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1. Einf�hrung

Mit der Entwicklung der ortsspezifischen Mutagenese
durch Michael Smith[1] vor mehr als drei Jahrzehnten steht
eine molekularbiologische Methode zur Verf�gung, mit der
eine gegebene Aminos�ure an einer definierten Position
(Ort) im Protein durch eine der anderen 19 nat�rlich vor-
kommenden Aminos�uren ersetzt werden kann.[2] Diese
Technik hat sich beim Studium der Enzym-Mechanismen
gemeinsam mit einem Arsenal von anderen experimentellen
und theoretischen Methoden als unabdingbar erwiesen.[1,3]

Zugleich wurde in den letzten Dekaden ersichtlich, dass die
„Geheimnisse“ der Enzyme weitaus komplexer sind als ur-
spr�nglich gedacht. Außer der Aufkl�rung des „groben“
Mechanismus eines gegebenen Enzyms spielen auch solch
komplizierte Ph�nomene wie Proteindynamik und -flexibili-
t�t, elektrostatische Einfl�sse, Tunneleffekte und Allosterie
eine oft entscheidende Rolle.[4] Wie in diesem Essay dargelegt
ist dies der Grund, warum eine detaillierte Interpretation und
Voraussage von Mutationseffekten schwierig ist, insbeson-
dere wenn mehrere Punktmutationen eingef�hrt werden.

Bei dem Bestreben, die Wirkung von Enzymen als Ka-
talysatoren in der organischen Chemie und Biotechnologie zu
verbessern, ist der Austausch von Aminos�uren ebenfalls
essenzieller Bestandteil des Protein-Engineerings, wobei die
Erhçhung der Thermostabilit�t und Stereoselektivit�t von
besonderer Bedeutung sind. Bindungsaffinit�ten und Ex-
pressionsraten kçnnen mit der Methode ebenfalls beeinflusst
werden. Zur praktischen Verwirklichung bieten sich zwei
Optionen an: Eine Mçglichkeit ist das so genannte „rationale

Design“ unter Verwendung der ortsspezifischen Mutagenese,
die sich in einigen F�llen als erfolgreich erwiesen hat.[2b,5]

Leider ist dies bis zum heutigen Tag kein genereller Ansatz,
auch dann nicht, wenn die zurzeit modernsten Rechenver-
fahren eingesetzt werden. Die zweite Option ist die so ge-
nannte gerichtete (gelenkte) Evolution, die auf randomisier-
ter oder fokussierter Mutagenese basiert.[2b, 6] Dabei werden
sich wiederholende Zyklen von Genmutagenese und -ex-
pression sowie Screening (oder Selektion) durchlaufen, ein
Vorgang, der die nat�rliche Evolution simuliert. Die am
h�ufigsten verwendeten Mutagenesemethoden sind die feh-
lerhafte Polymerasekettenreaktion (epPCR, eine „Schrot-
flintenmethode“),[2b,6] S�ttigungsmutagenese (ein kombina-
torischer strukturbasierter rationaler Ansatz)[2,6, 7] und DNA-
Shuffling.[2b, 6]

Mithilfe der gerichteten Evolution kçnnen routinem�ßig
Enzym-Mutanten mit verbessertem Katalyseprofil gewonnen
werden. Das Ausmaß der Verbesserung h�ngt davon ab, wie
viel Aufwand bei den molekularbiologischen Schritten und
dem Screening investiert werden soll. Um den Screening-
Aufwand (den „Flaschenhals“ der gerichteten Evolution) zu
minimieren, wurden nach dem Motto „mehr Qualit�t als
Quantit�t“ verschiedene Methoden und Strategien entwi-
ckelt.[2b,6, 8] Gegenw�rtig ist es nicht mçglich vorauszusagen,
wie viele Punktmutationen f�r ein gegebenes Ziel eingef�hrt
werden m�ssen. Dies d�rfte unter anderem davon abh�ngen,
welche Mutagenesemethode eingesetzt wird. Rationales De-
sign und gerichtete Evolution wurden auch herangezogen, um
Protein-Protein-Wechselwirkungen zu verstehen und vor-
auszusagen, ein Gebiet von zunehmender Bedeutung.[9,10] In
diesen F�llen befinden sich die Mutationen meist auf der
Oberfl�che der Proteine.

Beim Versuch, die Einfl�sse der Mutationen auf mole-
kularer Ebene zu verstehen, ist die Deutung oder Voraussage
einer einzigen Punktmutation im Wildtyp(WT)-Enzym der
einfachste Fall. Werden jedoch zwei oder mehrere Punkt-
mutationen eingef�hrt, wird der Sachverhalt erheblich kom-
plexer, denn die Frage nach der Additivit�t oder der Nicht-
Additivit�t einzelner Mutationen stellt sich. Ergibt sich aus
der Kombination von zwei getrennten Punktmutationen ein
mathematisch additiver Effekt? Oder treten sie miteinander
in einer nicht-additiven Art in Wechselwirkung, mit der Er-
zeugung von kooperativen oder gar antagonistischen Effek-
ten?
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Dieser Essay enth�lt keine erschçpfende Behandlung von
additiven oder nicht-additiven Effekten in Proteinen. Viel-
mehr werden typische Beispiele aus der Literatur beschrieben
und in der Hoffnung analysiert, dass sich Biochemiker, Mo-
lekularbiologen und Biotechnologen verst�rkt dem Thema
Nicht-Additivit�t als komplexes, aber faszinierendes Ph�no-
men in der Proteinwissenschaft widmen. Erste Einblicke in
die Ursache(n) von nicht-additiven Effekten sowie zuk�nfti-
ge Aufgaben werden ebenfalls thematisiert.

2. Fr�he Beispiele f�r Additivit�t

�ltere mechanistische Studien der Gruppen um Fersht,[11]

Wells,[12] Horovitz,[13a] Shortle[13b,c] und andere[13d–f] �ber En-
zymaktivit�t und -stabilit�t oder Protein-Protein-Wechsel-
wirkungen, bei denen zwei Punktmutationen unter Bildung
der entsprechenden Doppelmutante kombiniert wurden, lie-
ßen auf Additivit�t als allgemeines Ph�nomen schließen; je-
doch wurden Ausnahmen registriert. Ein typisches Beispiel
f�r Additivit�t von zwei Punktmutationen wurde von Wells
et al. beim Studium der Aktivit�t von Tyrosyl-tRNA-Syn-
thetase beschrieben.[12] Basierend auf einem vorangegange-
nen Beitrag von Fersht et al.[11] schlug Wells 1990 eine einfa-
che mathematische Formel zur Beschreibung der Additivit�t
bei Doppelmutanten-Gibbs-Energiezyklen (double mutant
free energy cycles) vor [Gl. (1)].[12b] Dabei bedeutet DDG(X,Y)

DDGðX,YÞ ¼ DDGðXÞ þDDGðyÞ þ DGI ð1Þ

die experimentelle �nderung der Gibbs-Energie beim
�bergang vom WT zur Doppelmutante (X,Y), w�hrend
DDG(X) und DDG(y) die jeweilige �nderung der Gibbs-Ener-
gie beim �bergang vom WT zu den Einzelmutanten X bzw. Y
enthalten; DGI spiegelt die (damals noch selten vorkom-
mende) Wechselwirkung zwischen zwei Punktmutationen
wider. Es wurde vorgeschlagen, dass Nicht-Additivit�t immer
dann mçglich ist, wenn die Seitenketten der Aminos�uren in
r�umlich engem Kontakt zueinander stehen oder wenn die
Punktmutationen eine �nderung im geschwindigkeitsbe-
stimmenden Schritt verursachen oder den Reaktionsmecha-
nismus beeinflussen. Die Befunde aus mehreren Studien �ber
den Einfluss von Mutationen auf die Aktivit�t unter Einbe-
ziehung von f�nf verschiedenen Enzymen wiesen klar auf

Additivit�t hin (Abbildung 1).[12b] Die bei der Konstruktion
dieser Korrelation verwendeten Daten beziehen sich auf
Punktmutationen, bei denen der Abstand zwischen den ent-
sprechenden Aminos�ure-Seitenketten grçßer ist als der Van-
der-Waals-Kontakt (> 4 �).

Zwei Jahre sp�ter „zergliederten“ Mildvan et al. die
Fersht-Wells-Gleichung, indem folgender Satz von Termini
vorgeschlagen wurde: Additive Effekte, nicht-additive Ef-
fekte, antagonistische Effekte oder keine Effekte.[14a] Bei-
spiele f�r all diese F�lle wurden aus der Literatur zusam-
mengestellt, mit der Schlussfolgerung, dass additive Effekte
h�ufig vorkommen, wenn die Aminos�uren nicht in mole-
kularem Kontakt stehen, und dann auch am leichtesten zu
deuten sind („additive effects are the easiest to interpret and are
commonly found, usually when the mutated residues are not in
molecular contact“). Sp�ter f�hrte Mildvan das Konzept des
„inversen Denkens“ (inverse thinking) �ber Doppelmutan-
tenzyklen von Enzymen ein, bei dem die Parameter der
Doppelmutanten und nicht die des WT-Enzyms als Refe-
renzpunkt herangezogen wurden.[14b]

Im Anschluss an diese ersten Berichte erschienen weitere
Beispiele f�r die Additivit�t von Proteinmutationen. Ein
Beispiel f�r eindeutige Additivit�t wurde von Terwilliger und
Skinner in einer 1996 erschienenen Arbeit mit dem Titel
„Potential use of additivity of mutational effects in simplifying
protein engineering“ beschrieben.[15] Der Einfluss von Muta-
tionen auf die Stabilit�t und DNA-Bindungsaffinit�t des Gen-
V-Proteins (GVP) wurde systematisch untersucht, wobei alle
Mutanten sowie WT GVP durch Rçntgenstrukturanalysen
charakterisiert wurden. Additivit�t als Folge getrennter lo-
kalisierter Einfl�sse wurde f�r die beiden voneinander un-
abh�ngigen Parameter (Stabilit�t und DNA-Bindungsaffini-
t�t) gefunden. Im Jahr 2000 publizierten Uchiyama et al. eine
Analyse bestimmter Fitness-Landschaften auf Grundlage ei-
nes so genannten zerkl�fteten Mt.-Fuji-Modells, wobei Pro-
lyl-Endopeptidase und Thermolysin als Enzyme fungier-
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Seine Forschungen befassen sich mit der gerichteten Evolution stereoselek-
tiver Enzyme und der kombinatorischen �bergangsmetall-Katalyse.

Abbildung 1. �nderungen der Stabilisierungsenergie des �bergangszu-
standes im Falle von Mehrfachmutanten gegen die Summe der Ener-
gie der Einzelmutanten.[12b] Die Daten stammen von Mutanten folgen-
der Enzyme: Subtilisin (&), Tyrosyl-tRNA-Synthetase (*), Trypsin (&),
DHFR (*) und Glutathion-Reduktase (D). Die gestrichelte Linie hat ei-
ne Steigung von 1, w�hrend die durchgezogene Linie der besten An-
passung entspricht.
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ten.[16] Diese Studie f�hrte zur Schlussfolgerung, dass derzei-
tige Biopolymere statistische Additivit�ten aufweisen („cur-
rent biopolymers have statistical additivities“). Die Autoren
beziehen sich auf vorangegangene Untersuchungen zur Ad-
ditivit�t und betonen, dass im Falle von Experimenten, bei
denen die Aminos�uren auf der Oberfl�che des Proteins nach
außen gerichtet sind, die gegenseitige Beeinflussung als Folge
von Mutationen gering sein muss („If experiments are per-
formed focusing on residues located at the surface of a protein
and oriented outwardly, the mutual interference between resi-
dues changed as a result of multiple mutations must be
small.“)[16] Die Frage, ob diese Schlussfolgerung heute noch
gilt, muss gestellt werden.

Wissenschaftler der Firma Novozyme berichteten 2002
�ber additive Effekte bei der Anwendung des so genannten
Mutations-Konsensus-Konzepts zur Erhçhung der Protein-
Thermostabilit�t,[17a] ebenso Magliery et al. in einer k�rzlich
erschienenen Arbeit zum gleichen Thema.[17b] Additive Ef-
fekte wurden auch in weiteren Publikationen nachgewiesen
oder angenommen.[17c–e] Das Kombinieren von positiven
Punktmutationen in dem erfolgreichen Versuch, die Ther-
mostabilit�t von Bacillus licheniformis zu erhçhen, ist ein
Beispiel.[17c] In einer Studie zur gerichteten Evolution haben
wir ebenfalls festgestellt, dass beim Kombinieren von zwei
positiven Mutationen verbesserte Mutanten generiert werden
kçnnen, jedoch nicht in allen F�llen (weniger als Additivi-
t�t).[18] Letztere (negative) Beobachtung ist dennoch ein
wichtiger Befund. Mçglicherweise wird diese Art der Nicht-
Additivit�t in Studien zur gerichteten Evolution nicht routi-
nem�ßig gemeldet, weil solche Befunde kein unmittelbarer
praktischer Fortschritt sind.

3. Beispiele f�r nicht-additive Mutationseffekte in
mechanistischen und theoretischen Studien

Mit dem Ziel, die Mechanismen von Enzymen in grçße-
rem Detail zu verstehen, erschienen in den 1990er Jahren
zunehmend Studien �ber additive versus nicht-additive Ef-
fekte.[13c] Ein fr�hes Beispiel stammt von Fersht et al. , die
Doppelmutantenzyklen nutzten, um elektrostatische Wech-
selwirkungen auf der Oberfl�che der Ribonuklease aus Ba-
cillus amyloliquefacies (Barnase) absch�tzen zu kçnnen.[19]

Zwei Aminos�uren in einer a-Helix auf der Enzymoberfl�-
che, Asp12 (geladen) und Thr16 (polar), wurden zun�chst
mithilfe der ortsspezifischen Mutagenese jeweils in Asp12Ala
bzw. Thr16Arg �berf�hrt, w�hrend die dritte Variante als
Doppelmutante Asp12Ala/hergestellt wurde. Sodann wurde
die �nderung der Gibbs-Energie der reversiblen Harnstoff-
induzierten Entfaltung relativ zu WT-Barnase bei verschie-
denen Salzkonzentrationen gemessen. Dabei wurde Nicht-
Additivit�t beobachtet, z. B. Einzelmutante Asp12Ala
(Wechselwirkungsenergie =+ 0.43 kcalmol�1), Einzelmutan-
te Thr16Arg (�0.48 kcalmol�1) und Doppelmutante
Asp12Ala/Thr16Arg (+ 0.28 kcalmol�1).[19] Zur Erkl�rung
wurden direkte elektrostatische Wechselwirkungen postu-
liert. Sp�ter befasste sich die gleiche Gruppe auf Protein-
Protein-Wechselwirkungen im Falle der Barnase und ihres
intrazellul�ren Inhibitors Barstar (ein kleines Protein).[10] Die

entsprechenden Doppelmutantenzyklen zeigten, dass mit
steigender Entfernung die Wechselwirkungsenergie zwischen
den jeweiligen zwei Aminos�uren abnimmt, wobei maximale
Kooperativit�t bei einer Distanz von weniger als 7 � statt-
findet.

Ein weiteres Paradebeispiel f�r Nicht-Additivit�t findet
sich in einer von Benkovic et al. 1995 verçffentlichten Studie
�ber Mutationseffekte in Dihydrofolat-Reduktase (DHFR)
aus Escherichia coli, mit dem Ziel, den Reaktionsmechanis-
mus des Enzyms besser zu verstehen.[20] DHFR katalysiert die
Reduktion von 7,8-Dihydrofolat zu 5,6,7-Tetrahydrofolat
unter Einwirkung von NADPH als Kofaktor. Aus vorange-
gangenen Untersuchungen war bekannt, dass die Folat-Bin-
dungstasche durch eine 15 � tiefe Hçhle charakterisiert ist.
Diese ist unter anderem von Leu28, Phe31, Ile50 und Leu54
umgeben, die bekanntlich mit p-Aminobenzoyl-l-glutamat
des Folats in Wechselwirkung treten. Um etwas �ber die
Beziehung zwischen der Natur der Bindungstasche und der
katalytischen Funktion in Erfahrung zu bringen, wurden
mehrere Mutanten mithilfe der ortsspezifischen Mutagenese
hergestellt, einschließlich der Einzelmutanten L28Y und
L54F sowie aller theoretisch denkbaren Doppelmutanten, so
auch L28Y/L54F. Es wurde darauf hingewiesen, dass sich die
Aminos�uren L28 und L54 in unterschiedlichen Unterstruk-
turen am aktiven Zentrum befinden, sodass sie nicht mitein-
ander wechselwirken kçnnen.[20] Drei Mutationszyklen wur-
den analysiert, die Aufschluss �ber spezifische Wechselwir-
kungen zwischen den Seitenketten der jeweiligen Amino-
s�uren in jedem einzelnen katalytischen Schritt gaben. Auf-
grund der relativ großen r�umlichen Entfernung zwischen
den Seitenketten der entsprechenden Aminos�uren 28 und 54
(ca. 8 �) wurden additive Effekte f�r alle Parameter erwartet
[DGI = 0 in Gl. (1)]. Tats�chlich wurde im gesamten Schema
Additivit�t oder partielle Additivit�t beobachtet. Jedoch ließ
sich im Falle der Thermodynamik der Ligandenaffinit�t und
der Geschwindigkeit des Hydridtransfers sowie der Pro-
duktfreisetzung signifikante Nicht-Additivit�t in Form von
Kooperativit�t oder Antagonismus nachweisen.[20] Zur Er-
kl�rung wurden Konformations�nderungen postuliert. Auch
wenn keine synergistischen Doppelmutationen gefunden
wurden, schlussfolgern die Autoren, dass vertiefte Erkennt-
nisse zum Ursprung von nicht-additiven Effekten auf mole-
kularer Ebene dazu f�hren kçnnen, verbesserte Ans�tze zur
Erhçhung der Enzym-Effizienz durch Herbeif�hrung mole-
kular gekoppelter Mutationen zu entwickeln („with an en-
hanced knowledge of the origin of nonadditive effects, it may
be possible to optimize an approach to improve enzyme�s ef-
ficiency by coupling mutations“).[20] Leider wurde dieses Ziel
bis heute nicht erreicht. Die Aussage zeigt jedoch, wie es zu
erreichen ist: n�mlich durch erweiterte Kenntnisse zum Ur-
sprung kooperativer nicht-additiver Effekte. Eines Tages
kçnnten dann optimale Entscheidungen hinsichtlich des
Aminos�ure-Austausches vorausgesagt werden.
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4. Beispiele f�r nicht-additive Mutationseffekte in
der gerichteten Evolution

Die Frage zur strengen Additivit�t als Gegensatz zur ko-
operativen oder antagonistischen Nicht-Additivit�t wurde auf
dem Gebiet der gerichteten Evolution nur selten gestellt. Die
meisten Wissenschaftler auf diesem Forschungsgebiet inter-
essieren sich mehr f�r praktische Anwendungen und weniger
f�r zeitaufwendige Dekonvolutionsexperimente, die not-
wendig sind, um Aufschluss �ber Additivit�t oder Nicht-Ad-
ditivit�t zu geben.[2b, 6] Unsere Gruppe hat jedoch diesen zu-
s�tzlichen Aufwand als lohnend empfunden, denn dadurch
werden unter anderem Erkenntnisse zur Effizienz einer ge-
gebenen Mutagenesestrategie gewonnen.[21] Der „Flaschen-
hals“ (d. h. langsame Schritt) der gerichteten Evolution – das
Screening – ist der Grund f�r das verst�rkte Interesse an der
Entwicklung verbesserter Verfahren zur Generierung quali-
tativ hochwertiger Mutantenbibliotheken. Je hçher die Qua-
lit�t, desto geringer der Screening-Aufwand.[2b,6, 8, 21] Unser
Beitrag in diesem Bereich ist die Entwicklung der iterativen
S�ttigungsmutagenese (ISM),[21,22] die unter anderem zur
Entdeckung zahlreicher kooperativer nicht-additiver Effekte
bei der gerichteten Evolution stereoselektiver Enzyme vom
Typ Lipase, Epoxid-Hydrolase, Enoat-Reduktase, Baeyer-
Villiger-Monooxygenase (BVMO) und P450-Monooxygena-
se gef�hrt hat.[6q, 21] Lediglich einige repr�sentative Beispiele
f�r Nicht-Additivit�t aus unseren und anderen Publikationen
seien hier beschrieben. Sie alle decken Ph�nomene auf, die
zun�chst r�tselhaft schienen.

In einer Machbarkeitsstudie zur gerichteten Evolution
stereoselektiver Enzyme wurde die durch die Lipase aus
Pseudomonas aeruginosa (PAL) katalysierte hydrolytische
kinetische Racematspaltung des Esters rac-1 untersucht
[Gl. (2).[23a] Das Enzym ist durch die f�r Lipasen typische
katalytische Triade Asp229, His251 und Ser82 charakterisiert,
wobei im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt Ser82 nu-
kleophil an die Carbonylgruppe unter Bildung des kurzlebi-
gen tetraedrischen Oxyanions addiert. WT-PAL zeigt eine
sehr geringe Enantioselektivit�t zugunsten von (S)-2 mit ei-
nem Selektivit�tsfaktor von lediglich E = 1.2. Vier aufeinan-
der folgende epPCR-Zyklen ergaben eine Mutante mit vier
Punktmutationen, die eine erhçhte S-Selektivit�t aufwies
(E = 11). Nachdem verschiedene alternative Strategien zur
Mutagenese getestet worden waren, gelang es mit der Kom-
bination aus epPCR, S�ttigungsmutagenese und DNA-

Shuffling, eine deutlich verbesserte Mutante D20N/S53P/
S155M/L162G/T180I/T234S (E = 51) mit sechs Punktmuta-
tionen zu evolvieren.[23b] �berraschend war der Befund, dass
sich lediglich Leu162Gly in der N�he der Bindungstasche
befindet, w�hrend die anderen f�nf Punktmutationen auf der
PAL-Oberfl�che gefunden wurden.

Im Anschluss an diese Arbeiten wurde das Konzept der
gerichteten Evolution von stereoselektiven Enzymen als
Katalysatoren f�r asymmetrische Reaktionen von uns und
anderen Arbeitsgruppen verallgemeinert.[2b, 6,21] Allerdings
zeigte eine quanten- und molek�lmechanische (QM/MM-
)Studie, dass lediglich zwei der sechs Punktmutationen er-
forderlich sind, um hohe Stereoselektivit�t zu erreichen,
n�mlich S53P auf der Oberfl�che des Enzyms und L162G
direkt an der PAL-Bindungstasche.[24] Tats�chlich erwies sich
die entsprechende Doppelmutante S53P/L162G mit E = 64
(S) als hoch selektiv. Dieses Ergebnis kann als Triumph der
Theorie gewertet werden, es zeigt jedoch, dass die von uns
verwendete Mutagenesestrategie basierend haupts�chlich auf
epPCR und DNA-Shuffling keineswegs optimal ist, denn vier
der sechs Punktmutationen sind �berfl�ssig.

Als Konsequenz dieser Studie wandten wir uns der Me-
thodenentwicklung in der gerichteten Evolution zu. Damals
ahnten wir nicht, dass ISM eine nahezu ideale Methode des
Protein-Engineerings ist, die ausgepr�gte Nicht-Additivit�t in
Form von kooperativen Effekten zwischen einzelnen Punkt-
mutationen und zwischen S�tzen von Punktmutationen her-
vorruft. Im Zuge von ISM werden zun�chst geeignete Orte im
Enzym (sites) bestehend aus einer oder mehreren Amino-
s�ure-Positionen unter Bildung von Mutanten-Bibliotheken
randomisiert. Das Gen einer verbesserten Mutante (hit) wird
anschließend als Templat f�r Randomisierung an den anderen
Enzymorten verwendet, und das Verfahren wird fortgesetzt,
bis die gew�nschte Verbesserung des Enzyms erreicht wird.
Im Falle von Stereo- oder Regioselektivit�t, Aktivit�t und/
oder Substratakzeptanz werden Orte direkt an oder in der
N�he der Bindungstasche f�r S�ttigungsmutagenese als Teil
eines Prozesses ausgesucht, der urspr�nglich in einer unsys-
tematischen Art praktiziert worden war.[23b] Erst sp�ter wurde
diese Strategie als „combinatorial active-site saturation test“
(CAST)[22a] verallgemeinert, ein n�tzliches Akronym f�r eine
effektive Strategie zur Verbesserung oder Umkehrung der
Stereoselektivit�t, Erhçhung der Aktivit�t sowie Kontrolle
der Regioselektivit�t.[23b] Soll die Thermostabilit�t erhçht
werden, m�ssen geeignete Enzymorte mit hohen B-Faktoren
(ein Maß f�r die thermische Bewegung) in einem Prozess
gew�hlt werden, der als B-FIT (B-Faktor-iterativer Test) be-
zeichnet wurde.[22b] In beiden ISM-Formen sind weitere Ver-
besserungen der Methode mçglich, z.B. durch Einschr�nkung
der Zahl der verwendeten Aminos�uren (reduced amino acid
alphabets) als Bausteine bei der S�ttigungsmutagenese, die
das Ausmaß des Screenings stark reduziert.[6q, 21] Methoden
zur Reduzierung oder Eliminierung der Bevorzugung oder
Benachteiligung von bestimmten Aminos�uren (amino acid
bias), die durch die Entartung des genetischen Codes her-
vorgerufen werden,[25] tragen ebenfalls zur Reduzierung des
Screenings bei, ebenso wie Pooling-Strategien.[6e, 25d] Diese
Techniken, wie auch geeignete statistische Analysen zur
Absch�tzung des erforderlichen Oversampling beim Scree-
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ning,[8b,f] steigern die Effizienz von ISM, so auch und insbe-
sondere der von Nov beschriebene statistische Ansatz.[8e]

Wir erkannten die Notwendigkeit, ISM auf die mit Me-
thoden der gerichteten Evolution am h�ufigsten untersuchte
Lipase PAL anzuwenden,[26] denn nur so war ein rigoroser
Vergleich mit den fr�her verwendeten Mutagenesemethoden
mçglich.[23c] Unter Verwendung von drei CAST-Orten, A
(Met16/Leu17), B (Leu159/Leu162) und C (Leu231/Val232),
sowie einem optimal gew�hlten Aminos�urealphabet wurden
einige der sechs mçglichen ISM-Pfade beschritten, wobei nur
kleine Mutantenbibliotheken mit einem Screening-Verfahren
durchsucht wurden. Dabei wurde eine ungewçhnlich aktive
und hoch selektive Mutante Met16Ala/Leu17Phe/Leu162Asn
entlang des Pfades B!A mit einem Selektivit�tsfaktor von
E = 594 entdeckt (Abbildung 2).[26] Angesichts dieses deutli-
chen Erfolgs wurde ein weiterer Schritt zum Ort C nicht mehr
in Erw�gung gezogen. Diese Mutante ist der fr�heren besten
Variante, die haupts�chlich mit epPCR und DNA-Shuffling
erzeugt worden war,[23b] klar �berlegen und erfordert deutlich
weniger Screening (10 000 gegen�ber 50 000 Transformanten).

Die Leistungsst�rke der ISM-Strategie wurde mithilfe
eines Dekonvolutionsverfahrens auf starke kooperative epi-
statische Effekte zur�ckgef�hrt.[26] Die in der ersten Runde
erzeugte Einzelmutante Leu162Asn zeigt eine sehr geringe
Stereoselektivit�t (E = 8), w�hrend die durch Dekonvolution
hergestellte Doppelmutante Met16Ala/Leu17Phe mit E = 2.6
ein noch schlechteres Ergebnis liefert. Da die Kombination
beider Mutanten zu E = 594 f�hrt, wechselwirken die beiden
Mutantens�tze kooperativ.[26] Diese positive Nicht-Additivi-
t�t bel�uft sich auf etwa 8 kJ mol�1. Kooperativit�t wird auch
in der Kinetik der bevorzugten Reaktion von (S)-1 erkenn-
bar: Leu162Asn (K

m
= 5.6 � 10�4

m ; kcat = 42.1 � 10�3 s�1; kcat/
K

m
= 75.2 s�1

m
�1); Met16Ala/Leu17/Phe (K

m
= 22.0 � 10�4

m ;
kcat = 16.1 � 10�3 s�1; kcat/Km

= 7.3 s�1
m
�1); Met16Ala/Leu17-

Phe/Leu162Asn (K
m

= 3.4 � 10�4
m ; kcat = 1374 � 10�3 s�1; kcat/

K
m

= 4041 s�1
m
�1). Ferner belegen die Ergebnisse, dass �ber-

fl�ssige Mutationen nicht auftreten,[26] ganz im Gegensatz zur
besten vorangegangenen Mutante mit sechs Punktmutatio-
nen.[23b] B�ckvall et al. haben in einer Studie zur gerichteten
Evolution der Lipase CALA, bei der stark kondensierte
S�ttigungsbibliotheken verwendet wurden, ebenfalls nicht-
additive Effekte beobachtet.[27]

Aufschluss �ber den Ursprung der Nicht-Additivit�t in
der PAL-Studie wurde mithilfe von Molek�ldynamik(MD)-
Simulationen und Docking-Experimenten erhalten.[26] Die
Mutation Leu162Asn macht deshalb mehr Platz f�r das
Substrat in der Bindungstasche, weil die Seitenkette von
Asparagin (bedingt durch eine neue H-Br�cke mit Ser158
und His83) in eine andere Richtung „weggezogen“ wird. Dies
bedeutet im Endeffekt, dass Asn162 in der besten Mutante
deutlich kleiner erscheint als Leu162, die mit der hydropho-
ben und raumf�llenden Isobutyl-Seitengruppe in die Bin-
dungstasche von PAL hineinragt. Jedoch bewirkt das Schaf-
fen von mehr Platz f�r das Substrat nicht unbedingt eine
hçhere Aktivit�t und Stereoselektivit�t. Hier kommt nun der
Mutationssatz Met16Ala/Leu17Phe kooperativ ins Spiel. Im
Falle von (S)-1 wird das entsprechende Oxyanion zus�tzlich
durch neue H-Br�cken mit His83 und Ala16 stabilisiert,
w�hrend Phe17 eine p,p-Wechselwirkung eingeht (Abbil-
dung 3). Diese Einfl�sse sind im Falle des benachteiligten
Enantiomers (R)-1 wegen sterischer Effekte nicht mçglich.[26]

Analysen dieser Art sind notwendig, um den Ursprung der
Nicht-Additivit�t auf molekularer Ebene zu verstehen.

Auch bei der Anwendung von ISM auf andere Typen von
Enzymen fanden wir stets kooperative nicht-additive Effek-
te.[6q,21] Auch Bornscheuer et al. haben bei einer CAST-Studie
mit einer Esterase als Katalysator bei der hydrolytischen ki-
netischen Racematspaltung von terti�ren Acetaten Nicht-
Additivit�t beobachtet.[28] W�hrend die Doppelmutante
Glu188Trp/Met193Cys zu einer verbesserten S-Selektivit�t
(E = 64) f�hrte, wurde bei der anschließenden Dekonvolution
eine �berraschende Beobachtung gemacht: Die Einzelmu-
tante Glu188Trp zeigte zwar die erwartete moderate S-Se-
lektivit�t (E = 26), die andere Einzelmutante Met193Cys er-

Abbildung 2. ISM-Schema des optimalen Pfades WT-PAL!B!A.[26]

Abbildung 3. Vergleich der Oxyanion-stabilisierenden H-Br�cken (gr�-
ne gestrichelte Linien) in der PAL-Mutante Met16Ala/Leu17Phe/
Leu162Asn.[26] Links: gebundenes (S)-1 in einem produktiven Modus;
rechts: gebundenes (R)-1 in einem nicht-produktiven Modus.
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wies sich jedoch als R-selektiv (E = 16).[28] W�ren in einem
umgekehrten Mutagenesevorgang zwei Einzelmutanten ent-
standen, die jeweils R- oder S-selektiv sind, w�re man kei-
neswegs auf die Idee gekommen, beide zu kombinieren, um
verst�rkte S-Selektivit�t zu bewirken!

Noch extremer ist eine r�tselhafte Beobachtung, die wir in
einer Studie zur gerichteten Evolution der Limonen-Epoxid-
Hydrolase (LEH) als Katalysator bei der hydrolytischen
Desymmetrisierung des Cyclopentanoxids 4!5 gemacht ha-
ben [Gl. (3)].[29] Eine der generierten S,S-selektiven Doppel-
mutanten der ersten Generation, Met32Leu/Leu35Phe, zeigte
eine Enantioselektivit�t von 24% ee, die entsprechenden
Einzelmutanten, Met32Leu und Leu35Phe, erwiesen sich je-
doch beide als R,R-selektiv (14 bzw. 2% ee)! Die kooperative
Wechselwirkung zwischen den beiden Punktmutationen be-
l�uft sich auf 2 kJmol�1. Im Falle einer noch besseren S,S-
selektiven Doppelmutante der ersten Generation stellte sich
bei der Dekonvolution dagegen „erwartungsgem�ß“ heraus,
dass beide Einzelmutanten S,S-selektiv sind; jedoch kom-
munizieren sie miteinander in einer synergistischen Art, die
ebenfalls 2 kJmol�1 ausmacht. Bei darauf folgenden ISM-
Schritten wurden Enantioselektivit�ten von bis zu 93 % ee
und mit anderen prochiralen Epoxiden bis zu 99 % ee er-
reicht.[29] In der gleichen Studie gelang es, auf molekularer
Ebene die Nicht-Additivit�t zu erkl�ren.[29] Allerdings d�rfte
es schwierig sein, solche Effekte vorauszusagen.

Livesay et al. haben bei der Verwendung von Gibbs-
Energiezyklen von Doppelmutanten neue Erkenntnisse ge-
wonnen, insbesondere im Falle von Systemen, in denen die
beiden Mutationsorte weit voneinander entfernt sind.[30] Die
Autoren ziehen die Schlussfolgerung, dass Nicht-Additivit�t
bei den beiden Punktmutationen immer dann auftritt, wenn
sie im gleichen rigiden Cluster des Proteins vorkommen und
deshalb irgendwie miteinander in Wechselwirkung treten
kçnnen, obgleich sie nicht in direktem Kontakt zueinander
stehen. Dagegen soll Additivit�t stets dann auftreten, wenn
die beiden Aminos�uren in unterschiedlichen Clustern vor-
kommen.[30]

5. Nicht-additive Mutationseffekte in Fitness-Land-
schaften

Im Allgemeinen erfordert gerichtete Evolution n Zyklen
von Mutagenese/Expression/Screening mit der schrittweisen
Akkumulation von n S�tzen von Mutationen, jeder bestehend
aus einer oder mehreren Punktmutationen.[2b, 6, 21] Mit Aus-
nahme des ersten Satzes ist die einzelne oder getrennte ka-
talytische Leistung der darauf folgenden Mutationss�tze nicht
bekannt, es sei denn, systematische Dekonvolution wird be-
trieben. Geht man systematisch vor, indem man alle theore-
tisch denkbaren Kombinationen von Mutationss�tzen her-
stellt und in der Katalyse testet, kann man aufschlussreiche

Informationen �ber additive und nicht-additive Effekte auf
jeder evolution�ren Stufe erhalten. Werden z.B. f�nf suk-
zessive Mutagenesezyklen durchlaufen, dann gilt n = 5, so-
dass auf der Fitness-Landschaft 5! = 120 evolution�re Pfade
(pathways) existieren, die den Zugang vom WT zur letzten
(d.h. besten) Mutante definieren. Additive oder nicht-addi-
tive Effekte kçnnen so auf allen 120 Wegen aufgedeckt wer-
den, also auch f�r den urspr�nglichen im Zuge des Protein-
Engineerings definierten Pfad. Wir haben diese Art der Fit-
ness-Landschaft als begrenzt (constrained) beschrieben, denn
auf jeder evolution�ren Stufe treten zwar neue Mutanten auf,
aber nicht neue Punktmutationen. Ein fr�hes Beispiel wurde
von Weinreich et al. beschrieben, die eine �ber f�nf DNA-
Shuffling-Schritte erhaltene b-Lactamase-Mutante verwen-
deten, um 120 Wege vom WT zur letzten (besten) Mutante zu
konstruieren.[31] Gemessen an der jeweils unterschiedlichen
Aktivit�t der b-Lactamase in einem Selektionssystem wurden
additive und nicht-additive Effekte entdeckt. Von den
120 Wegen erwiesen sich 102 als nicht „zug�nglich“,[31] denn
in diesen F�llen traten lokale Minima auf. Daraus schlossen
die Autoren, dass in der nat�rlichen Evolution nur wenige
Wege zu verbesserten Proteinen f�hren („few pathways in
Darwinian evolution lead to fitter proteins“).[31]

Wir haben einen anderen Ansatz zur Konstruktion von
„begrenzten“ Fitness-Landschaften entwickelt, die ebenfalls
dazu geeignet sind, additive sowie nicht-additive Effekte
aufzudecken. In der ersten ISM-Studie zur Erhçhung der
Stereoselektivit�t von Enzymen wirkte die Epoxid-Hydrolase
aus Aspergillus niger (ANEH) als Katalysator bei der hy-
drolytischen kinetischen Racematspaltung des Epoxids rac-6
[Gl. (4)].[22a] Dabei wurden f�nf CAST-Orte f�r S�ttigungs-
mutagenese gew�hlt. W�hrend WT-ANEH einen Selektivi-
t�tsfaktor von nur E = 4.6 zugunsten von (S)-7 aufweist, zeigt
die beste Mutante LW202 in der f�nften (letzten) Mutanten-
Bibliothek eine deutlich erhçhte Stereoselektivit�t (E = 115).
Mutante LW202 ist charakterisiert durch f�nf S�tze von
Punktmutationen, die im Zuge des f�nfstufigen ISM-Ver-
fahrens akkumulierten.[22a]

In einer darauf folgenden Studie wurde eine vollst�ndige
Dekonvolution unter Ber�cksichtigung der f�nf Mutations-
s�tze an den jeweiligen CAST-Orten B, C, D, E und F
durchgef�hrt (Ort A wurde nicht ber�cksichtigt), um so die
entsprechenden 120 Pfade vom WT-ANEH zur besten Mu-
tante LW202 zu konstruieren (Abbildung 4).[32] Es stellte sich
heraus, dass keiner der f�nf Mutationss�tze �berfl�ssig ist.
Ferner erwies sich die Mehrzahl der evolution�ren Pfade (55)
als energetisch g�nstig, hatte also keine lokalen Minima.

Die experimentellen Befunde ermçglichen es, die Gibbs-
Energie der Wechselwirkung zwischen zwei Mutationss�tzen
i und j auf allen Stufen der 120 Pfade zu erfassen[32] [Gl. (5)],

DG#ði,jÞ ¼ DDG#ðexpÞ�½DDG#ðiÞ þ DDG#ðjÞ�ð5Þ
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wobei DDG#(exp) die Differenz der experimentellen Akti-
vierungsenergien der beiden Enantiomere in der bin�ren
Kombination darstellt und DDG#(i) sowie DDG#(j) die er-
haltenen Energien f�r jeden getrennten Mutantensatz be-
deuten. DG#(i,j) ist entweder ein Maß f�r kooperative Effekte
[DG#(i,j)< 0], f�r additive Effekte [DG#(i,j) = 0 oder keine
Wechselwirkung], f�r partielle additive Effekte [DG#(i,j)> 0
und jDDG#(i) j und jDDG#(j) j< jDDG#(exp) j] oder f�r ant-
agonistische Effekte [DG#(i,j)> 0 und jDDG#(i) j oder
jDDG#(j) j> jDDG#(exp) j] .

Das Ergebnis eines solchen Verfahrens sei hier am Bei-
spiel des urspr�nglichen Pfades B!C!D!F!E illustriert
(Abbildung 5). Nicht-additives Verhalten ist auf allen evolu-
tion�ren Stufen ersichtlich. So bewirkt z. B. der getrennt
hergestellte Mutationssatz D einen antagonistischen Effekt
(d.h., allein f�hrt er zu geringerer Enantioselektivit�t), in
Kombination mit den anderen Mutationss�tzen auf der
BCDF- oder BCDFE-Stufe resultiert jedoch mehr als Addi-

tivit�t infolge einer deutlichen Kooperativit�t. Auf allen an-
deren 119 Pfaden treten �hnliche kooperative Effekte auf.
Dies bedeutet, dass die Mutationss�tze miteinander in
Wechselwirkung treten, obwohl sie r�umlich nicht immer di-
rekte Nachbarn sind. Exakte Additivit�t ist lediglich ein
Punkt auf einer Skala von vielen Mçglichkeiten.

Anwendung des Milvan-Konzepts des „inversen Den-
kens“[14] auf die ANEH-Daten f�hrt ebenfalls zur Aufde-
ckung nicht-additiver Effekte.[32] Kooperative Nicht-Additi-
vit�t scheint eine entscheidende Rolle bei allen ISM-Vor-
g�ngen zu spielen und erkl�rt die ausgepr�gte Effizienz dieser
Methode.[21] Die faszinierende Frage, wie solche nicht-addi-
tiven Effekte auf molekularer Ebene funktionieren, muss von
Fall zu Fall mithilfe von biophysikalische Methoden unter
Einbeziehung von QM/MM-Rechnungen beantwortet wer-
den.

Die Zahl der energetisch g�nstigen Pfade in der ANEH-
Studie[32] ohne lokale Minima ist ganz anders als im Falle des
Weinreich-Berichts.[31] Der prozentuale Anteil von g�nstigen
Pfaden d�rfte von der Mutagenesemethode in einem gege-
benen experimentellen System und von dem jeweils ver-
wendeten Enzym abh�ngen. Wir schlagen daher vor, dass der
Experimentator von der nat�rlichen Evolution lernen kann,
dass aber der umgekehrte Weg, n�mlich von Befunden der
Laborevolution auf die in der Natur vorkommenden Evolu-
tion zu schließen, problematisch ist – obgleich nicht unmçg-
lich, wenn korrekt und sorgf�ltig vorgegangen wird.

Noch grçßere kooperative Effekte wurden bei einer B-
FIT/ISM-Studie zur Stabilit�t der Lipase aus Bacillus subtilis
beobachtet.[22b, 33] Die biophysikalische Charakterisierung der
besten Mutante unter Einbeziehung von Protein-NMR-
Spektroskopie ergab, dass die Mutation zur Inhibierung der
vorher nicht erkannten Protein-Protein-Wechselwirkung
f�hrt. Bei hçheren Temperaturen treten deutlich weniger
Aggregation und unerw�nschte F�llung des Enzyms ein als
im Falle des WT.[33a] Kooperative Wechselwirkungen zwi-

Abbildung 4. Energieprofile von zwei Typen von Pfaden in einer Fit-
ness-Landschaft, die vom WT-ANEH zur besten Mutante LW202 f�h-
ren (kinetische Racematspaltung des Epoxids rac-6 als Modellreakti-
on): energetisch bevorzugt (gr�ne Pfade), wie im Falle des urspr�ngli-
chen B!C!D!F!E (Pfad 2) oder D!C!F!E!B (Pfad 60), oder
energetisch benachteiligt (rote Pfade), wie E!C!F!D!B
(Pfad 84).[32]

Abbildung 5. Thermodynamischer Zyklus [Gl. (5)], bezogen auf die Wechselwirkung von Mutationss�tzen auf jeder Stufe des energetisch g�nsti-
gen Pfades B!C!D!F!E.[32]

.Angewandte
Essays

2726 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 2720 – 2729

http://www.angewandte.de


schen den auf der Oberfl�che der Lipase befindlichen Mu-
tationen sind �ber große Entfernungen wirksam und erkl�ren
somit die ausgepr�gte Nicht-Additivit�t.[33b]

K�rzlich berichteten wir �ber ein ISM-System mit vier
Randomisierungsorten A, B, C und D unter Verwendung von
ANEH und der gleichen Modellreaktion.[34] Dabei wurden
s�mtliche 4! = 24 Pfade beschritten, wobei auf jeder Stufe die
entsprechende S�ttigungsmutagenese neue Punktmutationen
herbeif�hrte. Daher ist ein solches System als „unbegrenzt“
zu bezeichnen, im Unterschied zu den obigen F�llen.[31, 32] Wir
fanden, dass die Mehrzahl der Pfade (16 von 24) keine lo-
kalen Minima aufweisen und somit energetisch g�nstig sind.
Im Falle der acht energetisch weniger g�nstigen Pfade gelang
es, aus dem jeweiligen lokalen Minimum herauszukommen,
indem eine minderwertige (schlechtere) Mutante f�r den
n�chsten ISM-Schritt gew�hlt wurde.[34] Wird bei der gerich-
teten Evolution keine verbesserte Mutante in einer gegebe-
nen Bibliothek gefunden, so bedeutet dies traditionsgem�ß,
dass der Experimentator entweder die Mutantenbibliothek
vergrçßert, eine andere Mutagenesemethode testet oder
aufgibt.[2b, 6] Unsere Studie zeigt nun, dass in solchen F�llen
minderwertige, d. h. f�r die gegebene Aufgabe „sch�dliche“
Mutationen als „molekulare Sprungbretter“ verwendet wer-
den kçnnen, die wahrscheinlich zu kooperativen Effekten
beim darauf folgenden ISM-Schritt f�hren.[34] In diesem Zu-
sammenhang seien das Konzept der neutralen Drift[35] und die
Quasispeziestheorie von Eigen et al.[36] erw�hnt, die Man-
nervik et al. in ihren Studien zur gerichteten Evolution her-
angezogen haben.[37] Mçglicherweise kommen dort nicht-ad-
ditive Effekte vor.[34]

6. Schlussfolgerungen und Perspektiven

Dieser Essay bietet keine erschçpfende Behandlung von
Additivit�t und Nicht-Additivit�t in Studien zum Protein-
Engineering. Vielmehr soll auf die entscheidende Rolle der
Nicht-Additivit�t generell hingewiesen werden, illustriert
durch ausgew�hlte Beispiele und neuere Analysen. Es ist zu
hoffen, dass daraus ein vertieftes Bewusstsein hinsichtlich der
Bedeutung von nicht-additiven Effekten auf dem gesamten
Gebiet der Proteinforschung resultieren wird. Wenn Additi-
vit�t wirklich universell w�re, dann w�re im Rahmen eines
linearen Systems die Entwicklung einer generellen Theorie
funktionaler Proteine einfacher, wenngleich nicht trivial. Die
zunehmende Zahl von nicht-additiven F�llen zeigt jedoch,
dass Proteine und so auch Enzyme komplizierter sind, als
man sich vielleicht w�nschen w�rde. Es d�rfte schwierig sein,
in einem solchen nicht-linearen System zuverl�ssige Voraus-
sagen zu treffen. Es ist auch nicht ganz klar, ob die Darwin-
sche Evolution in der Natur von nicht-additiven Effekten
Gebrauch macht, auch wenn es wahrscheinlich ist. Evoluti-
onsbiologen haben k�rzlich gezeigt, dass Epistase, und nicht
nur Anpassung (Adaption), eine wichtige Rolle bei der mo-
lekularen Evolution spielt.[38]

Gerichtete Evolution ist ein ideales Hilfsmittel f�r die
Untersuchung nicht-additiver Effekte. Zu w�nschen w�re es,
wenn in Zukunft Wissenschaftler beim Protein-Tuning ver-
st�rkt Zeit und Mittel investieren w�rden, um mçgliche ad-

ditive und nicht-additive Effekte aufzudecken und zu analy-
sieren. Wie in diesem Essay dargelegt sind dazu Dekonvolu-
tionsstudien erforderlich.[21, 26–29, 32–34] Mit zunehmender Da-
tenmenge, gekoppelt mit detaillierten biophysikalischen Un-
tersuchungen und QM/MM-Analysen aller Mutanten auf
einem im Labor konzipierten und durchlaufenen evolutio-
n�ren Pfad, wird es mçglich sein, ein tieferes Verst�ndnis von
nicht-additiven Effekten auf molekularer Ebene zu entwi-
ckeln. Dadurch wird auch unser Wissen �ber funktionale
Proteinen wachsen, was letztlich zu einem treffsicheren ra-
tionalen Design f�hren kçnnte. Das Erkennen von koopera-
tiven und antagonistischen Effekten als Funktion der Muta-
genesemethode dient auch dazu, die relative N�tzlichkeit und
Effizienz der verschiedenen Ans�tze in der gerichteten Evo-
lution zu bewerten.[2b, 6,21] Iterative S�ttigungsmutagenese
(ISM) hat sich zu einem besonders n�tzlichen Hilfsmittel
entwickelt, bei dem kooperative Nicht-Additivit�t eine zen-
trale Rolle spielt.[21] Bei Anwendung dieser Methode ist die
Wahrscheinlichkeit, nicht-additive kooperative Effekte zu
induzieren, besonders groß. Ob das De-novo-Design von
Enzymen[2b,39] erweitert werden kann, indem kooperative
Mutationseffekte bewirkt werden, bleibt abzuwarten. Eine
Mçglichkeit w�re es, die im Zuge des De-novo-Designs er-
haltenen Enzyme einem ISM-Verfahren zu unterziehen. Die
volle Nutzung von potenziellen nicht-additiven kooperativen
Mutationseffekten auf dem Gebiet des Protein-Enginee-
rings[40] bleibt ein reizvolles Ziel in mechanistischer, theore-
tischer und praktischer Hinsicht.
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