden Transformanten, die einer 95%igen Abde-
ckung (Coverage) des relevanten Protein-Sequenzraumes
entspricht (Tabelle 2).[60] Der potenzielle Screening-Aufwand
unterscheidet sich stark, je nachdem ob NNK oder NDT
verwendet wird. Im Falle eines Orts bestehend aus drei
Aminos�urepositionen ist bei Verwendung von NNK-Codon-
Degeneration das Screening von fast 100 00 Transformanten
erforderlich, um 95 % Coverage zu gew�hrleisten. Demge-

gen�ber betr�gt die Zahl im Falle von NDT lediglich 5000.
Wir haben die unterschiedlichen Verh�ltnisse von NNK
versus NDT im Bereich von 0% bis 95% Coverage errech-
net.[60b] Die Ergebnisse dienen als Leitfaden bei der Planung
von ISM-Experimenten.[60b] In �hnlicher Weise ist die Ana-
lyse anderer Codon-Degenerationen mithilfe des CASTER-
Computerprogramms m�glich.[20, 60b]

Die Frage nach der relativen Qualit�t von NNK- versus
NDT-Bibliotheken ist entscheidend, denn sie kann praktische
Konsequenzen haben. Deshalb entwarfen wir folgendes Ex-
periment: Sowohl eine NNK- als auch eine NDT-Bibliothek
von ANEH-Mutanten wurde generiert, und in beiden F�llen
wurden lediglich 5000 Transformanten gescreent, entspre-
chend 15 % bzw. 95 % Coverage.[60b] Als Modellreaktion
diente die hydrolytische Racematspaltung des trans-disubsti-
tuierten Epoxids rac-21 unter bevorzugter Bildung von
(2R,3S)-22 (Schema 19). Da WT-ANEH eine �ußerst niedri-

ge Aktivit�t aufweist, bestand das unmittelbare Ziel darin,
erh�hte Aktivit�t bei merklicher Stereoselektivit�t zu er-
zeugen. Zwei gleich große Bibliotheken wurden durch S�tti-
gungsmutagenese am Ort B in WT-ANEH durchgef�hrt
(Abschnitt 3.2, Abbildung 4). Es handelt sich dabei um die
gleichzeitige Randomisierung von drei Aminos�urepositio-
nen. Dabei stellte sich heraus, dass die H�ufigkeit von Tref-
fern mit verbesserter Aktivit�t und Enantioselektivit�t im
Falle der NDT-Bibliothek deutlich h�her ist als bei NNK.
Etwa 25 aktive Mutanten mit E-Faktoren zwischen 56 und 200
wurden identifiziert.[60b] Synthetisch betrachtet ist das Er-
gebnis ebenfalls bedeutsam, denn der Jacobsen-Katalysator

Abbildung 5. Beziehung zwischen %-Coverage einer Mutantenbiblio-
thek und Oversampling-Faktor Of.

[60b]

Tabelle 2: Oversampling f�r 95% Coverage als Funktion der NNK- und
NDT-Codon-Enartung (unter der Annahme, dass keine Aminos�uren be-
vorzugt oder benachteiligt werden).[60b]

NNK NDT
Zahl der
Aminos�ure-
positionen
an einem
Ort

Codons Ben�tigte
Transformanten

Codons Ben�tigte
Transformanten

1 32 94 12 34
2 1028 3066 144 430
3 32768 98163 1728 5175
4 1048576 3141251 20736 62118
5 33554432 100520093 248832 745433
6 >1.0 � 109 >3.2 � 109 >2.9 � 106 >8.9 � 106

7 >3.4 � 1010 >1.0 � 1011 >3.5 � 107 >1.1 � 108

8 >1.0 � 1012 >3.3 � 1012 >4.2 � 108 >1.3 � 109

9 >3.5 � 1013 >1.0 � 1014 >5.1 � 109 >1.5 � 1010

10 >1.1 � 1015 >3.4 � 1015 >6.1 � 1010 >1.9 � 1011

Schema 19. Hydrolytische kinetische Racematspaltung von rac-21 kata-
lysiert von Mutanten der Epoxidhydrolase aus Aspergillus niger
(ANEH).[60b]
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vermag nicht, trans-disubstituierte Epoxide des Typs rac-21
umzusetzen.[74] Die Vorteile eines reduzierten Aminos�ure-
Alphabets zur L�sung des Zahlenproblems der gerichteten
Evolution wurden auch in anderen Studien demonstriert
(Abschnitte 3.4.1 und 4.2).[18, 41, 66]

3.4. Weitere Beispiele f�r ISM

Nach der positiven Erfahrung mit ISM stellten sich bei der
Planung weiterer Forschung gleich mehrere Fragen: Wie all-
gemein ist die Strategie? Wie sollen die durch CAST-Analyse
identifizierten Aminos�urepositionen in Mutagenese-Orte
gruppiert werden? Funktioniert ISM auch im Falle von En-
zymen, bei denen Dom�nenbewegungen f�r die katalytische
Funktion essenziell sind? Wie soll ISM gehandhabt werden,
wenn zwei verschiedene katalytische Eigenschaften gleich-
zeitig optimiert werden sollen? L�sst sich ISM in Form von
iterativem CASTing anwenden, um ganz andere Eigenschaf-
ten zu optimieren wie z. B. Selektivit�t beim Binden von
Cofaktoren oder anderen Molek�len? Wir haben zu diesen
Fragen eine Reihe von Projekten durchgef�hrt (Abschnit-
te 3.4.1 und 3.4.2), und andere Gruppen haben ebenfalls zur
Verallgemeinerung des ISM-Konzepts beigetragen (Ab-
schnitte 3.4.3 bis 3.4.10).

3.4.1. Erweiterung der Substratakzeptanz und Erh�hung der
Enantioselektivit�t einer Enoat-Reduktase

Die biokatalytische asymmetrische Reduktion konjugier-
ter Olefine mithilfe von Enoat-Reduktasen aus verschiede-
nen Quellen[2, 82] ist eine gangbare Alternative zur �ber-
gangsmetallkatalyse[83] und Organokatalyse.[84] Ein interes-
santer Fall betrifft die gelenkte Evolution[18] der 37.4 kDa
großen Enoat-Reduktase YqjM aus Bacillus subtilis,[82b] eines
homologen „Old Yellow Enzyme“. Wie andere Enoat-Re-
duktasen, ist auch YqjM flavinabh�ngig. FMNH2 liefert ein
Hydrid an die eine p-Seite eines aktivierten Olefins, w�hrend
das Proton unter trans-Addition von der anderen Seite an-
gelagert wird. Die R�ntgenstrukturanalyse des YqjM f�hrte
zur Schlussfolgerung, dass Tyr169 als Protonquelle dient
(Schema 20).[82c] Damit die Umwandlung stattfindet, muss die

Carbonylfunktion des Substrats durch Wasserstoffbr�cken
ausgehend von His164 und His167 aktiviert werden.

Leider zeigt WT-YqjM nur geringe oder gar keine Akti-
vit�t sowie moderate Enantioselektivit�t bei vielen Substra-
ten von praktischem Interesse. So erfolgt z. B. die Reduktion
von 3-Methylcyclohexenon (23) nur langsam mit unbefriedi-

gender Stereoselektivit�t (76 % ee zugunsten von (R)-24)
(Schema 21).[82d] Wir stellten uns gleich mehrere Ziele, n�m-
lich die Erh�hung der Enzymaktivit�t sowie Verbesserung
und Umkehrung der Enantioselektivit�t der Modellreaktion.
Gleichzeitig sollten die so evolvierten (R)- und (S)-selektiven
Mutanten auch effiziente Katalysatoren bei der asymmetri-
schen Reduktion anderer Substrate sein.

Obwohl ISM naturgem�ß relativ kleine Mutantenbiblio-
theken erfordert, wollten wir das Screening-Aufkommen
noch weiter durch Pooling[24] (Abschnitt 1) reduzieren. Aus-
gehend von der von Phizicky vorgestellten Idee,[85] wonach
pr�definierte Pools von Proteinen aus Genomsequenzen
gescreent werden, entwickelten wir ein stufenweises GC-ba-
siertes Protokoll (Schema 22).[18] Die Anwendung unserer
Methode auf das YqjM-Projekt, in dem 96er Mikrotiterplat-
ten verwendet wurden, ging eindeutig mit geringerem
Screening einher. Die Analyse einer vollst�ndigen Spalte von
acht gepoolten Vertiefungen („wells“) ließ den Schluss zu,
dass weniger als 50% der Proben h�tten gescreent werden
m�ssen. Somit ließ sich der Screeningaufwand mehr als hal-
bieren. Die Vorteile einer solchen Poolingstrategie machen
sich besonders bemerkbar, wenn Randomisierungsorte falsch
gew�hlt werden, weil dann diese rasch eliminiert werden
k�nnen. Anstelle von 96 GC-Analysen sind dann nur 12 er-
forderlich.[18]

Nach Analyse der YqjM-R�ntgenstruktur mit p-Hydro-
xybenzaldehyd (pHBA) als Inhibitor[82c] identifizierten wir 20
Aminos�urepositionen f�r m�gliche S�ttigungsmutagenese
(Abbildung 6). Als Richtlinie diente dabei der Abstand zwi-
schen Aminos�ure und Inhibitor. Die Aminos�uren der
Triade His164/His167/Tyr169 wurden ausgeschlossen, da sie
direkt am katalytischen Geschehen beteiligt sind. Die aus-
gew�hlten Aminos�urepositionen wurden grob in drei
Gruppen aufgeteilt:[18] 1) eine „heiße Zone“ bestehend aus
Positionen Cys26, Tyr28, Ile69, Asp73 und Thr70 sowie zu
einem geringeren Maß Met25, Met27 und Glu111, wobei die
entsprechenden Seitenketten am n�chsten zu dem b-C-Atom
des Substrats situiert sind; 2) eine vermutlich „weiche Zone“
bestehend aus Ala60, Ala104 und Ala106 sowie Lys109,
wobei die Seitenketten der Alanin-Einheiten vermutlich
direkt auf das a-C-Atom des Substrats zeigen; 3) eine m�g-
licherweise „indifferente Zone“ bestehend aus Leu103,

Schema 20. Mithilfe der YqjM-R�ntgenstruktur abgeleiteter Reaktions-
mechanismus der asymmetrische Olefinreduktion.[82]

Schema 21. Modellreaktion bei der gerichteten Evolution enantioselek-
tiver Mutanten der Enoat-Reduktase YqjM.[18]
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His105, Ala166, Ser249, Gly251, Ala258 und Arg336, wobei
letztere zur Kette B geh�rt.

In jeder ISM-Studie muss entschieden werden, wie die
einzelnen Aminos�urepositionen f�r die vorgesehene S�tti-
gungsmutagenese gruppiert werden sollen. Im vorliegenden
Fall k�nnte man z. B. zehn Orte bestehend aus je zwei Posi-

tionen w�hlen. Wie schon dargelegt, kann ISM unter Ver-
wendung von Orten bestehend aus mehreren Aminos�ure-
positionen zu starken kooperativen Effekten f�hren (Ab-
schnitt 3.2).[72] Wie in Abschnitt 3.3 dargelegt, ben�tigen
jedoch solche Orte ein h�heres Maß an Oversampling als es
bei einzelnen Aminos�urepositionen der Fall ist (was aller-
dings durch die Verwendung eines reduzierten Aminos�ure-
Alphabets wieder kompensiert werden kann).[60] Im vorlie-
genden Fall optierten wir f�r 20 Orte mit je einer Amino-
s�ureposition und wendeten NNK-Codon-Degeneration an
(20 Aminos�uren als Bausteine), was das Screening von nur
100 Transformanten f�r 95% Coverage ben�tigt.[18] In einem
weiteren Versuch wurden zwei Aminos�urepositionen, Cy26
und Ala60, gleichzeitig randomisiert, diesmal unter Verwen-
dung der NDT-Codon-Degeneration (12 Aminos�uren als
Bausteine) (Abschnitt 3.3). Dabei wurde unsere SLIC-ba-
sierte Methode zur S�ttigungsmutagenese eingesetzt. Da die
Modellverbindung 23 praktisch gar nicht von WT-YqjM re-
duziert wird (lediglich 1.2% Umsatz unter den Bedingungen
der 96er Mikrotiterplatten), wurde das Screeningsystem so
konstruiert, dass Aktivit�t gemessen wurde.

Unter Anwendung des Pooling-Protokolls gekoppelt mit
automatisierter GC-Analyse gelang die Erfassung der En-
zymaktivit�t und anschließend der Enantioselektivit�t von je
100 Transformanten in den ersten 20 Mutantenbibliotheken.
Dabei wurden bemerkenswerte Beobachtungen gemacht:
1) Von den 20 Bibliotheken erwiesen sich 9 als ergiebig, denn
sie beherbergten besonders viele Treffer. 2) Sowohl (R)- als
auch (S)-selektive Mutanten wurden identifiziert, oft in ein
und derselben Bibliothek, ein Zeichen daf�r, dass der Aus-
tausch einer einzigen Aminos�ure die Richtung der Enan-
tioselektivit�t umkehren kann. 3) Erstaunlich hohe Enantio-
selektivit�ten wurden in dieser ersten Mutagenese-Genera-
tion beobachtet mit ee-Werten von bis zu 91% (R) und 84%
(S), obwohl kooperative Effekte noch gar nicht m�glich sind.
Eine begrenzte Zahl von ISM-Versuchen wurde dann in der
zweiten Runde durchgef�hrt, speziell indem die Gene der
aktiveren (jedoch nicht aktivsten) Treffer als Template f�r die
Randomisierung an anderen aus einer Aminos�ureposition
bestehenden Orten eingesetzt wurden. Es ist keineswegs
immer ratsam, den allerbesten Treffer f�r die n�chste Runde
zu verwenden, insbesondere wenn zwei verschiedene Kata-
lyse-Eigenschaften gleichzeitig optimiert werden m�ssen,
z. B. Aktivit�t und Enantioselektivit�t (siehe unten) Eine
vollst�ndige ISM-Systematisierung wurde im vorliegenden
Fall nicht vorgenommen, auch wurden keine alternativen
Gruppierungen getestet. Schon nach dem Screening von le-
diglich 5000 Transformanten wurden aktive (R)- und (S)-se-
lektive Mutanten mit > 95% ee identifiziert (Schema 23).
Man erkennt ferner, dass verschiedene Pfade zu hochselek-
tiven Mutanten f�hren, die jeweils unterschiedliche Amino-
s�ureaustauschprozesse (Sequenzen) beinhalten. Schließlich
wird ersichtlich, dass nur die Doppelmutanten der zweiten
Generation zu solch guten Ergebnissen f�hren, gleichbedeu-
tend mit dem Vorhandensein von starken kooperativen Ef-
fekten. Dieser Befund deutet darauf hin, dass eine Gruppie-
rung der 20 Aminos�urepositionen in 10 Orte bestehend aus
je zwei Aminos�uren die bessere Wahl gewesen w�re, was
allerdings noch untersucht werden muss.

Schema 22. Protokoll f�r Screening unter Pooling von definierten Zell-
kulturen �berexprimierter YqjM-Mutanten.[18] a) Ausw�hlen und Inoku-
lation einzelner Kolonien. B) Induktion der Expression von YqjM-Mu-
tanten. C) Zur�ckgewinnung durch Zentrifugieren einzelner Zellenpel-
lets und Kombinieren aller acht Zellenpellets einer Spalte. D) Aufbre-
chen der Zellen und Inkubation von 12 Biotransformationen pro Platte
durch Zugabe der erforderlichen Reagentien. E) Extraktion des Pro-
dukts mit organischem Solvens und GC-Analyse.

Abbildung 6. Die 20 Aminos�uren in der N�he der Bindungstasche
von YqjM, die f�r S�ttigungsmutagenese im Zuge von CASTing ausge-
w�hlt wurden.[18] a) Raumf�llendes Modell von YqjM (Kette A: hell-
grau; Kette B: hellblau; rote Kugeln: H2O-Molek�le; gelbe Kugeln:
FMN; blaue Kugeln: p-Hydroxybenzaldehyd als Inhibitor). Einige H2O-
Molek�le am Eingang zur Bindungstasche wurden zur besseren �ber-
sicht weggelassen. Der schwarze Pfeil deutet ein fernes Loop an.
b) Vergr�ßerter Blick auf das katalytisch aktive Zentrum. Gr�n gekenn-
zeichnete Aminos�ure-Positionen f�hrten bei der S�ttigungsmutagene-
se zu Treffern, nicht aber die grau gekennzeichneten.
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Einige der Mutanten wurden als Katalysatoren f�r die
asymmetrische Reduktion weiterer Substrate wie 3-Alkyl-
cyclohexenon-Derivaten und anderen Verbindungen getestet.
In erstaunlich vielen F�llen wurden sowohl (R)- als auch (S)-
Selektivit�t beobachtet (93–99 % ee). Typisch sind Substrate
25a,b (Schema 24).[18] Hier zeigt sich erneut, dass Mutanten,
die lediglich f�r ein bestimmtes Substrat evolviert wurden, als
effiziente Katalysatoren f�r recht unterschiedliche Verbin-
dungen dienen k�nnen bzw. eine pr�parativ interessante
Substratbreite aufweisen. Erneute Mutageneseversuche sind
dabei nicht erforderlich.

Wann immer in der gerichteten Evolution zwei Parameter
verbessert werden m�ssen, wie im vorliegenden Fall bez�g-
lich Aktivit�t und Enantioselektivit�t, sind zwei unter-
schiedliche Strategien m�glich. Sequenzielle versus simultane
Katalysatoroptimierung sind die beiden Optionen. Im vor-
liegenden Fall der simultanen Evolution erh�hter Aktivit�t
und Enantioselektivit�t war es essenziell, nicht allzu strin-
gente Auswahlkriterien anzulegen. Vielmehr wurden YqjM-
Mutanten ausgesucht, die im Screening-Vorgang unter-
schiedliche Enzymaktivit�ten zeigten. Es wurden also nicht
die alleraktivsten Mutanten f�r die darauffolgende Genera-
tion eingesetzt. Die „beste“ Mutante ist n�mlich nicht unbe-
dingt die optimalste.[18] Insbesondere wenn Orte bestehend
aus einer einzigen Aminos�ureposition der S�ttigungsmuta-
genese unterworfen werden, ist es ratsam, eine Kollektion
von Treffern zu ber�cksichtigen, die hohe sowie moderate
Aktivit�ten aufweisen. Diese k�nnen dann auf Enantiose-
lektivit�t getestet werden, noch vor der n�chsten Mutagene-
serunde. Solche nicht-verworfenen Mutanten („laterale
Treffer“) erinnern an die von Tawfik,[86] Arnold[87] und De-
Priesto[88] vorgeschlagene Theorie des „neutralen Drifts“. Wir
erkennen auch eine Beziehung zum Konzept der Quasispe-
zies von Eigen und Schuster,[89] das k�rzlich von Mannervik
und Kurtovic in ihrer Arbeit �ber gerichtete Evolution her-
angezogen wurde.[90] Unsere im Falle der YqjM-Studie er-
folgreich verwendete Strategie ist in Schema 25 verallgemei-
nert. Im oberen rechten Teil des Schemas befinden sich die
gew�nschten Mutanten mit zwei verbesserten Katalysatorei-
genschaften A und B.

Schema 23. Anwendung von ISM auf die YqjM-katalysierte Bioreduk-
tion von 23 als Modellreaktion.[18] Hellgraue Striche deuten die erste
Mutageneserunde an, die schwarz gestrichelten die zweite Runde.

Schema 24. Asymmetrische Reduktion der Ketoester 25a,b mit YqjM-
Mutanten, die urspr�nglich f�r die Reaktion der Modellverbindung 23
evolviert wurden.[18]

Schema 25. Bevorzugte Vorgehensweise bei der simultanen Optimie-
rung von zwei Katalysatoreigenschaften A und B.[18] Der schwarze
Stern symbolisiert die gew�nschte bzw. doppelt optimierte Mutante;
blaue und gr�ne gestrichelte Linien: hohe Schwellen; blaue und gr�ne
schraffierte Rechtecke: gelockerte Schwellen; blau und gr�n gef�llte
Kreise: beste Mutante bezogen auf Eigenschaft A bzw. B, die nicht f�r
weitere Mutageneseversuche verwendet werden: blaue und gr�ne
Kreise mit roten Kreuzen: Mutanten mit verbesserten Eigenschaften A
bzw. B; schwarze Kreise mit roten Kreuzen: Mutanten mit simultan
verbesserten Eigenschaften A und B; schwarze gestrichelte Pfeile:
zweite Mutageneserunde.
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Schließlich wurde in dieser ISM-Studie auch die Frage
nach der Qualit�t der Bibliotheken bezogen auf Aminos�ure-
Bevorzugung bzw. Benachteiligung gestellt.[18] Da der expe-
rimentelle Aufwand groß ist, wurden Qualit�tskontrollen
dieser Art praktisch nie durchgef�hrt. Mit der zunehmenden
Betonung auf Effizienz in der gelenkten Evolution[4, 18, 20, 59,60]

sind jedoch Untersuchungen dieser Art lohnend. Tats�chlich
dienen solche Checks dazu, unn�tiges Screening zu verhin-
dern, ganz im Sinne des Mottos „Es hat keinen Sinn, nach
etwas zu suchen, das nicht existiert“![18] Beispielsweise erfor-
dern Bibliotheken, in denen das zirkulare Templat nicht
vollst�ndig eliminiert worden ist, deutlich mehr Oversamp-
ling. Zu viele WT-Klone vermindern die Qualit�t einer Bi-
bliothek. Noch schlimmer ist es, wenn bestimmte Codons
unterrepr�sentiert oder gar nicht in der Bibliothek vorhanden
sind, denn dann wird sogar ein erh�htes Oversampling das
Problem nicht l�sen. Deshalb ist irgendeine Form der Qua-
lit�tskontrolle außerordentlich hilfreich, auch wenn sie nicht
durchgehend vollst�ndig ist.

Die Extraktion und Analyse aller Plasmide in einer ge-
gebenen Mutantenbibliothek bedeutet eine enorme wenn
nicht unl�sbare Aufgabe. In einer arbeitsm�ßig vereinfachten
Kontrolle �berpr�ften wir die Qualit�t von Mutantenbiblio-
theken dadurch, dass Sequenzanalysen von gepoolten Plas-
miden f�r jede Bibliothek vor der Transformation im Ex-
pressionsstamm durchgef�hrt wurden.[18] Wie erwartet bei
S�ttigungsversuchen, sind die vier Basen nicht gleich verteilt,
wie es idealerweise f�r Adenin (A), Thymin (T) Cytosin (C)
und Guanin (G) (Tabelle 3) sein sollte. Eine gewisse Un-
gleichverteilung (5–10%) kann schon aufgrund einer m�gli-
chen unsachgerechten Verteilung der synthetischen Primer
resultieren. Ein weiteres Problem entsteht, wenn ein Teil des
zirkularen Templats am Ende des Prozesses die Verdauung
�berlebt und transformiert wird. Schließlich werden manche
Aminos�uren bevorzugt bzw. andere benachteiligt, wenn die
gepoolten Primer unterschiedliche Annealing-Effizienzen
aufweisen. Beim YqjM-Projekt wurden im Falle der Biblio-
theken an den Orten A und B (NNK-Codon-Degeneration)
auch zwei ANK-Bibliotheken generiert mit dem Ziel, das
unterrepr�sentierte Adenin zu kompensieren. Bei der si-
multanen Randomisierung an zwei voneinander weit ent-
fernten Orten in YqjM (Positionen 26 und 60) wurde unsere
SLIC-basierte Methode angewendet und einzelne Kolonien
zur Sequenzierung geerntet. Die Ergebnisse zeigten unter
anderem, dass die gew�nschte vollst�ndige Eliminierung des
pET21a-YqjM-WT-Templats stattgefunden hat mit nur ge-
ringer Ungleichverteilung einiger Basen bzw. Codons.[18]

3.4.2. R�ckkehr zur Ps.-aeruginosa-Lipase (PAL)

Wie in Abschnitt 2 dargelegt, diente die Lipase aus Ps.
aeruginosa (PAL) jahrelang als Modellenzym beim Testen
unterschiedlicher Mutagenesemethoden und Strategien,
wobei stets die hydrolytische kinetische Racematspaltung des
Esters rac-1 als Modellreaktion verwendet wurde. Deshalb
bot sich an, dieses Katalysatorsystem erneut zu nutzen, dies-
mal unter Einsatz von ISM. Das Ziel war, die neue Methode
mit den urspr�nglich extensiv verwendeten Strategien direkt
zu vergleichen. Ferner galt es, alle theoretisch denkbaren

Pfade eines definierten ISM-Schemas zu untersuchen.[91] Da
die komplette Analyse eines ISM-Systems bestehend aus vier
Orten einen erheblichen Arbeitsaufwand beinhaltet
(Schema 13), haben wir das Schema auf drei Orte reduziert.
Dies beinhaltet sechs evolution�re Pfade und erfordert ma-
ximal 15 Randomisierungsbibliotheken (Schema 26).[91] Im
vorliegenden Fall bestehen die drei Orte A, B und C aus je
zwei Aminos�urepositionen (Bezeichnung entspricht nicht
Abbildung 3).

Nach dem Screening von nur 10000 Transformanten
wurde eine sehr aktive und hoch enantioselektive PAL-Mu-

Tabelle 3: Degeneration der YqjM S�ttigungsbibliotheken.[a][18]

[a] Der Prozentsatz jeder Base wurde aus den Sequenzierungsdaten der
gepoolten Plasmide f�r jede Bibliothek errechnet. Farbcode: gr�n
Adenin; rot Thymin; schwarz Guanin; blau Cytosin. Die Ergebnisse der
simultanen Randomisierung an zwei Positionen wurden durch die Se-
quenzanalyse von elf individuellen Klonen erhalten.

Schema 26. ISM-System bestehend aus drei Orten A, B und C.[91]
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tante evolviert mit einem Selektivit�tsfaktor von E = 594
zugunsten von (S)-2.[91] Dieser Wert wurde durch kinetische
Untersuchungen von (R)- und (S)-1 ermittelt, denn die An-
wendung der Sih-Gleichung ist bei einer solch hohen Enan-
tioselektivit�t nicht sinnvoll. Das Ergebnis ist deutlich besser
als die fr�her evolvierte Mutante (E = 51), die mithilfe von
epPCR, DNA-Shuffling und S�ttigungsmutagenese erhalten
wurde, und die das Screening von 50 000 Transformanten er-
forderlich gemacht hatte.[28, 58a] Der Grund f�r die enorm er-
h�hte Enantioselektivit�t der neuen Mutante muss v�llig
anders sein als im Falle der urspr�nglich evolvierten Variante,
denn im vorliegenden Fall sind ferngelegene Mutationen
ausgeschlossen. ISM scheint erneut die Methode der Wahl zu
sein, eine Schlussfolgerung, die angesichts der extensiven
Vergleichsdaten berechtigt ist.[91]

3.4.3. Erh�hung und Umkehrung der Enantioselektivit�t der
Lipase A aus Candida antarctica

In der bislang einzigen Studie zur gerichteten Evolution
der Lipase aus Candida antarctic A (CALA) setzten B�ckvall
und Mitarbeiter iteratives CASTing ein, um die (S)-Selekti-
vit�t der hydrolytischen kinetischen Racematspaltung des
Esters rac-27 zu erh�hen, aber auch umzukehren (Sche-
ma 27).[92a] WT-CALA f�hrt zu einem Selektivit�tsfaktor von
E = 5.1 zugunsten von (S)-28. Mithilfe der Kristallstruktur
von CALA[93] definierten die Autoren sechs Orte f�r S�tti-
gungsmutagenese an der Bindungstasche, in einem Fall auch
am Eingang und am C-Terminus (Deckel): Phe233/Gly237,
Ile336/Val337, Phe149/Ile150 und Leu225/Thr221. Im Falle
der simultanen Randomisierung an zwei Aminos�ureposi-
tionen wurde NDT-Codon-Degeneration gew�hlt, ansonsten
NNK. In der ersten Randomisierungsrunde erwiesen sich die
zwei besten Mutanten als (S)-selektiv (Thr64Met/Phe233Asn/
Gly237Leu: E = 19) bzw. umgekehrt (R)-selektiv
(Phe233Leu/Gly237Tyr: E = 27). Es sei erw�hnt, dass die

Punktmutation Thr64Met aus einem „Falscheinbau“ w�hrend
des PCR-Vorgangs herr�hrt, einem Ph�nomen, das in der
gerichteten Evolution gelegentlich beobachtet wird.[4] Es
wurde angenommen, dass diese Mutation die Stereoselekti-
vit�t nicht beeinflusst. Verwendeten die Autoren das Gen der
Mutante Thr64Met/Phe233Asn/Gly237Leu als Templat f�r
die darauffolgende S�ttigungsmutagenese am Ort 149/150, so
wurde eine (S)-selektive Mutante (Thr64Met/Phe233Asn/
Gly237Leu//Phe149Ser/Ile150Asp) mit deutlich erh�hter
Enantioselektivit�t identifiziert (E = 52).[92a] Diese Ergebnis-
se sind insbesondere deshalb bemerkenswert, weil nur eine
sehr kleine Zahl von Transformanten gescreent werden
musste. Eine umfangreichere Durchsuchung der eng defi-
nierten Protein-Sequenzraumes d�rfte zu zus�tzlichen Ver-
besserungen f�hren, und tats�chlich wurde dies sp�ter auf der
Basis weiterer ISM-Experimente erreicht.[92b]

3.4.4. Erweiterung der Substratbreite und Erh�hung der
Enantioselektivit�t einer Arylmalonat-Decarboxylase

Die asymmetrische Decarboxylierung prochiraler a-di-
substituierter Malons�uren erm�glicht eine elegante Route
zu chiralen Carbons�uren. Dazu wurden verschiedene me-
tallkatalysierte und organokatalytische enantioselektive de-
carboxylierende Protonierungsreaktionen (EDP) beschrie-
ben, bislang blieben jedoch die jeweiligen Stereoselektivit�-
ten moderat.[94] Demgegen�ber erwies sich Enzymkatalyse
auf der Basis der Arylmalonat-Decarboxylase (AMDase) aus
Bordetella bronchiseptica in einigen F�llen als hoch enantio-
selektiv.[2, 95] Obwohl Enzyme dieses Typs robust sind und
keine Cofaktoren erfordern, leiden sie alle unter begrenzter
Substratakzeptanz, denn die Anwesenheit eines a-Arylsub-
stituenten ist stets erforderlich. So w�re z.B. der Ersatz der
Aryl- durch eine Alkenylgruppe von großem pr�parativem
Wert. Leys, Micklefied, Hauer und Mitarbeiter haben einen
großen Schritt in diese Richtung unternommen, indem sie

ISM auf die AMDase anwendeten.[96] In
Kenntnis der Kristallstruktur der AMDase
wurde zun�chst ein Mechanismus postuliert,
bei dem ein intermedi�res Enolat-Dianion
enantioselektiv protoniert wird (Schema 28).
Eine kleine (S) und große (L) H�hle als Teile
der Bindungstasche beherbergen die kleinen
(S) bzw. großen (L) Substituenten des Sub-
strats, z. B. Methyl- bzw. Phenylgruppen.

F�nf Aminos�urepositionen wurden im
Zuge der CAST-Analyse f�r S�ttigungsmuta-
genese identifiziert: Pro14, Pro15 und Gly190
an der großen solvensexponierten Aryl-H�hle
sowie Val43 und Met159 an der kleineren hy-
drophoben H�hle (Abbildung 7A).[96] Ein
erstes grobes Screening wurde mit Phenylma-
lons�ure ohne Bildung eines neuen Stereozen-
trums durchgef�hrt, um Aktivit�t zu messen,
obwohl sp�ter prochirale Substrate mit Alke-
nyl- statt Phenylgruppen umgesetzt wurden.
Zun�chst wurden drei getrennte NNK-Biblio-
theken an den Positionen 14, 15 und 190 ge-
neriert und jeweils etwa 100 Transformanten

Schema 27. Hydrolytische kinetische Racematspaltung von rac-27 durch CALA-Mutan-
ten.[92]
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auf Aktivit�t im Vorabtest gescreent. Einige der so identifi-
zierten bzw. aktiveren Mutanten wurden anschließend als
Ausgangspunkt f�r S�ttigungsmutagenese an anderen Orten
verwendet. In einigen – aber nicht allen – F�llen wurde der
ISM-Prozess bis in die dritte Generation fortgesetzt. Es
handelt sich also um ein ISM-Schema mit drei Randomisie-

rungsorten, so wie im Falle der PAL-Untersuchung
(Schema 26, Abschnitt 3.4.2), jedoch diesmal mit Orten be-
stehend je aus einer Aminos�ureposition. Allerdings wurden
nicht alle Pfade untersucht, was auch nicht unbedingt erfor-
derlich ist. Im Falle der S�ttigungsmutagenese an Orten in der
N�he der kleinen hydrophoben H�hle wurden verbesserte
Mutanten mit Aminos�uresubstitutionen an der Position 159
identifiziert, jedoch keine an der Position 43. Als die Gene
dieser Mutanten als Template f�r Randomisierung an Positi-
on 49 verwendet wurden, ließen sich keine verbesserten Va-
rianten nachweisen. Die M�glichkeit, einen Link zwischen
Positionen 14/15/190 und 49/159 herzustellen, wurde nicht
gepr�ft. Hingegen gelangen andere ISM-Experimente unter
Evolvierung hoch aktiver Mutanten (Aktivit�tsfaktor von bis
zu 51). Die begrenzte ISM-�bung ist in Abbildung 7B zu-
sammengefasst.[96]

Entscheidend ist der Befund, dass die so evolvierten
Mutanten deutlich erh�hte Aktivit�t bei der Reaktion von 2-
Alkyl-2-alkenyl- und 2-Amino-2-phenylmalons�ure-Deriva-
ten relativ zur WT-AMDase zeigen unter Beibehaltung hoher
Stereoselektivit�t (> 95% ee) (Schema 29). Die Doppelmu-

tante Pro14Val/Pro15Gly erwies sich als ein vielseitiger Bio-
katalysator, was auch auf molekularer Ebene erkl�rt wurde.
Es ist wahrscheinlich, dass weitere ISM-Versuche zu noch
besseren Katalysatoren f�hren w�rden. Diese strukturba-
sierte Methode k�nnte auch dazu eingesetzt werden, die
Richtung der Enantioselektivit�t umzukehren, was von
großem pr�parativem Wert w�re.

3.4.5. Ver�nderung der Substratakzeptanz der Amidohydrolase
aus Deinococcus radiodurans mit Generierung einer
Phosphotriesterase

In diesem Abschnitt wird eine k�rzlich erschienene Studie
beschrieben, in der ISM zur Erh�hung der Enantioselektivit�t
einer sehr langsamen „Fremdreaktion“ genutzt wird. Nach
den bahnbrechenden Arbeiten von Raushel zur gerichteten
Evolution von Phosphotriesterasen als Katalysatoren beim
Abbau von Organophosphaten (Pestizide und chemische
Kampfstoffe)[53] wurde entdeckt, dass eine Amidohydrolase
aus Deinococcus radiodurans (Dr-OPH) ebenfalls Phospho-
triesterase-Aktivit�t zeigt.[97] Allerdings erwies sich die Ak-
tivit�t, wie so oft im Falle von promisken enzymkatalysierten
Reaktionen,[98] als ausgesprochen gering. Da Dr-OPH unge-
w�hnlich thermostabil ist und hohe Konzentrationen von
Phosphoestern toleriert, lag es nahe, die Aktivit�t mithilfe der
gerichteten Evolution zu steigern. In einer breit angelegten
und sorgf�ltig durchgef�hrten Studie, die Kinetik, DSC-Ex-
perimente sowie R�ntgenstrukturanalysen einschloss, setzte
Mesecar und Mitarbeiter rationale ortsspezifische Mutage-

Schema 28. Postulierter Mechanismus der AMDase, wobei S und L
kleine bzw. große Substituenten symbolisieren.[96]

Abbildung 7. A) Aktives Zentrum der AMDase aus B. bronchiseptica mit
großer und kleiner H�hle als Teil der Bindungstasche. B) Mutagenese-
Strategie basierend auf ISM.[96]

Schema 29. Durch AMDase-Mutanten katalysierte enantioselektive De-
carboxylierung von prochiralen Malons�ure-Derivaten.[96]
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nese, epPCR und ISM ein.[97] Dabei dienten die entgiftenden
Hydrolysen des Methyl- (29a) und des Ethylparaoxons (29b)
als Modellreaktionen. Das Ziel war es, die Dr-OPH-Aktivit�t
beim Abbau dieser sehr langsam reagierenden Verbindungen
deutlich zu steigern (Schema 30).

S�ttigungsmutagenese an ausgew�hlten CAST-Orten
erwies sich als erfolgreich, insbesondere im Zuge von drei
iterativen Runden. Nach dem Screening von 30 000 Trans-
formanten wurden mehrere hochaktive Mutanten identifi-
ziert. So wurde die Enzymaktivit�t bei der Reaktion von 29 a
und 29b um einen Faktor von 322 bzw. 126 erh�ht. Nebenbei
wurde auch eine gesteigerte Spezifit�t festgestellt. Mithilfe
der R�ntgenstrukturen von WT-Dr-OPH und Mutanten
gelang es, das drastisch ver�nderte Katalyseprofil auf mole-
kularer Ebene zu erkl�ren. Obwohl ein systematisches Vor-
gehen nicht angestrebt wurde, sind die praktischen Ergeb-
nisse eindrucksvoll. Deshalb zogen die Autoren den Schluss,
dass ISM die ideale Methode der gerichteten Evolution ist.[97]

3.4.6. �nderung der Coenzym-Bindungsspezifit�t einer Xylose-
Reduktase

ISM ist nicht nur zur Steuerung der Stereoselektivit�t
und/oder die Substratakzeptanz (Aktivit�t) bestens geeignet.
Wie Lin und Mitarbeiter berichteten, ist die Methode auch
dann erfolgreich, wenn eine �nderung der Bindungsspezifit�t
eines Coenzyms angestrebt wird.[99] Als konkretes Ziel sollte
ein Wechsel von NADPH- zu NADH-Spezifit�t einer
NADPH-abh�ngigen Xylose-Reduktase aus Pichia stipitis
(PsXR) bewirkt werden. Dieses Enzym spielt eine wichtige
Rolle bei der Fermentation von Xylose unter Bildung von
Bioethanol. Da die Xylose der zweith�ufigste erneuerbare
Zucker auf Erden ist, hat ihre Fermentation großes wirt-
schaftliches Potenzial.[100] Der Fermentationsprozess ist leider
mit praktischen Problemen behaftet, denn der Wirtsorganis-
mus Saccharomyces cerevisiae kann Xylose nicht effizient
verwerten. Aus diesem Grund wurden unter anderem Gene in
den Xylose-Metabolismus von anderen Organismen einge-
schleust. Dies wiederum machte einen NADPH!NADH-
Wechsel erforderlich, denn so d�rfte die inh�rente Redox-
Unausgeglichenheit im Stoffwechsel aufgehoben werden.[99]

Da keine Kristallstruktur von PsXR zur Verf�gung stand,
wurden zun�chst mithilfe der R�ntgendaten einer verwand-
ten Xylose-Reduktase aus Candida tenuis[101] (76% Homo-
logie) ein Homologiemodell erstellt. Auf dieser Basis wurden
sechs Aminos�urepositionen identifiziert, die vermutlich an
der Komplexierung des Coenzyms teilnehmen: Gln219,

Glu223, Lys270, Ser271, Asn272 und Arg276. Diese wurden in
drei Gruppen von je zwei Aminos�urepositionen eingeteilt
(Abbildung 8).[99]

Das komplette ISM-Schema aus drei Orten, 270/272, 271/
276 und 219/223, besteht aus sechs verschiedenen Pfaden und
15 S�ttigungsbibliotheken (vgl. Schema 26, Abschnitt 3.4.2).
Es ist aber nicht n�tig, alle Wege zu untersuchen. Unter
Verwendung von NNK-Codon-Degeneration w�hlten die
Autoren den Pfad (270/272)!(271/276)!(219/223) und
screenten in jeder Bibliothek ungef�hr 1400 Transformanten
entsprechend 75 % Coverage. Die erste Mutantenbibliothek
enthielt (mindestens) eine verbesserte Mutante, Lys270Ser/
Asn272Pro, deren Gen als Templat in der n�chsten Mutage-
neserunde am Ort 271/276 verwendet wurde. Dies ergab die
vierfache Mutante Lys270Ser/Asn272Pro/Ser271Gly/
Arg276Phe, die NADH um einen Faktor 13 bevorzugte. Dies
entspricht einer 42-fachen Verbesserung, wie die entspre-
chenden kcat/KM-Werte zeigten. Die kinetische Analyse deu-
tete darauf hin, dass der Wechsel der Coenzymspezifit�t
durch kcat

NADPH bewirkt wird. Die letzte S�ttigungsrunde am
Ort 219/223 f�hrte zu keiner merklich verbesserten Mutante.
Die Autoren postulieren zu recht, dass dies keineswegs daf�r
spricht, dass 219/223 kein empfindlicher Ort („hot site“) ist;
andere ISM-Pfade k�nnen durchaus dort positive Mutationen
aufweisen.[99] Weitere ISM-Versuche d�rften noch bessere
Resultate liefern, jedoch war das praktische Problem schon
gel�st. Die beste Mutante kann nun in einen rekombinanten
Xylose-fermentierenden S.-cerevisiae-Stamm zusammen mit
PsXDH kloniert werden unter Bildung eines modifizierten
Stoffwechsels mit optimierten Redoxeigenschaften.[99] Dies
ist das erste Beispiel f�r die Anwendung von ISM zur �n-
derung der Spezifit�t eines Coenzyms. Aufgrund der Ein-
fachheit des Verfahrens d�rften weitere F�lle dieser Art in
Zukunft folgen.

3.4.7. Umwandlung einer Cellobiose- in eine Lactose-
Phosphorylase

Disaccharidphosphorylasen (DSPs) sind eine spezielle
Klasse von Enzymen (E.C. 2.4.1), die die reversible Phos-
phorolyse von Disacchariden katalysieren mit Bildung eines

Schema 30. Entgiftende Hydrolyse von Methyl- und Ethylparaoxon
(29 a–b) mittels Katalyse durch Dr-OPH-Mutanten.[97]

Abbildung 8. Sechs Aminos�uren der Xylose-Reduktase PsXR, die ver-
mutlich an der Komplexierung von NADPH/NADH beteiligt sind.[99]

Diese wurden im ISM-Prozess in drei Orte mit je zwei Aminos�ure-
Positionen gruppiert (rot, gr�n und blau).
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Glycosylphosphats und eines Monosaccharids (Schema 31).
Sie nehmen an dem energieeffizienten Metabolismus von
Kohlenhydraten teil. DSPs sind auch dazu bef�higt, Glyco-
syltransfer- und Glycosylhydrolysereaktionen zu katalysie-
ren. So wurden sie immer wieder bei pr�parativ bedeutsamen
Umwandlungen eingesetzt, die sonst mit herk�mmlichen
Methoden der organischen Synthesechemie nicht realisierbar
sind.

Es ist bestens bekannt, dass DSPs keine Lactose (31) als
bevorzugtes Substrat akzeptiert.[102] Dies ist bedauerlich,
denn sonst best�nde ein billiger und einfacher Weg zum
wertvollen Produkt a-d-Galactose-1-phosphat (aGal1P, 32)
(Schema 32). Lediglich ein einziges phosphorolytisches

Enzym ist dazu bef�higt, diese hoch selektive Reaktion zu
katalysieren, n�mlich die aGal1P in der Muttermilch, die al-
lerdings nicht in gen�gend großen Mengen gewonnen werden
kann.[103] De Groeve, Vandamme, Soltaert und Mitarbeiter
haben dazu eine clevere Strategie entwickelt.[104] Mithilfe der
gerichteten Evolution wurde eine Cellobiose-Phosphorylase
(CP) in eine aktive Lactose-Phosphorylase (LP) �berf�hrt.
Zun�chst pr�ften sie epPCR, wendeten sich jedoch dann der
S�ttigungsmutagenese in Form von ISM zu.

Die Forscher w�hlten die CP aus Cellulomonas uda als
Enzym, welches eine �ußerst geringe Aktivit�t bei der ge-
w�nschten Umsetzung von Lactose (31) aufweist.[104] Es sei
darauf hingewiesen, dass sich Cellobiose und Lactose ledig-
lich an der Konfiguration der C4-Hydroxygruppe unter-
scheiden. Die CP aus C. uda ist ein mechanistisch gr�ndlich
untersuchtes Enzym und kann in E. coli sehr gut exprimiert
werden. Obwohl die Autoren nicht auf eine Kristallstruktur
zur�ckgreifen konnten, stellten sie ein zuverl�ssiges Homo-
logiemodell auf, wodurch die Anwendung von ISM m�glich
wurde. Zun�chst wurde jedoch eine andere Strategie verfolgt,
indem epPCR auf die Region zwischen Aminos�uren Thr216
und Val757 fokussiert wurde, also auf alle Positionen inner-
halb von 15 � vom katalytischen Zentrum. Bei einer Muta-
geneserate von 6.4 DNA Mutationen/kp wurden etwa 105

DNA-Klone erzeugt. Es handelt sich um eine Zufallsmuta-
genese, jedoch mit ausgepr�gter Bevorzugung von GC!N-
Mutationen (89 %). Die beste Mutante (LP1) mit erh�hter

Lactose-Aktivit�t hat sechs Punktmutationen, Ala397Val/
Thr508Ala/Ala512Thr/Asp557Asn/Asn667Thr/Gly681Ser,
und zeigt eine dreifache Steigerung der spezifischen Lactose-
Aktivit�t relativ zu WT-CP.[104] Partielle Dekonvolution der
sechs Punktmutationen ergab, dass einige �berfl�ssig sind.
Diese negative Begleiterscheinung bei der Anwendung von
epPCR �berrascht nicht (Abschnitt 2).

Die Autoren lenkten dann ihr Augenmerk auf die Mu-
tante Thr508Ala/Asn667Thr, die bei der Dekonvolution zu-
g�nglich geworden war und die ein gewisses Maß an Lactose-
Aktivit�t aufwies. Diese beiden direkt an der Bindungstasche
befindlichen Positionen wurden f�r ISM-Versuche ausge-
w�hlt. In diesem Fall wurde NNS-Codon-Degeneration ver-
wendet (S: Cytosin/Guanin), welche alle 20 proteinogenen
Aminos�uren kodiert. NNS beinhaltet 32 Codons und ein
Stop-Codon und wurde in der Studie anstelle der sonst �bli-
chen NNK-Codon-Degeneration gew�hlt, weil sie f�r das
angewendete Expressionssystem besser geeignet ist. In einem
ersten Experiment wurde Position 667 randomisiert unter
Verwendung des WT-CP-Gens. Dabei dienten Lactose und
KH2PO4 als Substrate. Insgesamt wurden 96 Transformanten
gescreent mit dem Ergebnis, dass sich Asn667Ala als die beste
Mutante erwies. Gegen�ber Lactose ist sie deutlich aktiver als
WT-CP und mindestens zweimal aktiver als die Einzelmu-
tante Asn667Thr. ISM wurde dann initiiert, indem das Gen
der Variante Asn667Ala als Templat f�r die S�ttigungsmu-
tagenese an der Position 508 verwendet wurde. Dies f�hrte
zur Doppelmutante Asn667Ala/Thr508Ile mit erh�hter LP-
und CP-Aktivit�t. Bemerkenswerterweise zeigt diese Mu-
tante eine 7.5-fache spezifische Lactose-Aktivit�t relativ zum
WT-Enzym.[104] Kinetische Untersuchungen zeigten, dass die
gesteigerte LP-Aktivit�t auf einem erh�hten kcat-Wert
beruht.[104] Zur Erkl�rung der Ergebnisse wurde ein an-
schauliches Modell vorgeschlagen. Ein extensiveres ISM-ba-
siertes Suchprogramm d�rfte zu noch besseren Ergebnissen
f�hren.

3.4.8. Modifizierung der Lignin-Biosynthese f�r bessere Verwen-
dung von Pflanzen zur Papierherstellung, Biokraftstoff-
Produktion und Landwirtschaft

Die Pflanzenkomponente Lignin ist ein unregelm�ßiges
racemisches Biopolymer bestehend aus hydroxylierten und
O-methylierten Phenylpropan-Einheiten, die durch oxidative
Kupplung von drei verschiedenen Hydroxycinnamylalkoho-
len (Monolignolen) entstehen, n�mlich p-Cumaryl- (34),

Schema 31. Selektive Disaccharidphosphorylase-katalysierte Spaltungs-
reaktionen.[102]

Schema 32. Selektive Bildung von a-d-Galactose-1-phosphat (32) aus
Lactose (31), katalysiert von einer mittels ISM evolvierten Mutante
einer Cellobiose-Phosphorylase.[104]
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Coniferyl- (35) und Sinapylalkohol (36).[105] Sie unterscheiden
sich im Ausmaß des O-Methyltransferase-katalysierten Vor-
gangs in der Biosynthese von Lignin. Freie para-Hydroxy-
funktionen sind bei der oxidativen Bildung und Kupplung von
Phenoxylradikalen unter Bildung des Biopolymers erforder-
lich. Um Pflanzenmaterial bei der Produktion von Papier und
Biokraftstoffen sowie allgemein in der Agrikultur besser zu
nutzen, sollte die relative Menge an chemisch labilem S-
Lignin erh�ht werden. Im Prinzip kann dies dadurch erreicht
werden, dass eine 4-O-Methyltransferase erzeugt wird, die
dazu bef�higt ist, die Methylierung von para-Hydroxygrup-
pen der als Vorstufen dienenden Monolignole zu katalysie-
ren. In diesem Sinne beinhaltet die �nderung der Lignin-
Biosynthese eine enorme Herausforderung, die von Liu und
Bhuiya k�rzlich angenommen wurde.[106] Sie setzten gerich-
tete Evolution auf der Basis von ISM ein, um die gew�nschte
para-Regioselektivit�t einer 4-O-Methyltransferase als Ka-
talysator bei der O-Methylierung von Monolignolen zu be-
wirken. Zum Zwecke des Screenings wurde Isoeugenol (37)
verwendet.

Isoeugenol-4-O-methyltransferase (IEMT) aus Clarkia
breweri wurde als das zu optimierende Enzym gew�hlt, da es
die 4-O-Methylierung des strukturell verwandten Isoeugenols
(37) katalysiert. Mit dem Ziel, die Substratbreite so zu er-
weitern, dass auch Monolignole akzeptiert werden unter
Beibehaltung der strengen Regioselektivit�t, wurden zu-
n�chst einige „rationale“ Ans�tze probiert. So wurden z. B.
Sequenzfragmente ausgetauscht, allerdings ohne Erfolg.
Nach Erzeugung eines Homologiemodells wurden sieben
Aminos�urepositionen f�r die S�ttigungsmutagenese ausge-
sucht. Die sieben Bibliotheken wurden auf Coniferylalkohol-
Aktivit�t gescreent, wobei insgesamt 30 aktive Mutanten
entdeckt wurden. Die zwei aktivsten Varianten erwiesen sich
als Thr133Leu und Glu165Phe. Um eine weitere Aktivit�ts-
steigerung zu evolvieren, wurden einige ISM-Experimente
durchgef�hrt. So wurde die Glu165Phe Mutante als Templat
zur S�ttigungsmutagenese an den anderen sechs Positionen
verwendet, ferner Thr133Leu als Ausgangspunkt f�r die
Randomisierung an Position 165. Dies ergab mehrere deut-
lich verbesserte Doppelmutanten. Einige zeigten zuf�lliger-
weise Kombinationen von Einzelmutationen, so z. B.
Thr133Leu/Glu165Phe und Thr133Leu/Glu165Ile. Diese
wurden in einer letzten ISM-Runde verwendet, um Rando-
misierungen an den Positionen 139 und 175 durchzuf�hren.
Gleich mehrere verbesserte Mutanten wurden identifiziert,
unter anderem die Dreifachmutante Thr133Leu/Glu165Ile/
Phe175Ile als bester Katalysator. Kinetische Studien zeigten,
dass diese Mutante eine 70-fach erh�hte Aktivit�t bei der
Reaktion von 35 und 36 relativ zum WT aufweist unter Bei-
behaltung der vollst�ndigen para-Selektivit�t. Die Neuge-
staltung der Bindungstasche ist in Abbildung 9 dargestellt mit
Kennzeichnung der entscheidenden Mutationen an den Po-
sitionen 133, 165 und 175. Interessant w�re eine alternative
ISM-Strategie, wonach die Einzelpositionen in Randomisie-
rungsorte bestehend aus zwei oder drei Positionen gruppiert
werden. Die gegenw�rtigen Ergebnisse sind aber an sich
schon so eindrucksvoll, dass die Anwendung in Pflanzen
m�glich erscheint.[106]

3.4.9. Umwandlung einer Cyclodextrin-Glucanotransferase in
eine a-Amylase

In einer aufschlussreichen Studie �ber Vor- und Nachteile
der epPCR versus S�ttigungsmutagenese gelang es Dijkhui-
zen und Mitarbeitern, eine Cyclodextrin-Glucanotransferase
in eine a-Amylase umzuwandeln.[107] Unter Einsatz einer
Serie von kleinen S�ttigungsbibliotheken an Positionen direkt
an der Bindungstasche und Anwendung der ISM-Strategie
wurde der angestrebte Selektivit�tswechsel glatt erreicht.
Dabei wurden lediglich zwischen 320 und 720 Transformanten
gescreent. Im Gegensatz dazu f�hrten deutlich gr�ßere
epPCR-Bibliotheken nur zu einer geringen Verbesserung des
katalytischen Profils.

3.4.10. Umkehrung der Enantioselektivit�t der Esterase aus
Burkholderia gladioli

In einer k�rzlich erschienenen Studie berichteten Schwab
und Mitarbeiter �ber den gegl�ckten Versuch, die Enantio-
selektivit�t der Esterase aus Burkholderia gladioli (EstB) als
Katalysator bei der hydrolytischen kinetischen Racemat-
spaltung von Methyl-b-hydroxyisobutyrat umzukehren.[108]

Sie demonstrierten einmal mehr, dass die Kombination von
Strukturdaten eines Enzyms und iterative Randomisierung an
korrekt ausgew�hlten Positionen eine �berzeugende Strate-
gie in der gerichteten Evolution ist. Tats�chlich wurde zu-
n�chst epPCR getestet, aber dies war nicht sonderlich er-
folgreich, um die (S)-Selektivit�t der WT-EstB in eine hoch
(R)-selektive Mutante zu �berf�hren. Demgegen�ber f�hrten
mehrere ISM-Runden an der Bindungstasche von EstB zu
einer Mutante mit einem Selektivit�tsfaktor von E = 29.
Studien dieser Art sind deshalb wichtig, weil Chemiker
sowohl (R)- als auch (S)-selektive Katalysatoren auf optio-
naler Basis ben�tigen.

Abbildung 9. Durch ISM umgestaltete Bindungstasche von IEMT.[106]

Gekennzeichnet sind die Punktmutationen der Mutante Thr133 Leu/
Glu165Ile/Phe175Ile (gelb/orange) und das durch Docking eingelager-
te Substrat 34 (blau/rot).
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3.4.11. Anwendung von ISM in der gerichteten Evolution von
Hybrid-Katalysatoren

Eine klare Einschr�nkung der Biokatalyse besteht darin,
dass Enzyme nicht dazu bef�higt sind, die vielen asymmetri-
schen Stoffumwandlungen zu katalysieren, die mit der
�bergangsmetallkatalyse m�glich sind (Abschnitt 1).[1,2] Um
diese L�cke zu schließen, haben wir vor einiger Zeit das
Konzept der gerichteten Evolution enantioselektiver Hybrid-
Katalysatoren vorgeschlagen (Schema 33).[109] Seit Jahrzehn-

ten war bekannt, dass Ligand-Metall-Einheiten an Proteine
kovalent oder nichtkovalent verankert werden k�nnen.[110]

Das erste Beispiel war das Whitesides-System, bei dem ein
biotinylierter Diphosphan-Rhodium-Komplex nichtkovalent
an Avidin gebunden ist.[111] Der so hergestellte supramole-
kulare Komplex diente als Katalysator f�r die asymmetri-
schen Hydrierung eines prochiralen Olefins. Obwohl sich die
Enantioselektivit�t als moderat erwies (33–44% ee), wurde
mit dieser bahnbrechenden Arbeit eine T�r f�r weitere For-
schungen aufgestoßen.[110,111b] Leider f�hrt eine solche Pro-
zedur lediglich zu einem einzigen Katalysator, dessen Enan-
tioselektivit�t eine Sache des Zufalls ist. Das in Schema 33
skizzierte Konzept bietet eine L�sung dieses Problems an. Es
bedeutet, dass die Darwinistischen Prinzipien der gerichteten
Evolution herangezogen werden k�nnen, um die Stereose-
lektivit�t eines synthetischen �bergangsmetallkatalysators zu
optimieren. Parallel zu diesem Konzept hat Ward das Whi-
tesides-System weiterentwickelt, indem die Spacerl�nge zwi-
schen Rh-Ligand und Biotin variiert sowie ortsspezifische
Mutagenese angewendet wurde.[111b]

Bei der praktischen Verwirklichung des Darwinistischen
Konzepts (Schema 33) m�ssen mehrere Voraussetzungen er-
f�llt werden.[109c,112,113] Das Expressionssystem muss ergiebig
sein, denn in den Vertiefungen der verwendeten Mikrotiter-
platten ist deutlich mehr Protein erforderlich als normaler-
weise in der gerichteten Evolution �blich. Dies h�ngt damit
zusammen, dass �bergangsmetallkatalysatoren normaler-
weise deutlich weniger aktiv sind als Enzyme, d.h., erheblich
mehr Hybrid-Katalysator ist erforderlich! Ferner ist in
Schema 33 ein einfacher Hochdurchsatz-Reinigungsschritt
erforderlich. Schließlich sollte die Biokonjugation quantitativ
verlaufen. Obwohl nicht alle Voraussetzungen erf�llt wurden,
gelang uns „proof-of-principle“ durch Anwendung des Whi-
tesides-Systems.[112] Die fehlende Voraussetzung war ein ge-
n�gend produktives Expressionssystem f�r Avidin oder
Streptavidin, das bis zum heutigen Tag nicht existiert. Wir

waren daher gezwungen, die gerichtete Evolution nicht mit
den �blichen Mikrotiterplatten durchzuf�hren, sondern mit
großen Erlenmeyerflaschen! So konnten nur sehr kleine
Mutantenbibliotheken erzeugt und gescreent werden. Trotz
dieser Einschr�nkung gelang es, mithilfe der ISM-Strategie
und Verwendung eines reduzierten Aminos�ure-Alphabets
(NDT-Codon-Degeneration) in drei Stufen die Enantiose-
lektivit�t einer asymmetrischen Olefin-Hydrierung von
23% ee auf 65% ee schrittweise zu steigern.[112] Weitere For-
schung unter Verwendung anderer Wirtproteine ist auf
diesem interessanten Forschungsgebiet angesagt, insbeson-
dere im Hinblick auf andere Typen von �bergangsmetallka-
talysierten Reaktionen. Die bisherigen Beitr�ge zu diesem
Thema wurden k�rzlich zusammengefasst.[109c]

4. S�ttigungsmutagenese an distalen Orten jenseits
der Bindungstasche

4.1. Struktur-basierte Vorgehensweisen zur
S�ttigungsmutagenese an ferngelegenen Orten im Enzym

Bislang haben wir mit Randomisierungsorten zu tun, die
sich direkt an der Bindungstasche eines Enzyms befinden.
Trotz der Erfolge stellte sich die Frage, ob S�ttigungsmuta-
genese zur Steuerung der Stereoselektivit�t und Substrat-
akzeptanz auch an distalen Orten denkbar ist. Es war be-
kannt, dass im Falle von epPCR und DNA-Shuffling solche
Mutationen tats�chlich vorkommen k�nnen (Ab-
schnitt 2).[4, 25, 28,33, 58, 114] F�r eine sinnvolle Anwendung der
S�ttigungsmutagenese ist jedoch ein strukturbasierter Ansatz
notwendig. Die Herausforderung besteht darin, zuverl�ssige
Kriterien f�r die korrekte Wahl der Randomisierungsorte zu
entwickeln. Wir haben dazu zwei verschiedene Strategien
entworfen, die die Dynamik von Enzymen ber�cksichtigen.
In einem Fall fokussiert man auf Aminos�urepositionen, die
sich direkt hinter den normalen CAST-Positionen befinden,
also in der zweiten Sph�re („second sphere residues“).[42]

Diese sind nicht in direktem Kontakt mit dem in der Bin-
dungstasche befindlichen Substrat, jedoch immer noch nicht
weiter als 10–15 � entfernt. Mutationen an solchen Orten
k�nnten durchaus die Gestalt der Bindungstasche beeinflussen.

Der zweite Ansatz f�r eine rationale Entscheidung hin-
sichtlich der Wahl eines ferngelegenen Randomisierungsorts
basiert auf allosterischen Effekten in Abwesenheit von Ef-
fektor-Molek�len.[73] Man w�hlt ein Randomisierungsort aus,
von dem man aufgrund mechanistischer und struktureller
Kenntnisse erwarten kann, dass dort Mutationen zu Bewe-
gungen von Enzymdom�nen f�hren werden. Dies beinhaltet
eine echte Herausforderung, denn die korrekte Wahl erfor-
dert eine detaillierte Analyse der dreidimensionalen Struktur
des Enzyms.

4.2. S�ttigungsmutagenese an Aminos�urepositionen in der
zweiten Sph�re

PAMO ist die erste und bislang einzige thermostabile
Baeyer-Villiger-Monooxygenase (BVMO) (Abschnitt 2).

Schema 33. Konzept der gerichteten Evolution von Hybrid-Katalysato-
ren, bei dem der Fluss der manipulierten genetischen Information
vom Gen zum �bergangsmetallkatalysator entscheidend ist.[109, 112,113]
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Damit besteht die M�glichkeit, die Verwendung von ganzen
Zellen zu umgehen, n�mlich durch Entwicklung eines In-
vitro-Verfahrens bestehend aus isoliertem Enzym und einem
NADPH-Regenerationssystem[38–41] mit einer sekund�ren
Alkoholdehydrogenase und Isopropylalkohol als Redukti-
onsmittel. Da PAMO praktisch nur Phenylaceton und �hnli-
che lineare Arylketone akzeptiert, stellten wir uns das Ziel,
die Substratbreite dieses robusten Enzyms zu erweitern. Die
genetische Manipulation von Cofaktor-abh�ngigen Enzymen
ist generell schwieriger als die von Cofaktor-unabh�ngigen
Proteinen, insbesondere weil erstere oft ausgepr�gte dyna-
mische Strukturver�nderungen im Zuge der Katalyse einge-
hen. Unser erster Versuch zum Protein-Engineering der
PAMO bestand darin, den Loop zwischen den Positionen 441
und 444 neben der Bindungstasche zu k�rzen (Abschnitt 2,
Abbildung 2), jedoch war diese rationale Vorgehensweise nur
teilweise erfolgreich.[40]

Der zweite Versuch bezog sich auf die Optimierung des
Loops mithilfe von CASTing, in diesem Fall mit Fokus auf
„first-sphere“-Aminos�uren im Teilsegment 441–444.[41]

Randomisierung eines Vier-Positionen-Orts unter Verwen-
dung von NNK-Codon-Degeneration w�rde zwecks 95%
Coverage das Screening von 3.1 Millionen Transformanten
erfordern (Abschnitt 3.3, Tabelle 2). Die Anwendung von
NDT-Codon-Degeneration b�te sich als Alternative an, denn
nur 62000 Transformanten w�ren f�r 95% Coverage erfor-
derlich. Die Gruppierung der vier Einzelpositionen in Seg-
mente ist eine weitere Option. Beim Versuch, das Zahlen-
problem der gerichteten Evolution zu l�sen, w�hlten wir
einen bioinformatikgest�tzten Ansatz, in dem zun�chst ein
Sequenzvergleich von acht BVMOs in der relevanten Loop-
region vorgenommen wurde (Schema 34).[41] An den vier

Positionen 441, 442, 443 und 444 kommen nur bestimmte
konservierte Aminos�uren-Kombinationen vor, n�mlich Ser/
Ala, Ala/Val/Gly/Leu, Leu//Phe/Gly/Tyr bzw. Ser/Ala/Cys/
Thr. Entsprechende Codon-Degenerationen wurden ausge-
sucht, die diese Aminos�uren codieren, wobei zus�tzlich eine
begrenzte Zahl weiterer Aminos�uren zwecks h�herer
struktureller Diversit�t ber�cksichtigt wurde (Tabelle 4).[41]

Wir stellten uns die Aufgabe, PAMO-Mutanten zu evol-
vieren, die 2-Arylcyclohexanon-Derivate wie rac-38 a–c rasch
umsetzten unter enantioselektiver Bildung der Lactone 39a–c
(Schema 35). WT-PAMO ist ein ausgesprochen schlechter
Katalysator, denn im Falle von rac-38 a betr�gt der Umsatz
auch bei verl�ngerten Reaktionszeiten (2 Tage) und erh�hten
Mengen an Enzym weniger als 10 %, und dies bei fehlender

Enantioselektivit�t (E = 1.2 (S)). Mit den gew�hlten Codon-
Degenerationen m�ssten f�r 95% Coverage etwa 2600
Transformanten f�r die S�ttigungsmutagenese im Loop-Seg-

ment 441–444 gescreent werden. Wir untersuchten lediglich
1700 und waren dennoch f�ndig. Diese informatikgest�tzte
Strategie ergab mehrere leicht verbesserte (S)-selektive Mu-
tanten, z. B. Ser441Ala/Ala442Leu/Leu443Val/Ser444Ala
(E = 2.9; 36 % Umsatz/24 h), sowie ein Satz von Mutanten
mit umgekehrter Enantioselektivit�t, z.B. Ser441Ala/
Ala442Trp/Leu443Tyr/Ser444Thr (E = 70; 46 % Umsatz/
24 h). Diese beiden Mutanten enthalten je vier ausgetauschte
Aminos�uren, jedoch wurden auch (R)-selektive Mutanten
identifiziert, die lediglich zwei oder drei Punktmutationen
enthalten. Einige Mutanten wurden bei der oxidativen kine-
tischen Racematspaltung des Substrats rac-38 b getestet, ohne
dass dabei neue Mutageneseversuche durchgef�hrt wurden.
In diesen F�llen waren die Ergebnisse noch besser, denn f�nf
unterschiedliche Mutanten zeigten E-Werte von > 130, z. B.
Ser441Ala/Ala442Trp/Leu443Tyr/Ser444Thr (E> 200; 59%
Umsatz/24 h). Ferner wurde gezeigt, dass die Einf�hrung der
Punkmutationen nicht zur Abnahme der Thermostabilit�t
f�hrt.[41]

Diese Studie beweist die N�tzlichkeit eines bioinforma-
tikgest�tzten Ansatzes zur S�ttigungsmutagenese. Der Erfolg
war jedoch begrenzt, denn weitere Substrate wie das p-To-
lylanalogon rac-38c ließ sich nicht zur Reaktion bringen. Eine
M�glichkeit f�r zuk�nftige Untersuchungen besteht in der
Gruppierung der vier Aminos�urepositionen 441, 442, 443
und 444 in zwei Randomisierungsorte A und B bestehend aus
je zwei Positionen, gefolgt von ISM. Diese Art des systema-

Schema 34. Sequenzvergleich von acht BVMOs (das Loop-Segment
441–444 ist rot gekennzeichnet).[41]

Tabelle 4: Wahl der Codon-Degeneration an jeder Position im PAMO-Loop-
Segment 441–444.[41] Codon-Degenerationen: A (Adenin); B (Cytosin/
Guanin/Thymin); C (Cytosin); G (Guanin); S (Cytosin/Guanin). Zur Defi-
nition von K und N, siehe Text.

Aminos�ure-
positionen

Codon-
Degeneration

verschl�sselte
Aminos�ure

Codons Oversampling
f�r 95%
Coverage

441 KCA A, S

864 2587

442 KBG S, A, L, V, W, G
443 BGC F, H, L, V, Y,

G, D, R, C
444 NSC S, A, P, T, R,

G, C

Schema 35. Oxidative kinetische Racematspaltung katalysiert durch
PAMO-Mutanten.[41]
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tischen Vorgehens w�rde zwei unterschiedliche ISM-Pfade
erfordern, A!B und B!A, die theoretisch zu unterschied-
lichen Mutanten mit verbesserten katalytischen Profilen
f�hren k�nnten.

An diesem Punkt stellten wir jedoch �berlegungen dieser
Art zur�ck und griffen eine ganz andere Idee auf, n�mlich
Aminos�uren in der zweiten Sph�re („second sphere“) zu
ber�cksichtigen (erweitertes CASTing).[42] Allerdings ist es
aufgrund der Dynamik von Enzymen nicht einfach, solche
Stellen im Enzym einwandfrei zu identifizieren. In der
Hoffnung, ein realistisches Bild der PAMO-Bindungstasche
und ihrer unmittelbaren Umgebung zu gewinnen, f�hrten wir
„induced-fit-docking“-Experimente durch mit Phenylaceton
als Substrat.[42] Das Ergebnis deutete darauf hin, dass das
gebundene Substrat sowie das katalytisch wichtige Arg337,
welches das Criegee-Intermediat stabilisiert, beide an der re-
Seite des Flavins (FAD) vorkommen. Ferner konnten wir
zwei mutmaßliche „second-sphere“-Aminos�uren direkt
hinter dem Loop-Abschnitt 441–444 identifizieren, n�mlich
Pro437 und Pro440 (Abbildung 10).

Statt das �bliche rac-38a als Modellverbindung zu ver-
wenden, stellten wir uns die Frage, ob die erheblich
„schwierigeren“ Substrate rac-40 a–i nicht auch zur Reaktion
gebracht werden k�nnen (Schema 36). 2-Alkylcyclohexanon-
Derivate werden vom WT-PAMO nicht akzeptiert. Das

Keton rac-40b wurde als Testsubstrat bei den Randomisie-
rungsexperimenten an Positionen 437 und 440 eingesetzt. Wir
hofften, dass im Falle eines Erfolges die entsprechenden
Mutanten auch im Falle der anderen Ketone 40 wirksam sein
w�rden. Zwei getrennte fokussierte Mutantenbibliotheken
wurden mittels der �blichen S�ttigungsmutagenese unter
Verwendung der NNK-Codon-Degeneration erzeugt, wobei
in beiden F�llen je 200 Transformanten f�r > 95% Coverage
gescreent wurden.[42]

W�hrend die S�ttigungsbibliothek an der Position 437 zu
keinen deutlich verbesserten PAMO-Mutanten f�hrte, er-
wiesen sich die Ergebnisse im Falle der zweiten Position (440)
als erfreulich, denn eine �berraschend große Zahl von aktiven
Treffern wurde registriert, wobei zehn sequenziert wurden.
Dabei zeigten f�nf Mutanten deutlich erh�hte Aktivit�t bei
exzellenter Enantioselektivit�t (Tabelle 5).[42] Da die �bliche
S�ttigungsmutagenese manche Aminos�uren benachteiligt,
erschien es m�glich, dass die eine oder andere verbesserte
Mutante nicht gebildet worden war. Daher wurden alle
„fehlenden“ Mutanten mithilfe der ortsspezifischen Mutage-
nese gezielt hergestellt und in der Modellreaktion 40 b!41b

getestet. Von neun relevanten F�llen, Pro440Ala, Pro440Val,
Pro440Ser, Pro440sp, Pro440Glu, Pro440Gln, Pro440Tyr,
Pro440Trp und Pro440Met, erwiesen sich lediglich zwei als
aktiv, n�mlich Pro440Tyr und Pro440Trp (Tabelle 5, Eintr�-
ge 6 und 7). Somit wird klar, dass S�ttigungsmutagenese unter
Verwendung des QuikChange-Protokolls gekoppelt mit ge-
n�gend hohem Oversampling zur Abdeckung von > 95% der
Mutantenbibliothek zu mindestens 80 % Trefferidentifizie-
rung f�hrt. Information dieser Art ist neu, sollte aber bei
zuk�nftigen S�ttigungsmutagenese-Experimenten ber�ck-
sichtigt werden.

Die besten Mutanten wurden anschließend als Katalysa-
toren bei der oxidativen Racematspaltung der anderen 2-
Alkylcyclohexanon-Derivate getestet (Schema 36). In allen
F�llen wurden erstaunlich hohe Aktivit�t und ausgepr�gte
Enantioselektivit�t beobachtet (E = 30–200). Sogar das sper-
rige 2-Cyclohexylcyclohexanon (rac-40g) reagiert rasch und
mit hoher Stereoselektivit�t, z.B. E = 69 (Mutante
Pro440Ile), E = 119 (Mutante Pro440Tyr) und E> 200 (Mu-
tante Pro440Leu). Bestimmte bicyclische Ketone ließen sich

Abbildung 10. Bindungstasche von PAMO mit den mutmaßlichen
„second-sphere“-Aminos�uren Pro437 und Pro440 (blau) sowie Phe-
nylaceton (t�rkis) als Substrat, erstellt durch „induced fit docking“.[42]

Die rote Schleife symbolisiert den Loop-Abschnitt 441–444.

Schema 36. Oxidative kinetische Racematspaltung von rac-40a–i.[42]

Tabelle 5: Oxidative kinetische Racematspaltung von rac-40b unter
Verwendung von PAMO-Mutanten aus der S�ttigungsbibliothek (Ein-
tr�ge 1–5) und aus ortsspezifischer Mutagenese (Eintr�ge 6 und 7), in
beiden F�llen an der Position 440.[42]

Nr. Mutante E-Wert Km [mm] kcat

[s�1]
kcat/Km

[m�1 s�1]

1 Pro440Phe 26 0.89 1.2 1300
2 Pro440Leu >200 1.6 0.72 450
3 Pro440Ile >200 2.7 0.66 240
4 Pro440Asn 34 2.2 1.5 680
5 Pro440His >200 1.0 0.83 830
6 Pro440Trp >200 1.3 1.3 1000
7 Pro440Tyr 95 1.9 1.1 580
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ebenfalls mit hoher Stereoselektivit�t oxidieren. Schließlich
sei erw�hnt, dass die Erh�hung der Aktivit�t und Enantio-
selektivit�t nicht auf Kosten der hohen PAMO-Stabilit�t
einhergeht.[42]

Die oben dargelegten Daten wurden alle in einem In-
vitro-System erhalten, in dem isolierte PAMO-Mutanten in
Kombination mit einem ebenso robusten NADPH-Regene-
rationssystem eingesetzt wurden. Zur Regeneration des Co-
faktors wurde die thermostabile sekund�re Alkoholdehy-
drogenase aus Thermoanaerobacter ethanolicus mit Isopro-
pylalkohol als Reduktionsmittel verwendet. Somit stellt diese
Studie einen großen Schritt zu �konomisch und �kologisch
n�tzlichen BVMO-bedingten BV-Reaktionen in der organi-
schen Chemie und Weißen Biotechnologie dar, ohne dass
dabei ganze Zellen eingesetzt werden m�ssen.[42]

Es sei angemerkt, dass die Industrie h�ufig Systeme mit
ganzen Zellen bevorzugt, aber auch in diesen F�llen sind
BVMOs mit erh�hter Thermostabilit�t erw�nscht, denn die
Lebensdauer solcher Systeme unter Prozessbedindungen ist
ganz klar l�nger. Alle Mutageneseversuche wurden auf zwei
Randomisierungsorte fokussiert unter Anwendung eines
einzigen Substrats (rac-38 b), wobei insgesamt lediglich 400
Transformanten gescreent werden mussten.[42] Dennoch
bleibt abzuwarten, ob S�ttigungsmutagenese an Aminos�u-
repositionen in der zweiten Sph�re als effiziente Strategie
verallgemeinert werden kann und ob ISM bei diesem Ansatz
erfolgreich sein wird.

4.3. Durch S�ttigungsmutagenese erzeugte Allosterie-
induzierende Mutationen an ferngelegenen Positionen

Allosterie wird als positiv- oder negativ-kooperatives
Geschehen in Proteinen definiert, das zu einer strukturellen
�nderung der Bindungstasche f�hrt als Folge der Anlagerung
einer Verbindung (Effektor) an einer ferngelegenen Stelle.[115]

Viele experimentelle und rechnerische Techniken wurden
herangezogen, um die Einzelheiten dieses Ph�nomens auf-
zudecken, unter anderem die Methode der gerichteten Evo-
lution.[116] Ein ganz anderer Ansatz w�re es, gerichtete Evo-
lution heranzuziehen, um allosterische Kommunikation
durch geeignete Mutationen an ferngelegenen Stellen im
Enzym zu bewirken, die mit Konformations�nderungen ein-
hergehen. Somit k�nnte es m�glich sein, die Struktur und
Dynamik am aktiven Zentrum in Abwesenheit eines Effek-
tors zu �ndern bzw. ein neues Katalyseprofil herbeizuf�h-
ren.[73] Ferngesteuerte Effekte wurden schon in der gerichte-
ten Evolution von Enzymen mit erh�hter Enantioselektivit�t
und/oder Aktivit�t beobachtet,[4,25, 28, 33, 58,114] jedoch wurden
sie nicht mit allosterischen Effekten in Zusammenhang ge-
bracht. Unsere �berlegungen schienen nicht ganz abwegig zu
sein, denn verwandte allosterische Effekte kommen in der
Natur vor, so z.B. bei einigen durch Mutationen verursachten
Krankheiten. Diese k�nnen entweder die Funktion eines al-
losterischen Enzyms außer Kraft setzen, oder sie k�nnen das
Gegenteil bewirken, indem sie Konformations�nderungen
hervorrufen, die zur Aktivierung f�hren in Abwesenheit eines
Effektors. Das G-Protein ist ein solcher Fall.[115a] Dennoch ist
es keine triviale Aufgabe, distale Orte in einem Enzym zu

identifizieren, an denen Randomisierung zu Mutationen
f�hrt, die allosterische Effekte ausl�sen.

Um diese unkonventionelle M�glichkeit zu testen, w�hl-
ten wir einmal mehr Phenylaceton-Monooxygenase (PAMO)
und analysierten sorgf�ltig die R�ntgenstruktur.[73] Bei der
Suche nach geeigneten Orten f�r S�ttigungsmutagenese
machten wir Gebrauch von einigen in der Literatur bekann-
ten Aussagen hinsichtlich der Beziehung zwischen der Be-
wegung der NADP-Bindungsdom�ne und dem Katalyseme-
chanismus der PAMO.[39] So lenkten wir unser Augenmerk
auf bestimmte Mutationsstellen weit weg vom aktiven Zen-
trum. Interessanterweise ließ die PAMO-Kristallstruktur er-
kennen, dass die Zahl der M�glichkeiten begrenzt ist. Eine
logische Option w�re es, auf Peptidsequenzen zwischen be-
stimmten sekund�ren Elementen zu fokussieren („hinge re-
gions“), jedoch bestehen diese im Falle von PAMO und an-
deren BVMOs aus hoch konservierten Sequenzen. Deshalb
haben wir eine andere Strategie verfolgt, n�mlich potenzielle
Randomisierungsorte zwischen der NADP- und der FAD-
Bindungsdom�ne ausfindig zu machen. Mutationen k�nnten
dazu f�hren, dass Dom�nen enger zusammenr�cken, wo-
durch gleichzeitig die Gestalt der Bindungstasche ge�ndert
wird (Abbildung 11).[73]

Die R�ntgenstruktur von WT-PAMO[39] weist mehrere
anziehende Kontakte zwischen den NADP- und FAD-Bin-
dungsdom�nen auf, die nicht weit weg von der „hinge“-
Region sind.[73] Sie befinden sich zwischen dem Loop-Seg-
ment Trp177-Glu180 (NADP-Dom�ne) und dem Loop-Seg-
ment Tyr56-Tyr60 (FAD-Dom�ne), wobei die p-Kation-
Wechselwirkung zwischen His179 und Arg59 ein Beispiel ist.

Abbildung 11. Darstellung der unterschiedlichen Dom�nen der
PAMO[73] (FAD-Dom�ne: gr�n; NADPH-Dom�ne: dunkelblau; helicale
Dom�ne: hellblau). Die NADP- und FAD-Bindungsdom�nen sind mit-
einander verbunden durch zwei antiparallele b-Str�nge in einer Schar-
nier-artigen Anordnung („hinge“; schwarz). Die NADP-Bindungsdom�-
ne und die helicalen Dom�nen k�nnen als zwei getrennte Einheiten
betrachtet werden, die durch zwei Segmente miteinander verbunden
sind (rot). Die ausgew�hlte Randomisierungsstelle Gln93/Pro94 in der
N-terminalen Region der a-Helix ist ebenfalls gekennzeichnet.
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Direkt dahinter und in losem Kontakt mit dem Loop-Seg-
ment Tyr56–Tyr60 ist der N-terminale Bereich (Ala91–Glu95)
einer a-Helix, der naturgem�ß ein riesiges sekund�res Ele-
ment darstellt. Wir erwarteten, dass geeignete Mutationen in
diesem Teil der Helix zu starken anziehenden Wechselwir-
kungen zwischen Loop-Segment Trp177–Glu180 f�hren
w�rden (Abbildung 11).[73] Daher wurde Gln93/Pro94 als
Randomisierungsort gew�hlt (Abbildung 12). Diese Ent-
scheidung wurde auch deshalb getroffen, weil die benach-
barte Aminos�ure an Position 92 das letzte Glied eines langen
Loops ist, das sich parallel zum Loop-Segment Asp–Tyr be-
findet, das wiederum in direktem Kontakt zum Flavinring
steht. Docking-Simulationen mit Phenylaceton in der Bin-

dungstasche von WT-PAMO deuteten darauf hin, dass das
Substrat etwa 18 � von Position 93 entfernt ist.[73]

Als Ergebnis dieser Analyse wurden die Aminos�ure-
positionen des Orts 93/94 gleichzeitig mithilfe der S�tti-
gungsmutagenese randomisiert. Dazu w�hlten wir NDT-
Codon-Degeneration, d.h. ein reduziertes Aminos�ure-Al-
phabet bestehend aus zw�lf Bausteinen (Abschnitt 3.3), die
ein Oversampling von lediglich 400 Transformanten zwecks
95% Coverage der entsprechenden Mutantenbibliothek er-
fordert. Unter Verwendung der Modellreaktion bzw. der
oxidativen kinetischen Racematspaltung von 2-Ethylcyclo-
hexanon (rac-40b) (Schema 36) in Verbindung mit einem
NADPH-Regenerationssystem bestehend aus einer thermo-
stabilen sekund�ren Alkoholdehydrogenase mit Isopropylal-
kohol als Reduktionsmittel in einem In-vitro-Prozess, wurden
etwa 400 Klone gescreent. Dabei wurden zwei Treffer iden-
tifiziert. Die aktivere Mutante Gln93Asn/Pro94Asp wurde
bei allen weiteren Untersuchungen verwendet. In der Reak-
tion von rac-40b unter bevorzugter Bildung von (S)-41 b zeigt

diese Doppelmutante einen Selektivit�tsfaktor von E = 50.
Bemerkenswert ist auch der Befund, dass die Mutante eine
erstaunlich breite Substratakzeptanz (Aktivit�t) aufweist bei
jeweils hoher Stereoselektivit�t, denn alle die in Schemata 36
und 37 gezeigten Verbindungen ließen sich glatt umgesetzen
(Tabelle 6 sowie Schema 37).[73] Weitere Aktivit�tssteigerun-
gen sind unter Verwendung von ISM oder DNA-Shuffling
denkbar.

Das katalytische Potential der PAMO-Mutante
Gln93Asn/Pro94Asp wurde auch zur Desymmetrisierung von
4-substituierten Cyclohexanonderivaten 42 a–c unter Bildung
der Lactone 43 a–c (Schema 37) getestet. Es zeigte sich, dass
in allen F�llen hohe Enantioselektivit�t erzielt wurde. Inter-

essant ist auch der Befund, dass die absolute Konfiguration
der Lactone durchweg umgekehrt ist als bei Katalyse unter
Verwendung der thermolabilen CHMO.

Wichtig f�r industrielle Anwendung ist der Befund, dass
die hohe Thermostabilit�t von WT-PAMO in der Mutante
Gln93Asn/Pro94Asp beibehalten wird. Dekonvolutionsex-
perimente ergaben weiterhin, dass die entsprechenden Ein-
zelmutanten, Gln93Asn bzw. Pro94Asp, keine messbare Ak-
tivit�t als Katalysatoren bei der Modellreaktion von rac-40b
aufweisen.[73] Dies deutet auf einen starken kooperativen
Effekt zwischen den beiden Punktmutationen in der Dop-

Abbildung 12. Auszug aus der R�ntgenstruktur von PAMO mit Kenn-
zeichnung des gew�hlten Randomisierungsorts Gln93/Pro94[73]

(t�rkis), FAD (lila), Arg337 (orange), Phenylaceton (grau) und Loop-
Segment 441–444, an dem in einer vorangegangenen Studie Mutage-
nese erfolgte (rot).

Tabelle 6: Oxidative kinetische Racematspaltung der Ketone rac-38a,c und rac-
40a–j, katalysiert durch die PAMO-Mutante Gln93Asn/Pro94Asp.[73] Zur Beach-
tung: Die R/S-Bezeichnung kann sich im Rahmen der Cahn-Ingold-Prelog-Kon-
vention umkehren; die absolute Konfiguration ist durch die Formeln angegeben.

Restliches
Keton

Lacton

Nr. Substrat spezifische
Aktivit�t
[Umg�1]

Umsatz
[%]

ee [%] Abs.
Konfig.

ee [%] Abs.
Konfig.

E-Wert

1 rac-38 a 64 45 38 S 95 R 92
2 rac-38 c 40 17 2.7 S 18 R 1.5
3 rac-40 a 35 15 46 R 91 S 25
4 rac-40 b 49 21 25 R 95 S 50
5 rac-40 c 42 37 37 R 95 S 68
6 rac-40 d 51 36 14 R 92 S 40
7 rac-40 e 24 23 19 R 94 R 42
8 rac-40 f 39 15 17 R >99 R >200
9 rac-40 g 48 42 43 S 86 R 25
10 rac-40 h 58 43 58 S 98 R >200
11 rac-40 i 52 11 17 S 96 R 55

Schema 37. Desymmetrisierung prochiraler Ketone 42a–c unter Ver-
wendung der PAMO-Mutante Gln93/Pro94Asp.[73]
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pelmutante Gln93Asn/Pro94Asp hin. W�re eine andere
Strategie hinsichtlich der Gruppierung der Aminos�ureposi-
tionen 93 und 94 gew�hlt worden, n�mlich diese einzeln bzw.
getrennt zu randomisieren, so w�re das Ergebnis mager ge-
blieben.

Mit dem Ziel, den Ursprung der erh�hten Aktivit�t auf-
zudecken und somit unser urspr�ngliches Postulat bez�glich
der m�glichen induzierten Allosterie zu �berpr�fen, haben
wir Molek�ldynamik(MD)-Simulationen mit WT-PAMO und
der evolvierten Doppelmutante durchgef�hrt. Aus Platz-
mangel sei auf eine detaillierte Beschreibung verzichtet.[73]

An dieser Stelle gen�gt die Aussage, dass signifikante Kon-
formations�nderungen an den beiden Dom�nen tats�chlich
stattfinden, die zu einer Neugestaltung der Bindungstasche
f�hren. Der Vergleich der beiden Bindungstaschen ist in
Abbildung 13 aufgef�hrt.[73] Interessanterweise erinnern die
konformativen Unterschiede an die k�rzlich publizierte
Kristallstruktur der CHMO aus einem Rhodococcus-Stamm
mit gebundenem FAD und NADP+.[117] Sie kommt in zwei
verschiedenen Formen vor, entsprechend einer geschlossenen
und offenen Konformation. Die Umwandlung der einen

Konformation in die andere bedingt die Bewegung des
NADP+-Cofaktors, ganz wie der mutationsbedingte alloste-
rische Effekt in unserem System. Die MD-Simulationen sind
nicht nur im Einklang mit der synergistischen Wirkung der
beiden Punktmutationen, die gemeinsam den allosterischen
Effekt ausl�sen. Sie legen auch die lokalen strukturellen
�nderungen an der Bindungstasche offen.[73]

Um die Schlussfolgerung zu �berpr�fen, wurden soge-
nannte „covariance maps“ der Doppelmutante und der WT-
PAMO konstruiert.[73] Diese sind bekannte Indikatoren f�r
die Existenz von korrelierten und antikorrelierten Bewe-
gungen in Enzymen und somit n�tzlich beim Studium der
Dynamik von Proteinen allgemein.[116, 118] In unserem Fall
zeigt die „covariance map“ der Doppelmutante Gln93Asn/
Pro93Asp unter anderem eine eindeutig erh�hte Korrelation
zwischen dem Mutationsort und der FAD-Dom�ne sowie
zwischen den beiden Cofaktoren, ganz anders als im Fall von

WT-PAMO. Dies st�tzt unser Modell hinsichtlich der indu-
zierten Allosterie.[73]

Somit zeigt diese Studie, dass es m�glich ist, S�ttigung-
smutagenese an ferngelegenen Orten anzuwenden, um allo-
sterische Effekte und somit die strukturelle �nderung einer
Bindungstasche zu induzieren. Der Ansatz ist ganz anders als
bei der �blichen CASTing-Methode, jedoch k�nnte diese
Strategie auch bei anderen Enzymtypen wie z.B. bei P450-
Enzymen erfolgreich sein.

5. ISM zur Erh�hung der Thermostabilit�t von
Enzymen

Neben der Steuerung der Stereoselektivit�t und Aktivit�t
(Substratakzeptanz) ist die Thermostabilit�t eine ebenso
wichtige Eigenschaft von Enzymen, die in der organischen
Chemie und Weißen Biotechnologie ber�cksichtigt werden
muss.[119] Deshalb wurden schon viele Versuche unternom-
men, die Thermostabilit�t von Proteinen zu steigern, wobei
gerichtete Evolution eine zentrale Rolle eingenommen
hat.[119] Da sich ISM als eine besonders effiziente Methode zur
Erh�hung der Enantioselektivit�t und der Aktivit�t erwiesen
hat, war es von Interesse zu pr�fen, ob ein analoges iteratives
Verfahren auch bei der Steigerung der Thermostabilit�t
wirksam sein kann. Dazu musste zun�chst ein Kriterium ge-
funden werden, wonach geeignete Randomisierungsorte
identifiziert werden k�nnen. In diesem Bem�hen haben wir
die Verwendung von B-Faktoren vorgeschlagen, die im Zuge
von R�ntgenstrukturanalysen zug�nglich sind. Die in Pro-
teinen vorkommenden Aminos�uren mit hohen B-Faktoren
verf�gen �ber eine relativ hohe Beweglichkeit. Da hyper-
thermostabile Enzyme bekanntlich rigider sind als meso-
thermostabile Analoga,[119] galt es, durch Mutagenese die
Flexibilit�t an solchen Orten zu reduzieren.[20, 120] Aus diesem
Grund entwickelten wir die B-FIT-Methode zur Thermosta-
bilisierung von Proteinen, bei der ISM auf Aminos�urenpo-
sitionen mit h�chsten B-Faktoren angewendet wird. Dazu
haben wir das Computerprogramm B-FITTER entwickelt. In
einer ersten experimentellen Arbeit wurde B-FIT auf die
Thermostabilisierung der Lipase aus Bacillus subtilis ange-
wendet.[20, 120] Nach f�nf ISM-Schritten und Screening der
�berst�nde wurde ein hohes Maß an Thermostabilisierung
erreicht. Die beste Mutante wurde vor der Charakterisierung
gereinigt, was eine kurze Hitzebehandlung einschloss, um
weniger stabile Proteine zu denaturieren bzw. auszuf�llen.
Die anschließenden T50

60-Messungen ergaben eine Stabili-
sierung von 45 8C. Sp�ter wurde im Rahmen einer theoreti-
schen Studie nachgewiesen, dass der Effekt durch die muta-
tionsbedingte Bildung eines kommunizierenden Aminos�ure-
Netzwerks auf der Oberfl�che des Enzyms zustande gekom-
men ist.[121] In einer neueren Arbeit wurde gezeigt, dass B-FIT
auch bei der Thermostabilisierung der Epoxidhydrolase aus
Aspergillus niger (ANEH) erfolgreich ist (21 8C Thermosta-
bilisierung).[77a] Schließlich wurde B-FIT auch bei der Desta-
bilisierung bzw. kontrollierten Thermolabilisierung ange-
wendet, was in manchen F�llen von praktischer Bedeutung
sein kann.[122]

Abbildung 13. Vergr�ßerte Darstellung der Bindungstasche von WT-
PAMO (links) und der evolvierten Mutante Gln93Asn/Pro94Asp
(rechts) generiert mithilfe von MD-Simulationen.[73]

M. T. ReetzAufs�tze

174 www.angewandte.de � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2011, 123, 144 – 182

http://www.angewandte.de


6. Lektionen aus der gerichteten Evolution enantio-
selektiver Enzyme

Zwei Lektionen sind aus den oben beschriebenen Studien
m�glich. Erstens erlaubt die Besch�ftigung mit Methoden-
entwicklung in der gerichteten Evolution einen Vergleich der
verschiedenen Techniken und Strategien, insbesondere im
Hinblick auf Effizienz. Die Evolution verbesserter Enzym-
Mutanten ist aus praktischer Sicht ein bedeutsames Ziel, ge-
nauso wichtig ist es aber, ein Verst�ndnis daf�r zu entwickeln,
warum die eine Methode effizienter ist als die andere. Im
Falle von ISM ist es die gezielte Fokussierung der S�tti-
gungsmutagenese in einem iterativen Verfahren, welches
ausgepr�gte kooperative Effekte induziert zwischen den
herbeigef�hrten Mutationen und zwischen S�tzen von
Punktmutationen. Ferner kommen �berfl�ssige Mutationen
praktisch nicht vor, ein weiterer Vorteil gegen�ber epPCR.

Der zweite Lerneffekt bezieht sich auf die Ursache der
erh�hten Stereoselektivit�t von evolvierten Mutanten, denn
solche Erkenntnisse erweitern unser Verst�ndnis von Enzym-
Mechanismen im Allgemeinen. Dies erfordert mechanisti-
sche Studien, die idealerweise Kinetik, R�ntgenstrukturdaten
und NMR-Untersuchungen sowie theoretische Analysen auf
der Basis von QM/M-Studien und MD-Simulationen ein-
schließen. Eine besonders sorgf�ltige Studie bezieht sich auf
die QM/MM-Untersuchung der PAL-Mutante als Katalysa-
tor mit erh�hter Enantioselektivit�t bei der hydrolytischen
Racematspaltung des Esters rac-19 (Abschnitt 2). Ein
„relay“-Mechanismus wurde zur Erkl�rung des Einflusses
einer ferngelegenen Mutation postuliert, wodurch das Oxy-
anion des bevorzugten (S)-Substrats eine zus�tzliche Stabili-
sierung durch eine neue H-Br�cke erf�hrt. Details k�nnen in
der Originalver�ffentlichung[32] und in �bersichtsartikeln[58]

nachgelesen werden. Leider war es in dieser Studie nicht
m�glich, mithilfe einer Kristallstruktur das vorgeschlagene
Modell zu �berpr�fen. Dies trifft auf alle bisherigen Unter-
suchungen �ber gerichtete Evolution stereoselektiver
Enzyme zu, mit Aus-
nahme der folgenden
Untersuchung.

K�rzlich erschien
unsere Studie �ber
Mutanten der Epoxid-
hydrolase aus ANEH
als Katalysator zur hy-
drolytischen kineti-
schen Racematspal-
tung von rac-19 (Ab-
schnitt 3.2,
Schema 14).[76] WT-
ANEH ist leicht (S)-
selektiv (E = 4.6),
w�hrend die beste in
f�nf ISM-Stufen evol-
vierte Mutante LM202
zu einem Selektivit�ts-
faktor von E = 115
f�hrt (Schema 15). Ki-
netische Daten, MD-

Simulationen, Molecular Modeling (MM), Inhibitionsversu-
che und R�ntgenstrukturdaten von WT-ANEH und LW202
dienten zur Aufkl�rung der steigenden Stereoselektivit�t
entlang der f�nf Stufen des evolution�ren Prozesses.[76] Der
grobe Mechanismus des WT-Enzyms war schon fr�her auf-
grund der R�ntgenstruktur in Abwesenheit eines Substrats
oder Inhibitors postuliert.[75, 123] Zwei Tyrosine an Positionen
251 und 314 am Ende der schmalen tunnelartigen Bindungs-
tasche binden und aktivieren das Substrat durch Wasser-
stoffbr�cken zum Epoxid-O-Atom, gefolgt vom geschwin-
digkeits- und konfigurationsbestimmenden nucleophilen
Angriff durch Asp192 an dem sterisch weniger abgeschirmten
C-Atom. In einem zweiten Schritt erfolgt die rasche Hydro-
lyse des kurzlebigen Enzymesters (Schema 38).

Michaelis-Menten-Kinetik der besten Mutante LW202
ergab, dass die evolution�r erzeugte strukturelle �nderung
zum v�lligen Erliegen der Reaktion des benachteiligten
Enantiomers (R)-19 f�hrt.[76] Dies entspricht einer idealen
kinetischen Racematspaltung, eine Schlussfolgerung, die
auch durch die experimentellen kcat/KM-Werte von WT-
ANEH und LW202 gest�tzt ist. Zur Pr�fung der Frage, wie
die (R)- und (S)-konfigurierten Substrate 19 in der schmalen
Bindungstasche positioniert sind bzw. ob deutliche Unter-
schiede beim stufenweisen �bergang von WT-ANEH zu
LW202 sichtbar werden, wurden MD-Simulationen durchge-
f�hrt. Die jeweilige Bindungsenergie d�rfte sich aus den
beiden H-Br�cken ausgehend von Tyr251 und Tyr314 sowie
aus weiteren Wechselwirkungen zusammensetzen. Wir ord-
neten der Entfernung zwischen dem angreifenden O-Atom
des Asp192 und dem Epoxid-C-Atom, an dem die SN2-Re-
aktion abl�uft, eine besondere Rolle zu (Schema 39).[76] Ein
kleiner Abstand d im Bereich von 3.5–4 � ist f�r eine glatte
Reaktion erforderlich. Dies k�nnte einem Nah-Angriff-
Konformer („near-attack-conformer“) nach der Theorie von
Bruice entsprechen.[124]

MD-Berechnungen mit (R)- und (S)-19 in getrennten Si-
mulationen unter Ber�cksichtigung von WT-ANEH, den in-

Schema 38. Reaktionsmechanismus der ANEH.[75, 122]

Gerichtete Evolution von Biokatalysatoren
Angewandte

Chemie

175Angew. Chem. 2011, 123, 144 – 182 � 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


termedi�ren Mutanten mit steigender Enantioselektivit�t
(LW081, LW086, LW123 und LW44) sowie von LW202 deck-
ten einen bemerkenswerten Trend auf.[76] Der Abstand d im
Falle des bevorzugten (S)-Substrats bleibt mehr oder weniger
konstant, w�hrend im Falle des (R)-Substrats der entspre-
chende Wert im evolution�ren Prozess bis auf d = 5.4 � f�r
LW202 kontinuierlich ansteigt. Dies bedeutet, dass zwar die
aktivierende Wirkung durch Tyr251/Tyr314 erhalten bleibt,
dass aber das nucleophile Asp192 in LM202 viel zu weit vom
Substrat entfernt ist, als dass eine glatte SN2-Reaktion erfol-
gen kann. Diese Analyse steht im Einklang mit den Ergeb-
nissen der Kinetik.

Gl�cklicherweise war es m�glich, geeignete Kristalle von
LW202 f�r eine R�ntgenstrukturanalyse zu z�chten.[76] Der
Vergleich mit der Kristallstruktur von WT-ANEH zeigte, dass
die beiden Strukturen praktisch identisch sind. Jedoch erwies
sich die jeweilige Gestalt der Bindungstasche als deutlich
unterschiedlich (Abbildung 14). Modellierte man (R)- und
(S)-19 in die WT-Bindungstasche (Abbildung 14 a), so war es
m�glich, beide Enantiomere geometrisch problemlos einzu-
lagern unter Beibehaltung der H-Br�cken-Aktivierung durch
Tyr251/Tyr314. Demgegen�ber gelang dies im Falle der
besten Mutanten LM202 nur mit dem bevorzugten Enantio-
mer (S)-19.[76]

Das Modell l�sst vermuten, dass strukturell unterschied-
liche monosubstituierte Epoxide, nicht aber trans-1,2-disub-
stituierte Analoga des Typs rac-21 (Schema 19), ebenfalls mit
LW202 glatte und enantioselektive Hydrolysereaktionen
eingehen sollten. Dies wurde unter Verwendung von zw�lf
verschiedenen monosubstituierten Epoxiden bewiesen (E =

22–90), w�hrend WT-ANEH zu keinen akzeptablen Ergeb-
nissen f�hrte.[76] Studien der gerichteten Evolution dieser Art
sind nicht nur aus pr�parativer Sicht wichtig, sie sagen auch
etwas �ber den Mechanismus von Enzymen aus. Im Falle der
Epoxidhydrolyse waren die groben Z�ge des Mechanismus
vorher schon bekannt, aber nun sind detaillierte Facetten
hinsichtlich der genauen Substratpositionierung sowie Akti-
vierung sichtbar geworden.[76]

7. Schlussfolgerungen und Perspektiven

Die Anwendung von Biokatalysatoren in der organischen
Chemie und Biotechnologie hat in den Jahren 1970 bis 1990
stark zugenommen, insbesondere als Katalysatoren bei
asymmetrischen Reaktionen.[2] Dennoch leidet die Biokata-
lyse unter notorischen Einschr�nkungen, denn oft werden
unakzeptable Stereoselektivit�t, geringe Aktivit�t und/oder
fehlende Thermostabilit�t festgestellt. Die rasche Entwick-
lung der gerichteten Evolution der letzten 15 Jahren hat dazu
gef�hrt, dass diese Probleme gel�st werden k�nnen. Nach den
„proof-of-principle“-Studien zur Erh�hung der Stabilit�t von
Enzymen in Gegenwart von denaturierenden L�sungsmit-
teln[7] und Steigerung[8, 9] sowie Umkehrung der Enantiose-
lektivit�t[9b,33, 45] f�hrten weitere Beispiele zur Verallgemei-
nerung dieser �beraus n�tzlichen Art des Protein-Enginee-
rings.[4, 58] Die im Labor durchgef�hrte Evolution von stereo-
selektiven Enzymen beinhaltet eine v�llig neue Vorgehens-
weise f�r die Entwicklung von Katalysatoren f�r die
asymmetrische Katalyse, so auch f�r eine Reihe von indu-
striellen Verfahren.[58]

In der fr�hen Forschungsphase der gerichteten Evolution
stereoselektiver Enzyme dienten �berwiegend epPCR, DNA-
Shuffling und S�ttigungsmutagenese als Mutagenesemetho-
den.[8,9, 28, 33, 58] Effizienz spielte eine untergeordnete Rolle.
Diese Vernachl�ssigung, die auch die anf�ngliche Forschung
der gerichteten Evolution thermostabiler Enzyme charakte-
risierte,[7, 119b,c] ist verst�ndlich. Das Bild hat sich jedoch in den
letzten f�nf Jahren schlagartig ge�ndert. Denn die Forscher
fingen an, auf „Qualit�t, nicht Quantit�t“ zu achten[31, 59f]

Somit begann die Methodenentwicklung auf dem Gebiet der
gerichteten Evolution. Auch die Industrie ben�tigt „rasche“

Schema 39. Definition des Abstandes d im geschwindigkeits- und ste-
reochemiebestimmenden Schritt einer ANEH-katalysierten Reaktion.[76]

Abbildung 14. Ergebnisse der R�ntgenstrukturanalysen.[76] a) Leere Bin-
dungstasche von WT-ANEH basierend auf der R�ntgenstruktur;
b) leere Bindungstasche von LW202 basierend auf der entsprechenden
R�ntgenstruktur. Katalytisch aktives Asp192: rot; aktivierende Tyr251/
Tyr314: gelb; A–F deuten die Randomisierungsorte f�r CASTing an
(Ort A wurde im evolution�ren Pfad B!C!D!F!E nicht ber�ck-
sichtigt).[31]
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und effiziente Verfahren.[4] Unser Beitrag dazu ist die itera-
tive S�ttigungsmutagenese (ISM) als Methode zur Steuerung
der Stereoselektivit�t[18, 31, 58–60] und Substratakzeptanz (Akti-
vit�t)[18,58] sowie zur Erh�hung der Thermostabilit�t.[20, 77,120]

ISM kann auch eingesetzt werden, um die Bindungseigen-
schaften von Proteinen zu steuern[97, 104,107] und Biosynthese-
wege in der Gr�nen Biotechnologie zu beeinflussen.[106]

ISM beinhaltet die Bildung von fokussierten Mutanten-
bibliotheken, die durch Randomisierung an geeigneten Orten
im Enzym mittels S�ttigungsmutagenese in einem iterativen
Verfahren generiert werden. Wir sowie andere Forscher-
gruppen hatten schon fr�her S�ttigungsmutagenese einge-
setzt, auch indem von einem Ort im Enzym zum anderen
„gewechselt“ wurde,[25,28, 58, 59, 65,69] allerdings fehlte das me-
thodische Vorgehen. ISM bedeutet die Systematisierung von
S�ttigungsmutagenese, wobei unterschiedliche Kriterien bei
der Auswahl der Randomisierungsorte beachtet werden
m�ssen. Im Falle von Stereoselektivit�t und/oder Substrat-
akzeptanz (Aktivit�t) haben wir zwei verschiedene Strategien
entwickelt. Meistens gilt die systematische Ber�cksichtigung
aller Aminos�urepositionen an der Bindungstasche (CAS-
Ting).[64] Es k�nnen auch Aminos�urepositionen in der
zweiten Sph�re gew�hlt werden.[20, 42] Ferngelegene Stellen,
die zur Induzierung allosterischer Effekte in Frage kommen,
stellen einen anderen Ansatz dar.[73] Im Falle der Thermo-
stabilisierung kann ISM ebenfalls eingesetzt werden, indem
Randomisierung an Aminos�urepositionen mit hohen B-
Faktoren durchgef�hrt wird (B-FIT-Methode) (Ab-
schnitt 5).[20, 77, 120] Selbstverst�ndlich kann ISM mit anderen
Methoden wie epPCR oder DNA-Shuffling kombiniert
werden. Bislang zeigen alle ISM-Studien ein hohes Maß an
Effizienz. Die Einschr�nkungen dieser strukturbasierten
Methode sollten jedoch nicht außer Acht gelassen werden:
Sie kann nur dann eingesetzt werden, wenn Strukturdaten
oder Homologiemodelle vorhanden sind oder wenn sich ein
bioinformatischer Ansatz anbietet. Ansonsten k�nnen
epPCR, DNA-Shuffling oder andere Mutagenesemethoden
zur Erh�hung der Stereoselektivit�t herangezogen werden.

Bei der Durchf�hrung von ISM kann ein weiteres Werk-
zeug genutzt werden, n�mlich ein reduziertes Aminos�ure-
Alphabet unter Anwendung einer geeigneten Codon-Dege-
neration.[18, 60, 66] Dies f�hrt zur h�heren Qualit�t der Mutan-
tenbibliothek und erfordert deutlich weniger Screening,[60]

trotz eingeschr�nkter struktureller Diversit�t. Es ist auch
m�glich, den umgekehrten Weg zu beschreiten, indem die
Einf�hrung von nichtnat�rlichen Aminos�uren mittels eines
erweiterten genetischen Codes bewerkstelligt wird.[125]

Als Hilfestellung beim Design von S�ttigungsbibliothe-
ken haben wir die Computerprogramme CASTER (f�r Ste-
reoselektivit�t/Substratakzeptanz) und B-FITTER (f�r
Thermostabilit�t)[20, 60] entwickelt, die gratis auf unserer
Homepage abgerufen werden k�nnen (http://www.mpi-mu-
elheim.mpg.de/mpikofo_home.html). Denkbar ist auch die
Kombination von ISM und anderen computergest�tzten
Verfahren wie ProSAR[62] oder MAP.[63e]

Im Zuge der Methodenentwicklung auf dem Gebiet der
gerichteten Evolution ist es essenziell, die verschiedenen
Methoden und Strategien zu vergleichen, vorzugsweise an ein
und dem gleichen Enzym. Dies wurde im Falle von ISM

mehrfach getan. Ferner wurden die Gr�nde f�r die hohe Ef-
fizienz aufgedeckt. So wurden Fitness-Landschaften experi-
mentell konstruiert, wodurch epistatische Effekte entlang
aller relevanten Evolutionspfade quantitativ gemessen
werden konnten.[60,72, 121] Es zeigte sich, dass Mutationen und
S�tze von Mutationen kooperativ bzw. synergistisch wirken
und so entscheidend zur Effizienz beitragen.[60, 72,121] Die
Frage, wie ein Satz von Aminos�urepositionen zu Randomi-
sierungsorten gruppiert werden sollen, haben wir ebenfalls
beantwortet. In der Regel sind Orte bestehend aus zwei oder
drei Aminos�urepositionen vorzuziehen.[31,60, 72] �berfl�ssige
S�tze von Punktmutationen kommen in ISM-Experimenten
nicht vor, ganz im Gegensatz zur epPCR.[4, 32b] Praktisch alle
S�ttigungsmutagenesemethoden f�hren zur Bevorzugung
bzw. Benachteiligung bestimmter Aminos�uren. Um ein
austariertes Verh�ltnis von Aminos�uren zu bewirken, bieten
sich mehrere M�glichkeiten an, unter anderem der MAX-
Ansatz,[126] Sloning[127a] oder „hand mixing“ von geeigneten
Oligonucleotiden[127b] sowie andere M�glichkeiten.[77, 69o] Es
bleibt abzuwarten, ob sich der erh�hte Aufwand und die
damit verbundenen zus�tzlichen Kosten lohnen.

Jedes neue Evolutionsprojekt zur Steigerung der Stereo-
selektivit�t erfordert die Bereitstellung bzw. Entwicklung
eines Mittel- oder Hochdurchsatz-Assays f�r ee-Bestimmun-
gen.[10] Manche sind kostspielig. Daher besteht unser gegen-
w�rtiges Ziel darin, die Trapp-Methode[128] zur Multiplexing-
GC (und HPLC) f�r die Zwecke des Hochdurchsatz-Scree-
nings von chiralen Verbindungen zu adaptieren.[77] Wir
hoffen, dadurch einen Durchsatz von mindestens 1000 bis
3000 Proben pro Tag routinem�ßig zu erzielen. Da GC und
HPLC zu den Standardausr�stungen eines chemischen und
biologischen Labors geh�ren, d�rfte das Screening-Problem
ein f�r allemal gel�st sein, vorausgesetzt, man generiert
Mutantenbibliotheken hoher Qualit�t wie in ISM
(Schema 40).

Einige weitere Punkte zur gerichteten Evolution sind er-
w�hnenswert. In manchen F�llen k�nnen Enzyme nicht oder
nur schlecht in den �blichen Expressionsst�mmen wie E. coli
exprimiert werden. Alternative Expressionsysteme m�ssen

Schema 40. Zusammenspiel von Mutagenesemethoden zur Generie-
rung kleinerer und qualit�tsm�ßig besserer Mutantenbibliotheken und
optimierter ee-Assays basierend auf Parallel-GC und/oder HPLC.
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dann entwickelt werden. Beispiele sind Meerrettich-Per-
oxidase (Hefe-Display) oder[57] Oxynitrilasen (Pichia pasto-
ris).[129]

Schließlich bietet ISM Perspektiven, die jenseits der
Evolution von Enantioselektivit�t, Aktivit�t (Substratakzep-
tanz) und Thermostabilit�t m�glich sind.[99, 106] Eine faszinie-
rende zuk�nftige Forschungsrichtung besteht in der Anwen-
dung der gerichteten Evolution enantioselektiver Enzy-
me[4f, 58] zur �nderung des Stoffwechsels („metabolic pathway
engineering“).[106, 129] Die Ver�nderung bzw. Umkehrung der
Stereoselektivit�t eines enzymkatalysierten Schrittes entlang
eines Stoffwechselweges k�nnte theoretisch zu stereoisome-
ren Produkten f�hren, so z. B. bei der Herstellung von
Wirkstoffen. ISM beinhaltet auch eine Strategie zur �nde-
rung der Bindungseigenschaften von Proteinen[99] oder Pep-
tiden, was von Interesse bei medizinischen Fragestellungen
ist. Schließlich bietet sich ISM in Form von B-FIT zur Ther-
mostabilisierung von Enzymen oder allgemein von Proteinen
an, die in der Bionanotechnologie oder in Organismen f�r die
Wasserreinigung Verwendung finden.

Addendum : ISM wurde k�rzlich zur Umkehrung der
Enantioselektivit�t eines P450-Enzyms verwendet.[130]
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