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1. Einleitung

Biologische Organismen sind auf Proteinkatalysatoren
angewiesen, welche f�r die vielf�ltigen Reaktionen bioche-
mischer Metabolismen zust�ndig sind. �ber drei Milliarden
Jahre der Evolution haben Enzyme hervorgebracht, die sogar
die langsamsten, unter Normalbedingungen nicht messbaren
chemischen Reaktionen soweit beschleunigen kçnnen, dass
sie nun in biologischen Zeitr�umen ablaufen und dadurch in
biologische Prozesse integriert werden kçnnen. Die kompe-
tentesten dieser Biokatalysatoren kçnnen Reaktanten am
Diffusionslimit umsetzen. Dar�ber hinaus vereinen Enzyme
ihre katalytische Wirkung mit einer gewissen Spezifit�t in
Bezug auf Substrat und Reaktion. Sie sind oft auf Cofaktoren
oder Coenzyme angewiesen und erzielen ihr Funktionsopti-
mum bei ganz bestimmten pH-Werten, Temperaturen und
Lçsungsmittelverh�ltnissen, die jedoch zusammengenommen
ein erstaunliches Spektrum abdecken. Kurzum, Enzyme sind
die idealen Komponenten f�r komplexe und fein aufeinander
abgestimmte metabolische Vorg�nge.

Der Mensch hat sich enzymatische Prozesse bereits fr�h
zunutze gemacht, und so wurden nat�rliche Fermentations-
prozesse gezielt zur Herstellung von Lebensmitteln und al-
koholischen Getr�nken eingesetzt. Das Wort „Enzym“ –
Altgriechisch „en zýmē“ f�r „in Hefe“ – wurde jedoch erst
1876 zum ersten Mal systematisch zur Beschreibung dieser
Biokatalysatoren verwendet, haupts�chlich um „Missver-
st�ndnissen vorzubeugen und l�stige Umschreibungen zu
vermeiden“.[1] Die Identit�t und Funktionsweise von Enzy-
men war zu der Zeit noch spekulativ, wobei knapp zwanzig
Jahre sp�ter Emil Fischer ein „Schloss und Schl�ssel“-Modell
als Erkl�rung f�r die beobachtete Substratspezifit�t von En-
zymen vorschlug. Die Aufarbeitung und Kristallisation von
Urease durch James B. Sumner in 1926 zeigte weiter, dass
Enzyme eigenst�ndige Proteine sind. 1946 spekulierte Linus
Pauling, dass ein gegebenes Enzym nahezu komplement�r zu
der �bergangsstruktur einer chemischen Reaktion sei[2] –
eine bemerkenswerte Aussage in Anbetracht der Tatsache,
dass es zu der Zeit noch keine Struktur gab und nur wenig

funktionelle Information zur Verf�gung stand.[3] Die Erfor-
schung von Struktur und Funktion mit atomistischer Auflç-
sung wurde erst zwanzig Jahre sp�ter mçglich, als die erste
Kristallstruktur eines Enzyms gelçst wurde und das Gebiet
der Strukturbiologie entstand.[4]

Seither hat eine Flut an enzymkatalytischer Forschung
unser Wissen �ber diese wundervollen „Nanomaschinen“ auf
die Probe gestellt, justiert und erweitert. Paulings Hypothese
kann als ein allgemeines Basismodell verstanden werden. Um
jedoch der erstaunlichen katalytischen Wirkung von Enzy-
men n�herzukommen, ist es nçtig, weitere Konzepte wie etwa
elektrostatische und strukturelle Pr�organisation oder che-
mische Katalyse zu ber�cksichtigen.[5] Die Faktoren erstre-
cken sich von nichtkovalenten Stabilisierungen des �ber-
gangszustands (Elektrostatik, Desolvatisierung, Einschr�n-
kung der Beweglichkeit usw.) bis hin zu kovalenten Effekten
(schwache Wasserstoffbr�cken, Entstehung von Zwischen-
produkten, Komplexverbindungen mit Metallionen usw.).
Die kompetentesten[6] dieser Katalysatoren bieten also weit-
aus mehr als ein aktives Zentrum, das dem �bergangszustand
komplement�r ist; sie beteiligen sich an der Reaktion und
ver�ndern sowohl den �bergangszustand als auch das Ener-
gieprofil der Reaktion im Vergleich zum unkatalysierten
Pendant in Lçsung.[7] Diese „kovalente Hypothese“ liefert
eine Erkl�rung f�r den Befund, dass der Großteil von Enzy-
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[*] Dr. G. Kiss, Dr. N. Çelebi-�lÅ�m, Prof. Dr. Dr. K. N. Houk
Department of Chemistry and Biochemistry
University of California, Los Angeles
607 Charles E. Young Dr. East, Los Angeles CA, 90095 (USA)
E-Mail: houk@chem.ucla.edu

Dr. R. Moretti, Prof. Dr. D. Baker
Department of Biochemistry and Howard Hughes Medical Institute
University of Washington, Seattle, WA 98195 (USA)

Dr. G. Kiss
Gegenw�rtige Adresse: Department of Chemistry
Stanford University, Stanford, CA 94305 (USA)
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men den �bergangszustand um Grçßenordnungen st�rker
„bindet“ als von nichtkovalenten Wechselwirkungen zu er-
warten w�re.

Katalytische Kompetenz ist formell die Bindungskon-
stante des Komplexes zwischen Enzym und �bergangszu-
stand und wurde von Richard Wolfenden als Ktx

�1 = (kcat/KM)/
kuncat definiert.[6] Ktx

�1 erstreckt sich f�r bisher erforschte
Enzyme �ber bemerkenswerte 21 Grçßenordnungen[6,8–12]

und betr�gt im Durchschnitt 1016.0�4.0
m
�1.[13] Dies entspricht

einem mittleren DG von 22 kcalmol�1 und reicht bis zu
38 kcal mol�1; dies ist um einiges st�rker als die 15 kcalmol�1,
die von unkovalenten Wechselwirkungen erreicht werden
kçnnen.

Chemiker versuchen oft, sich das eine oder andere
Merkmal von Enzymen – wie etwa Selektivit�t, katalytische
Kompetenz, schonende, ungiftige und umweltfreundliche
Reaktionsbedingungen – zu Nutzen zu machen. H�ufig wird
eine Kombination von Eigenschaften angestrebt, sodass der
Katalysator im Idealfall sowohl einen hohen Durchsatz als
auch Substratspezifit�t, Stereo-, Regio- oder Chemoselekti-
vit�t und/oder eine erhçhte Toleranz gegen�ber Temperatur,
pH und Lçsungsmittel aufweist. Unterfangen dieser Art

wurden an anderer Stelle bereits ausf�hrlich behandelt. Bei-
spiele erstrecken sich von der Bioinformatik,[14, 15] �ber ver-
gleichende Mutationsexperimente innerhalb von Enzym-
superfamilien[16] zu Wirt-Gast- und supramolekularer
Chemie,[13] gerichteter Evolution,[17–21] katalytischen Anti-
kçrpern,[22–24] Organokatalyse,[25] rationalem strukturbasier-
tem Protein-Engineering[26] und computerbasiertem Protein-
design.[27]

In diesem Aufsatz beschreiben wir den computerbasierten
„Inside-Out“-Ansatz zur rationalen Herstellung von Enzy-
men und die Anf�nge einer Technologie, die wir versuchen, in
eine robuste Anwendung f�r synthetische, biotechnologische
und therapeutische Zwecke weiterzuentwickeln. Die Idee, die
diesem Ansatz zugrundeliegt, beruht auf der Verwendung
von biochemischen Bausteinen (Aminos�uren, Cofaktoren,
Coenzymen usw.) zur Konstruktion von Katalysatoren f�r
nicht-biologische Prozesse, die mit mikrobiologischen Ver-
fahren hergestellt werden kçnnen. Erhçhte Rechnerleistun-
gen haben in j�ngster Zeit zu erheblichen Fortschritten bei
der Entwicklung verbesserter Argorithmen zur Strukturvor-
hersage und Konformationssuche beigetragen. Durch die
Anwendung quantenmechanischer (QM) Methoden ist es
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mçglich, Konfigurationen von Funktionsgruppen zu ermit-
teln, die den �bergangszustand einer gegebenen Reaktion
maximal stabilisieren. Die Wahl dieser Komponenten ist �b-
licherweise von nat�rlicher Pr�zedenz inspiriert. Protein-
sequenzen, die solch katalyisch kompetente Konfigurationen
ermçglichen, sind theoretisch dazu in der Lage, ein gegebenes
nichtnat�rliches Substrat in sein(e) Produkt(e) umzuwandeln.
Anstelle der Synthese komplett neuer Peptidsequenzen wird
ein neues aktives Zentrum in eine bereits existierende, stabile
Proteinstruktur eingearbeitet.

Wir besprechen hier das „Inside-Out“-Protokoll, heben
Ann�herungen und Engp�sse hervor, pr�sentieren Erfolgs-
beispiele, untersuchen Errungenschaften und Herausforde-
rungen und berichten von F�llen, in denen Variationen und
Zus�tze zum herkçmmlichen Protokoll von Nutzen waren.
Wir kommen zu dem Schluss, dass Molek�ldynamik(MD)-
Simulationen, gerichtete Evolution und Crowd-Sourcing zu
verbesserten katalytischen Eigenschaften f�hren kçnnen. Wir
beginnen mit Beispielen aus dem Protein-Engineering, die
den Weg geebnet haben.

2. Protein-Engineering

2.1. Katalytische Antikçrper

Seit den bahnbrechenden Forschungsarbeiten von Lerner
und Schulz Mitte der 80er Jahre[28, 29] wurden katalytische
Antikçrper f�r eine Vielfalt chemischer Reaktionen herge-
stellt.[24,30] Das Konzept basiert auf Paulings Hypothese, dass
Enzyme ein Umfeld schaffen, welches der Struktur und dem
elektrostatischen Charakter des �bergangszustands komple-
ment�r ist.[2,31] Wenn Antikçrper mit einem Hapten-Antigen
pr�sentiert werden, das dem �bergangszustand einer gege-
benen Reaktion �hnlich ist, so entstehen Antikçrper, die
nicht nur das Hapten, sondern auch den �bergangszustand
binden kçnnen. Wenn der �bergangszustand st�rker als das
Substrat gebunden wird, kommt dies einer Verringerung der
Aktivierungsenergie gleich, was sich als erhçte Reaktions-
geschwindigkeit �ußert.[32] Die Produktion von katalytischen
Antikçrpern basiert auf Mutations- und Selektionsvorg�n-
gen, die charakteristisch f�r das adaptive Immunsystem sind.
Die resultierenden Wechselwirkungen sind spezifisch und
kçnnen f�r die Katalyse nichtnat�rlicher Reaktionen, aber
auch f�r die Umsetzung nichtnat�rlicher Substrate genutzt
werden. Quantenmechanische Berechnungen eignen sich f�r
das Erzeugen von �bergangszustandsanaloga (TSAs, „tran-
sition state analogues“), die als Haptene f�r eine gegebene
Reaktion dienen kçnnen.[33] F�r das tiefergehende Studium
von Strategien und Herausforderungen bei der Entwicklung
von Haptenen wird an dieser Stelle auf Literatur von Janda
und Mitarbeitern verwiesen.[24]

Zu den Reaktionen, die bisher von Antikçrpern kataly-
siert werden kçnnen, z�hlen die Diels-Alder-Cycloaddition,
Acyltransfer-Reaktionen, Oxy-Cope-Umlagerungen und
Cyclisierungen. Katalytische Kompetenzen reichen von
Ktx

�1 = 104.6
m
�1 bis zu Ktx

�1 = 108.6
m
�1, sodass die �ber-

gangszust�nde der Reaktionen st�rker gebunden werden als
deren Substrate (KM

�1 = 103.5�1.0
m
�1).[13, 30] Nat�rlich vorkom-

mende Enzyme weisen jedoch enorme Ktx
�1-Werte auf und

haben eine durchschnittliche Reichweite von 1012 bis 1020
m
�1.

Untypisch effiziente Enzyme, wie etwa ODCase und Alkyl-
sulfatasen, erreichen Ktx

�1-Werte von 1024
m
�1 bzw.

1029
m
�1.[8, 34] Die katalytische Effizienz (kcat/KM) solcher

Enzyme ist dann oft diffusionslimitiert und betr�gt zwischen
104 und 109

m
�1 s�1. Katalytische Antikçrper sind im Vergleich

dazu um etwa vier Grçßenordnungen und mehr langsamer
(kcat/KM = 102–105

m
�1 s�1).[13,24, 34] Dieser Befund wurde einer

Vielzahl von Faktoren zugeschrieben, wie etwa Produktinhi-
bition,[35–37] geringere Bindungskonstanten,[13] nichtkovalente
Katalyse,[7] kleine, verborgene Oberfl�chen,[13] Unterschiede
in Evolutionszeitskalen[22] und Limitationen der Immunglo-
bulinstruktur.[22] Die vergleichsweise geringe Stabilit�t von
Immunglobulinen und die einhergehenden hohen Produkti-
onskosten katalytischer Antikçrper limitieren dar�ber hinaus
ihr industrielles Anwendungspotential. Von einem thera-
peutischen Standpunkt jedoch, ist das Interesse an katalyti-
schen Antikçrpern am steigen: Beispiele erstrecken sich von
der Neutralisierung von HIV-1[38, 39] zu Antikçrper-gesteuer-
ter Enzym-Prodrug-Therapie (ADEPT) und der Inaktivie-
rung von Suchtmitteln.[40]

W�hrend die katalytische Effizienz von Antikçrpern oft
durch Produktinhibition beschr�nkt ist und nur die einfachs-
ten chemischen Reaktionen durch Haptene imitiert werden
kçnnen, so hat das Feld kritische Beitr�ge zur Erforschung
biokatalytischer Prozesse geleistet. Im folgenden Abschnitt
stellen wir Beispiele vor und diskutieren die Funktion von
Simulationen und Berechnungen im Bezug auf das Design
und Verst�ndnis von Antikçrperkatalysatoren.

2.1.1. Die Diels-Alder-Reaktion

Der erste katalytische Antikçrper (1E9) f�r die Diels-
Alder(DA)-Reaktion wurde 1989 von Auditor und Mitar-
beitern hergestellt.[41] Er katalysiert die Cycloaddition von
Tetrachlorthiophen und N-Ethylmaleimid mit einem kcat/kuncat

von 1000m (Schema 1).[42] Die Kristallstruktur zeigt ein meist
hydrophobes Bindungszentrum, in welchem ein Asparagin
eingebettet ist (AsnH85). Chen et al. untersuchten 1E9 mit

Schema 1. Die Antikçrper-katalysierte Cycloaddition von Tetrachlorthio-
phen und N-Ethylmaleimid.
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einer Kombination von QM-Rechnungen, Docking, MD-Si-
mulationen und einer Wechselwirkungsextrapolations-
methode (linear interaction energy approach).[43] Das aktive
Zentrum in 1E9 ist komplement�r zu der Geometrie und dem
elektrostatischen Profil des �bergangszustands, sodass dieser
st�rker gebunden wird als die Reaktanten.

Die Diels-Alder-Reaktion bietet jedoch Protein-Inge-
nieuren die Mçglichkeit, sich – �ber das Beschleunigen der
Reaktionsgeschwindigkeit hinaus – der stereochemischen
Kontrolle anzunehmen. Gouverneur et al. demonstrierten
dies an der Cycloaddition von trans-1-N-Acylamino-1,3-bu-
tadien mit N,N-Dimethylacrylamid, die unter thermodyna-
mischer Kontrolle zu einem Gemisch von endo- und exo-
Stereoisomeren f�hrt. Die sterischen und elektrostatischen
Merkmale des �bergangszustands wurden anhand von QM-
Rechnungen ermittelt, was dann zum Design von Haptenen
f�r den endo- als auch den exo-Pfad f�hrte.[44]

Der DA-Antikçrper 13G5 katalysiert die unbeg�nstigte
exo-Diels-Alder-Reaktion zwischen Methyl-N-butadienyl-
carbamat und N,N-Dimethylacrylamid (kcat = 1.20 �
10�3 min�1, kcat/kuncat = 6.9m) und ergibt nur eines der Ste-
reoisomere mit hohem Enantiomeren�berschuss
(Schema 2).[45] Die Kristallstruktur und QM-Rechnungen

zeigen, dass AspH50 und TyrL36 f�r den Großteil der katalyti-
schen Effizienz von 13G5 verantwortlich sind, w�hrend
AsnL91 die Reaktanten st�rker bindet als den �bergangszu-
stand und somit die Reaktion etwas verlangsamt.[45, 46] Der
Befund legt nahe, dass AsnL91 f�r die korrekte relative Ori-
entierung der Substrate zust�ndig ist.

Die absolute sterische Konfiguration des Produkts wurde
sp�ter experimentell als exo-(3S,4S) bestimmt. Die hohe ste-
reochemische Spezifit�t von 13G5 wurde zun�chst mit Do-
cking-Rechnungen der �bergangszust�nde in die Kristall-
struktur untersucht.[45] MD-Simulationen zeigten sp�ter, dass
die katalytische Aminos�ure AspH50 in Gegenwart des exo-
(3S,4S)-�bergangszustands zus�tzlich von einem Wasser-
molek�l koordiniert ist. In Gegenwart des exo-(3R,4R)-
�bergangszustands betr�gt diese Koordinationszahl 3.[46]

Dies f�hrt zu einer geringeren Wechselwirkung zwischen dem
katalytischen AspH50 und dem Carbamat-NH des exo-
(3R,4R)-�bergangszustands verglichen mit dem exo-(3S,4S)-
Fall.

Der DA-Antikçrper 10F11 katalysiert eine retro-Diels-
Alder-Reaktion, die HNO mit einem kcat/kuncat von 2500
freisetzt (Schema 3).[47] Die Untersuchung der Kristallstruk-

tur ergab, dass das aktive Zentrum dem �bergangszustand
komplement�r ist, wobei Trp, Phe und Ser als die katalyti-
schen Aminos�uren agieren.[48] DFT-QM-Rechnungen
wurden f�r eine genauere Untersuchung der katalytischen
Wechselwirkungen eingesetzt.[49]

Der �bersichtsartikel von Kim et al. untersucht die
unkovalente Katalyse von Diels-Alder-Reaktionen und stellt
einen Vergleich unterschiedlicher Katalysatoren auf, wie etwa
Cyclodextrine, selbstorganisierende Kapseln, Antikçrper und
RNAsen. Der R�ckschluss der Studie ist, dass – anders als
nat�rliche Enzyme – keines dieser Systeme den jeweiligen
�bergangszustand substantiell und spezifisch bindet.[50]

2.1.2. Die Kemp-Eliminierung

Der erste Antikçrper (34E4), der die ringçffnende Re-
aktion von 5-Nitrobenzisoxazolen (Kemp-Eliminierung) ka-
talysiert, wurde 1996 von Hilvert und Mitarbeitern hergestellt
(Schema 4).[51] 34E4 weist einen kcat/KM von 5.5 � 103

m
�1 s�1

auf und hat einen kcat/kuncat von 2.1 � 104 im Vergleich zur
unkatalysierten Hintergrundreaktion (kuncat = 3.1 � 10�5 s�1).
Das aktive Zentrum ist hydrophob und wird von einer kata-
lytischen Base (GluH50) dominiert. Verglichen mit der Wir-
kung von Acetat in w�ssriger Lçsung (was einer theoretischen
Translokation der katalytischen Base aus dem aktiven Zen-
trum heraus und in das Lçsungsmedium hinein entspricht und

Schema 2. Die Antikçrper-katalysierte, unbeg�nstigte exo-Diels-Alder-
Reaktion von Methyl-N-butadienylcarbamat und N,N-Dimethylacryl-
amid.

Schema 3. Antikçrper-katalysierte retro-Diels-Alder-Reaktion.

Schema 4. Antikçrper-katalysierte ringçffnende Reaktion von 5-Nitro-
benzisoxazol.
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eine Geschwindigkeitskonstante kOAc� von 1.6 � 10�5
m
�1 s�1

aufweist), hat der Antikçrper eine Beschleunigung von (kcat/
KM)/kOAc�= 3.4 � 108. Experimentelle Befunde und theoreti-
sche Studien zeigen, dass die Kemp-Reaktion – �hnlich wie
andere Protonentransfer-Reaktionen auch – stark von der
geometrischen Orientierung zwischen Substrat und Base ab-
h�ngt.[52, 53] Dar�ber hinaus, und vor allem wenn eine
Carboxygruppe als katalytische Base fungiert, ist die Kemp-
Eliminierung stark vom polaren Charakter des Lçsungsmit-
tels abh�ngig.[54,55] Diese Eigenschaften sowie auch die
Leichtigkeit, mit der Produktbildung gemessen werden kann
(UV/Vis), haben die Kemp-Eliminierung zu einer beliebten
Modellreaktion f�r die Untersuchung biochemischer Basen-
Katalyse gemacht.

2.1.3. Aldol/Retro-Aldol-Reaktion

QM-Rechnungen von Aldol-Reaktionen reichen bis in
die 1980er Jahre zur�ck,[56] und so standen den Forschern die
entsprechenden �bergangszust�nde schon relativ fr�h zur
Verf�gung. Die katalytischen Antikçrper ab38C2, ab84G3
und ab33F12 wurden sp�ter mithilfe der jeweiligen Haptene
hergestellt und erzielten �hnliche Reaktionsgeschwindigkei-
ten wie nat�rliche Aldolasen – mit jedoch wesentlich gerin-
gerer Substratspezifit�t (Schema 5).[57–61] Diese Antikçrper
�hneln Klasse-1-Aldolasen, welche die e-Aminogruppe eines
Lysins zur Ausbildung einer Schiffschen Base mit dem Sub-
strat nutzen. Das grçßtenteils hydrophobe aktive Zentrum ist
zwischen 5 und 7 � vom katalytischen Lysin-e-N mit einer
Ansammlung polarer Aminos�uren dekoriert. Arno und
Domingo untersuchten deren potentielle katalytische Funk-

tion vor allem mit Bezug auf den C-C-bindungserzeugenden
Schritt der Reaktion.[62]

2.1.4. Decarboxylierungsinduzierte Ringçffnungsreaktionen

Die Geschwindigkeit, mit der 5-Nitro-3-carboxybenz-
isoxazol decarboxyliert, h�ngt vom Lçsungsmittel ab und
variiert um bis zu acht Grçßenordnungen.[54, 55] Aprotische
polare Lçsungsmittel beschleunigen die Reaktion durch De-
solvatisierung der Carboxygruppe und somit durch Stabili-
sierung des �bergangszustands durch Dispersionswechsel-
wirkungen.[63–66] Antikçrper 21D8 katalysiert die Decarb-
oxylierung von 5-Nitro-3-carboxybenzisoxazol[67] um ein
61000-faches im Vergleich zur Hintergrundreaktion in
Wasser (Schema 6).[68]

Die Ursache der katalytische Wirkung von 21D8 wurde
mit QM-Rechnungen, MD-Simulationen und Gibbs-Energie-
Perturbationsrechnungen (FEP) weiter untersucht.[69] Dabei
stellte sich heraus, dass Lçsungsmittelkontakte mit der
Carboxygruppe die katalytische Leistungsf�higkeit beein-
tr�chtigen kçnnen, w�hrend stabilisierende Wasserstoffbr�-
cken mit dem Isoxazol-Sauerstoff dem Lçsungsmitteleffekt
entgegenwirken.

2.1.5. Cyclisierung von trans-Epoxyalkoholen

Insgesamt vier Antikçrper wurden anhand zweier Hap-
tene hergestellt, um die unbeg�nstigte endo-tet-Cyclisierung
von trans-Epoxidalkoholen (Schema 7) zu katalysieren.[70,71]

Quantenmechanische Rechnungen zeigten, dass der endo-tet-

Schema 5. Beispiele von Antikçrper-katalysierten Aldol- und retro-
Aldol-Reaktionen.

Schema 6. Antikçrper-katalysierte Decarboxylierung von 5-Nitro-3-carb-
oxybenzisoxazol.

Schema 7. Antikçrper-katalysierte, unbeg�nstigte endo-tet-Cyclisierung
von trans-Epoxidalkoholen.
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�bergangszustand SN1-Charakter hat und elektrostatisch
durch eine Carboxygruppe destabilisiert werden kann.[72–74]

�hnliche Rechnungen wurden f�r die 6-exo- sowie die 7-
endo-Cyclisierung durchgef�hrt und ergaben, dass letztere
bevorzugt ist. Das Ergebnis wurde daraufhin experimentell
verifiziert[75] und deckt sich ebenfalls mit der sp�ter f�r An-
tikçrper Fab 5C8 gelçsten Kristallstruktur.[71] Die katalytische
Komponente des aktiven Zentrums besteht aus der AspH95-
HisL89-Dyade, welche f�r S�ure/Base-Katalyse geeignet po-
sitioniert ist.

2.1.6. Hydrolyse von aromatischen Amiden und Estern

Der Antikçrper 43C9 katalysiert die Hydrolyse von aro-
matischen Amiden und Estern mit einer ungewçhnlich hohen
Effizienz (kcat/kuncat of 2.5 � 105).[30, 76–78] Getzoff und Mitar-
beiter erzeugten eine homologe Struktur zur variablen
Region des Antikçrpers. Die Forscher ermittelten, dass
ArgL96 hçchstwahrscheinlich zur Stabilisierung des entste-
henden Oxyanions dient, w�hrend HisL91 als das katalytische
Nukleophil fungiert.[79] Die sp�ter gelçste Kristallstruktur von
43C9 untermauerte die Vorhersagen und zeigte weiterhin auf,
dass ein Wasser-vermitteltes Wasserstoffbr�ckennetzwerk im
aktiven Zentrum f�r die beobachtete katalytiche Effizienz
unentbehrlich ist.[80] Kollman und Mitarbeiter f�hrten sp�ter
QM-Rechnungen, MD-Simulationen und FEP-Rechnungen
an Antikçrper 43C9 aus und schlugen einen direkten hydro-
lytischen Angriff als Alternative zum vorangehenden nu-
kleophilen Postulat vor.[81]

2.1.7. Chorismat-Prephenat-Umlagerung

Die Claisen-Umlagerung von Chorismat zu Prephenat
wird sowohl von nat�rlich vorkommenden Chorismat-Muta-
sen[82,83] als auch von den Antikçrpern IF7 und IIF1-2E11
katalysiert.[84, 85] Wiest et al. verwendeten QM-Methoden, um
das aktive Zentrum von Chorismat-Mutase zu untersuchen
und ermittelten, dass im Falle des Antikçrpers IF7 spezifische
Wasserstoffbr�cken f�r die ca. 200-fache Beschleunigung
verantwortlich sind.[86]

2.2. Gerichtete Evolution

Evolution im Labor (gerichtete Evolution) ist zu einer der
ausgereifteren Formen des Proteiningenieurwesens geworden
und ist mittlerweile Bestandteil von modernen industriellen
Prozessen.[87] Die Methode ist weit verbreitet und beruht auf
mehreren Runden der Mutation und Selektion.[17,18] Anwen-
dungsbeispiele erstrecken sich von verbesserter Thermosta-
bilit�t[88] zu erhçhter Lçsungsmitteltoleranz,[89] verst�rkten
Protein-Protein-Wechselwirkungen,[90] modifizierter Sub-
strattoleranz und -spezifit�t,[91, 92] erhçhter enzymatischer
Aktivit�t[93] und Inversion der Enantioselektivit�t.[94, 95] Durch
Mutagenisieren eines Startgens wird eine Ansammlung von
Sequenzen (Variantenbibliothek) zusammengestellt. Diese
wird daraufhin nach Proteinen filtriert, welche die ge-
w�nschte Eigenschaft verst�rkt aufweisen. Die Auswirkun-
gen einer einzelnen Evolutionsrunde sind im Allgemeinen

relativ gering, sodass dieser Prozess einige Male wiederholt
werden muss, bis die gew�nschte Steigerung erzielt wird.
Variantenbibliotheken kçnnen auf unterschiedlichem Wege
zusammengestellt werden. Drei klassische Beispiele sind
stochastische PCR-Mutagenese (Abbildung 1a), gezielte

ortsspezifische Mutagenese (CASTing, ISM)[95] (Abbil-
dung 1b) und Sequenzrekombination (Abbildung 1c).[19] Die
St�rken der stochastischen Mutagenese liegen darin, dass
keine strukturellen oder mechanistischen Vorkenntnisse
nçtig sind und dass unerwartete Mutationen weit vom aktiven
Zentrum aufgedeckt werden kçnnen.[96]

Die ortsspezifische Mutagenese (Abbildung 1b) zielt
hingegen auf ganz bestimmte Bereiche des Proteins ab (wie
etwa das aktive Zentrum), sodass strukturelle und/oder bio-
chemische Vorkentnisse �ber das Protein nçtig sind. Durch
den kleineren Sequenzbereich ist es jedoch mçglich, dass
mehrere positive Mutationen innerhalb des Zielbereichs
aufgedeckt werden kçnnen.[97] Dies ist vor allem dann von
Vorteil, wenn eine Kombination von Mutationen f�r die
Verbesserung der gew�nschten Funktion nçtig ist.

Positive Mutationen innerhalb einer Variantenbibliothek
kçnnen beispielsweise durch eine statistische Auswertung des
Zusammenhangs zwischen Aktivit�t und Sequenz
(ProSAR)[98] identifiziert werden. Diese kçnnen dann durch
Gen-Shuffling kombiniert und eingearbeitet werden.[99] Die
strukturellen und funktionellen Eigenschaften kçnnen durch
Neutral-Drift-Variationen weiter diversifiziert werden. Dabei
kommt es zur Anreicherung von Mutationen, welche die ge-
w�nschte Eigenschaft des Proteins nicht beeintr�chti-
gen.[100, 101]

Eine der Hauptherausforderungen in der gerichteten
Evolution ist die Ermittlung derjenigen Varianten – aus einer
großen Zusammenstellung mutierter Sequenzen –, welche die
gew�nschten Merkmale aufweisen.[20] Selektionsbasierte In-
vitro-Verfahren, wie etwa mRNA-Display[102] und emulsi-
onsbasierte Mikrofluidik-FADS (fluoreszenzaktivierter
Trçpfchensortierer),[103] weisen einen beachtlichen Durchsatz
auf. Screening-Verfahren, die auf der Bestimmung der Sub-
strat- oder Produktkonzentration beruhen, sind vergleichbar
vielseitig anwendbar, haben jedoch einen relativ begrenzten
Durchsatz.[104] Wenn eine Verbindung zwischen Genotyp und

Abbildung 1. Drei Strategien f�r das Zusammenstellen von Varianten-
bibliotheken in der gerichteten Evolution. a) Stochastische Mutagenese
der gesamten Proteinsequenz. b) Gezielte, ortsspezifische Mutagene-
se. c) Sequenzrekombination gesamter Proteinsegmente. Nachdruck
von Bloom et al.[19]
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Ph�notyp hergestellt werden kann, sind gerichtete Evoluti-
onsmethoden generell auf alle biologisch herstellbaren Pro-
teine anwendbar, auch auf solche, die nichtnat�rliche Ami-
nos�uren oder anderweitige prothetische Modifikationen
enthalten.[105]

Es ist zwar mçglich, von einem vçllig naiven Startpunkt
aus positive Mutationen zu finden, gerichtete Evolutionsver-
suche sind jedoch am effektivsten, wenn das in Frage kom-
mende Enzym bereits ein geringes Maß an Aktivit�t gegen-
�ber der Zielreaktion – oder zumindest einer eng verwandten
Reaktion – aufweist.[19] W�hrend der Erfolg von gerichteten
Evolutionsexperimenten auf einen eindeutigen, bergauf ge-
richteten Pfad vom Startpunkt zu einer hochaktiven Variante
angewiesen ist,[105] so haben Proteinsequenzen vielmals nicht
die gew�nschte anf�ngliche Aktivit�t. Solche Herausforde-
rungen kçnnen zum Teil mithilfe von Neutral-Drift-Varian-
tenbibliotheken bew�ltigt werden, oder durch ein graduelles
�ndern des selektiven Zwangs von der existierenden Funk-
tion zu der gew�nschten hin.[20, 21]

In den letzten Jahrzehnten wurden viele Versuche unter-
nommen, um strukturelle und/oder funktionelle Merkmale
von Proteinen und Enzymen zu modifizieren. Die erfolgrei-
chen beruhten meist auf gerichteten Evolutionstechniken,
wie etwa stochastischer Mutagenese, halb-rationalen oder
gezielten Strategien f�r das Zusammenstellen von Varian-
tenbibliotheken und auch anspruchsvollen statistischen Se-
lektionsverfahren wie ProSAR. Zwei der j�ngsten Anwen-
dungsbeispiele sind die asymmetrische Synthese von chiralen
Aminen f�r die industrielle Produktion des Typ-2-Diabetes-
Medikaments Sitagliptin (Januvia)[106] und die oxidative De-
symmetrisierung des prochiralen Amines f�r die Produktion
des Hepatitis-C-Medikaments Boceprevir.[107] In anderen
F�llen haben Computerberechnungen zu einem erheblich
besseren mechanistischen Verst�ndnis k�nstlich evolvierter
Enantioselektivit�ten beigetragen.[108, 109] In den letzten f�nf
Jahren alleine wurden �ber 60 Publikationen verçffentlicht,
die sich mit der Verbesserung von Thermostabilit�t, Substrat-
und Cofaktorspezifit�t, Enantioselektivit�t und Reaktions-
geschwindigkeit nat�rlich vorkommender Enzyme befassten.
Viele dieser Proteine wurden f�r Anwendungen in der
asymmetrischen organischen Synthese hergestellt und setzen
sich aus Transaminasen, Enoat-Reduktasen, Esterasen, Mo-
noamin-Oxydasen, Dehalogenasen, Aldolasen, aber auch
Cytochrome-P450-Systemen (f�r Oxidationen und Epoxi-
dierungen) und Baeyer-Villiger-Monooxygenasen zusammen.
Das Thema ist j�ngst Gegenstand einiger ausgezeichneter
�bersichtsartikel gewesen.[87,110–113]

2.3. Nat�rliche Evolution und Enzym-Redesign

Milliarden Jahre der Evolution haben in der Natur zu
einer enormen Vielfalt katalytischer Funktionen gef�hrt. Die
Untersuchung der sich dabei herauskristallisierten Strategien
gew�hrt Einblicke, die es ermçglichen, gezielte Mutationen
innerhalb der aktiven Zentren existierender Proteine vorzu-
nehmen und diese umzuprogrammieren. Enzyme, die zu
mechanistisch diversen Superfamilien gehçren, sind wertvolle
Startpunkte f�r solche Redesign-Bem�hungen, vor allem

wenn sie einander strukturell sehr �hnlich sind. Elemente
solcher Superfamilien sind h�ufig promisk, sodass ein Enzym
oft eine Reihe chemischer Reaktionen katalysiert – obgleich
mit geringerer Geschwindigkeit.[16,114]

Einer der bisher erfolgreicheren Redesign-Ans�tze
beruht auf dem Abgleichen der Sequenz und Struktur von
Enzymen innerhalb einer Superfamilie. Hierf�r muss ein
Enzym gew�hlt werden, das die gew�nschte Reaktion zu-
mindest zu einem geringen Maße katalysiert. Mechanistische
Kenntnisse kçnnen dann von einem Enzym geborgt werden,
welches die Zielreaktion bereits katalysiert. Zum Beispiel
verglichen Fersht und Mitarbeiter die Sequenz von N-Ace-
tylneuraminat-Lyase (NAL) mit der Sequenz der homologen
Dhydrodipicolat-Synthase (DHDPS) und identifizierten eine
Leu-Arg-Diskrepanz im aktiven Zentrum.[115] Der
Leu142Arg-Mutant wurde hergestellt, wobei ebenfalls an
stabilisierende Mutationen f�r das neue Arg gedacht wurde.
Das Ergebnis war eine NAL mit ausgetauschter Aktivit�t:
Anstelle seiner nativen Retroaldol-Reaktion (N-Acetyl-
neuraminat zu Pyruvat und N-Acetyl-d-mannosamin) kata-
lysiert der Leu142Arg-Mutant die Kondensation zwischen
Pyruvat und l-Aspartat-b-semialdehyd (die native Reaktion
von DHDPS). Die Retroaldol-Aktivit�t von NAL ver-
schwand, w�hrend die Geschwindigkeit der NAL-Konden-
sationsreaktion achtfach hçher war als die des DHDPS. In
einem �hnlichen Fall tauschte eine Leu-zu-Arg-Mutation die
physiologische Aktivit�t von 4-Oxalocrotonat-Tautomerase
(4-OT) zu der von trans-3-Chloracylat-Dehalogenase
(CaaD).[116] Strukturelle Untersuchungen zeigten relativ ge-
ringe geometrische �nderungen. Der kcat f�r die CaaD-Ak-
tivit�t von 4-OT wurde um den Faktor 9 gesteigert, und kcat/
KM stieg 50-fach. Ein etwas ambitionierteres Projekt �nderte
vier Aminos�uren im aktiven Zentrum von Keto-l-gulonat-6-
phosphat-Decarboxylase (KGPDC) und erhçhte die Ge-
schwindigkeit seiner Nebenaktivit�t f�r die Reaktion von d-
Arabinose-hex-3-ulose-6-phosphat-Synthase (HPS) 170-
fach.[117, 118]

Das Redesign von Enzymen zur Katalyse von Reaktio-
nen, f�r die sie absolut keine Aktivit�t aufweisen, ist eine
grçßere Herausforderung. Der Ansatz ist hier jedoch �hnlich
wie zuvor und beginnt mit dem Abgleichen der Sequenz und
Struktur von Enzymen innerhalb einer Superfamilie. Gerlt
und Mitarbeiter vereinten dazu rationale Mutationen mit
gerichteter Evolution und schufen l-Ala-d,l-Glu-Epimerase
(AEE) und Muconat-lactonisierendes Enzym (MLE).[119] Es
ging dabei darum, die Funktionen von AEE und MLE so
umzuschalten, dass beide die Reaktion von OSBS (o-Succi-
nylbenzoat-Synthase) katalysieren, wobei weder AEE noch
MLE eine messbare Anfangsaktivit�t f�r die OSBS-Reaktion
aufweisen. Dieses scheinbare Kunstst�ck wurde vollbracht,
indem die Forscher sich auf die Substratspezifit�t konzen-
trierten: Asp-zu-Gly f�r AEE und Glu-zu-Gly f�r MLE er-
laubte es beiden aktiven Zentren, das OSBS-eigene Substrat
zu akzeptieren. Dieses reagiert bereitwillig mit den vorhan-
denen katalytischen Komponenten und ergibt o-Succinyl-
benzoat. Ohta und Mitarbeiter gingen einen Schritt weiter
und entlockten der Arylmalonat-Decarboxylase (AMD) eine
racemisierende Aktivit�t gegen�ber a-Arylpropionat, indem
sie eine katalytische S�ure/Base in das aktive Zentrum ein-
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f�hrten (Gly74Cys).[120] Weitere Versuche ergaben eine
Doppelmutante (Gly74Cys, Cys188Ser) mit invertierter
Enantioselektivit�t.[121] Diese produziert (R)-a-Thienylpro-
pionat mit einer Ausbeute von 60% und einem Enantiome-
ren�berschuss (ee) von 84 %, erleidet jedoch einen ca. 600-
fachen Aktivit�tsverlust im Vergleich zur nat�rlich vorkom-
menden AMD. Stochastische Mutagenese verbesserte den kcat

10-fach, sodass der Abstand zur nat�rlichen AMD daraufhin
nur noch einem 60-fachen Aktivit�tsverlust entspricht.[122]

Dunaway-Mariano und Mitarbeiter zeigten eindrucksvoll,
dass Funktionen innerhalb der Crotonase-Superfamilie
transplantiert werden kçnnen, indem man eine His-Asp-
Dyade durch ein Glu-Glu-S�ure/Base-Paar ersetzt.[123] Die
zwei Glutamat-Aminos�uren, die in das aktive Zentrum der
4-CBA-CoA-Dehalogenase eingef�hrt wurden, erforderten
sechs weitere stabilisierende Mutationen. Der resultierende
Octomutant zeigt zwar mit einem kcat von 0.064 s�1 eine we-
sentlich geringere Aktivit�t als die Wildtyp-Crotonase (kcat =

1000 s�1), die �bung veranschaulicht jedoch, dass „mit einer
begrenzten Zahl von Mutationen ein vçllig neuer katalyti-
scher Pfad auf Kosten eines pr�existenten generiert werden
kann“.

Das Redesign von Enzymen innerhalb einer Superfamilie
ist hilfreich, wenn es darum geht, Evolutionsstrategien und
-prinzipien zu entziffern. Die chemische Vielfalt, die dem
Proteiningenieur durch diesen Ansatz jedoch zur Verf�gung
steht, wird von der Superfamilie diktiert und ist im Allge-
meinen stark begrenzt. Die Crotonase-Superfamilie ist dabei
eine interessante Ausnahme, „in welcher gemeinsame struk-
turelle Merkmale durch nat�rlich Evolutionsprozesse zu
einer bemerkenswerten funktionellen Vielfalt gef�hrt
haben“,[124] sodass Reaktionen aller sechs Klassifizierungen
der Enzyme Comission (EC) vertreten sind.

2.4. Rationales und De-novo-Proteindesign
2.4.1. Design und Vorhersage von Proteinstrukturen

Drastischere, computerbasierte Ans�tze haben gezeigt,
dass das Redesign ganzer Proteine mçglich ist. Anf�ngliche
Versuche befassten sich mit dem Redesign von Helix-B�n-
deln.[125] Die Vorgehensweise beschr�nkte sich dabei auf die
hydrophile Eigenschaft von Aminos�uren und ihre relative
Position zueinander innerhalb der Proteinsequenz. Die Aus-
richtung der Seitenketten muss dabei nicht ausdr�cklich be-
schrieben werden.[126–128] Computerbasierte Ans�tze zum
Design von Proteinen wurden auch auf weniger regelm�ßige
Strukturen erweitert,[129] und die allgemeine Anwendbarkeit
solcher Protokolle wurde unter anderem am Beispiel des
Redesigns von kleinen globul�ren Proteinen getestet.[130]

Computermethoden wie „Dead End Elimination“ (DEE)
und Monte-Carlo(MC)-Protokolle ermçglichen dabei das
virtuelle Packen von Seitenketten zum Energieminimum hin.
Der Anwendungsbereich solcher Ans�tze ist jedoch nicht auf
das Redesign existierender Topologien begrenzt. Beispiels-
weise iterierten Kuhlman et al. zwischen Sequenzdesign und
Strukturvorhersage und erschufen mit Top7 eine neue Terti-
�rstruktur.[131] Die Errungenschaft ist teilweise einem geo-
metrischen Optimierungsschritt zuzuschreiben, der das Pep-

tidr�ckgrat w�hrend der Designsequenz den Umgebungs-
wechselwirkungen anpasst.

2.4.2. Protein-Protein-Wechselwirkungen

Computerbasierte Methoden kamen auch beim Design
von Grenzfl�chen f�r das Binden von Proteinen zum Einsatz.
Huang et al. erzielten mikromolare Bindungsaffinit�ten
durch Variieren der Aminos�ure und derer Seitenkettenori-
entierung an der Protein-Protein-Kontaktfl�che.[132] St�rkere
Wechselwirkungen (130 nm) kçnnen erreicht werden, wenn
Eigenschaften bereits vorhandener Grenzfl�chen als An-
haltspunkte genommen werden.[90] Schl�sselpositionen, die
f�r den Großteil der Bindungswechselwirkung verantwortlich
sind, werden als „Hotspots“ ausgew�hlt und f�r ein Maximum
der attraktiven Wechselwirkung in die Grenzfl�che einge-
baut. Die restliche Kontaktfl�che wird dann mit stabilisie-
renden und packenden Aminos�uren ausgekleidet. Die um
eine Stufe schwierigere Aufgabe, ein Bindungspeptid f�r ein
spezifisches, biologisch relevantes Protein zu entwickeln, re-
sultierte aus einem computerbasierten Design mit einer Af-
finit�t von 200 nm.[133] Die Bindungskonstante konnte durch
gerichtete Evolution auf 4 nm und 180 pm verbessert werden.
Eine Untersuchung der resultierenden Mutationen sugge-
rierte weiter, dass diese Verbesserungen durch ein fort-
schrittlicheres Computermodell – vor allem mit Bezug auf
elektrostatische Wechselwirkungen, Solvatationsmodelle und
ein flexibles Peptidr�ckgrat – ebenfalls h�tten erkannt
werden kçnnen.[133] DeGrado und Mitarbeiter benutzten
j�ngst ihr CHAMP-Protokoll (computed helical antimem-
brane protein method),[134] um ein helikales b-Peptid herzu-
stellen, das eine Transmembranhelix des aIIbb3-Integrins
bindet.[135] Die Gruppe benutzte ebenfalls computerbasierte
Methoden f�r die Entwicklung eines helikalen Protein-
aggregats entlang von Nanorçhren.[136]

2.4.3. DNA-bindende Proteine

Die Herstellung von DNA-bindenden Proteinen ist ein
weiteres interessantes Anwendungsgebiet computerbasierter
Methoden. Eine der Strategien beruht auf der Kombination
bereits existierender DNA-bindender Module, sodass die
Problemstellung auf die Entwicklung von Protein-Protein-
Wechselwirkungen umformuliert wird.[137] Ein gezielterer
Ansatz ergab das Redesign von Homing-Endonukleasen,
welche einzelne Basenpaarunterschiede innerhalb einer
DNA-Sequenz voneinander unterscheiden kçnnen.[138,139] Die
gleichzeitige Erfassung mehrerer Basenpaarunterschiede ist
ebenfalls mçglich.[140] Erfahrungsgem�ß ist dabei das Design
solcher Mehrfach-Erfassungen mit einer hçheren Erfolgs-
wahrscheinlichkeit versehen. Proteine dieser Art wurden
eingesezt, um die Rolle der DNA-Sequenz bei Bindungs- und
Katalyseereignissen am Beispiel der Homing-Endonuklease
I-AniI zu untersuchen.[141]

2.4.4. Protein-Ligand-Wechselwirkungen

Anf�ngliche Arbeiten im Bereich der Protein-Ligand-
Wechselwirkungen waren vielversprechend und generierten
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Berichte �ber das Design von Metall-,[142, 143] Lactat-,[144] Se-
rotonin-,[144] TNT-[144] und Nervengift-bindenden Protei-
nen.[145] Es kamen jedoch Zweifel auf, als sich herausstellte,
dass f�r die periplasmischen Bindungsproteine, die f�r Lactat,
Serotonin, TNT und Organophosphate entwickelt wurden,
anhand von isothermischer Kalorimetrie (ITC) und NMR-
Spektroskopie keine Aktivit�t gemessen werden konnte.[146]

Es wird vermutet, dass die anf�nglichen Erfolgsberichte auf
indirekte umgebungssensitive Fluoreszenzversuche zur�ck-
zuf�hren sind. In der Zwischenzeit wurden in diesem Bereich
jedoch Fortschritt gemacht. Beispielsweise erforschten Har-
bury und Mitarbeiter periplasmische Bindungsproteine mit
computerbasierten Methoden und fanden heraus, dass das
aktive Zentrum nur durch den Einsatz hochauflçsender Ro-
tamer-Suchen, kontinuierlicher Minimierung und akkurater
elektrostatischer Rechnungen rekapituliert werden kann.[147]

DeGrado und Mitarbeiter waren in der Lage, ein a-Helix-
b�ndel zu konstruieren, das einen H�m-�hnlichen Cofaktor
binden kann.[148] J�ngste Versuche, ein Dipeptid-bindendes
Protein zu produzieren, schlugen jedoch fehl.[149] Es wird
vermutet, dass einer der Hauptgr�nde daf�r darin liegt, dass
die Flexibilit�t des aktiven Zentrums nicht ausreichend in
Betracht gezogen wurde.

2.4.5. Katalytische Peptide und Proteine

Im Folgenden sind einige der fr�hen Arbeiten aufgef�hrt,
die sich mit der Entwicklung funktioneller Proteine besch�f-
tigten.

Johnsson et al. betteten ein reaktives Amin, welches als
Schiff�sche Base fungieren kann, in eine amphiphile a-Helix
ein und stellten somit eine metallfreie Oxalacetat-Decarb-
oxylase (Oxaldie) her.[150] Designte Oxaldies katalysieren die
Decarboxylierung von Oxalacetat mit einem kcat/Km

von
0.63m�1 s�1. Die Bildung des Imins ist hierbei um drei bis vier
Grçßenordnungen schneller als bei einfachen Amin-Kataly-
satoren – und dadurch vergleichbar zu katalytischen Anti-
kçrpern (103–106).[151]

Sasaki und Kaiser verkn�pften vier amphiphile a-Helices
mit einem Porphyrin-Ring und stellten somit das k�nstliche
H�m-Protein „Helichrom“ her. Der FeIII-Helichrom-Kom-
plex erwies sich als hydrolytisch und katalysiert die Reaktion
von Anilin zu p-Aminophenol in Gegenwart von NADPH
mit einem kcat/KM von 1.67m�1 s�1.[152]

Broo et al. entwickelten das Helix-Schleife-Helix-Peptid
KO-42, das in ein antiparalleles Vier-Helix-B�ndel dimeri-
siert und durch die kooperative Wirkung von Histidinen die
Umesterung aktivierter Ester katalysiert.[153] Rossi et al. bet-
teten zwei und vier k�nstliche Triazacyclononan-Aminos�u-
ren in drei unterschiedliche Helix-Schleife-Helix-Peptide
ein.[154] Die somit generierten ZnII-Bindungsstellen sind in der
Lage, die Umesterung eines RNA-Modellsubstrats bis auf ein
380-faches zu katalysieren.

Dutton und Mitarbeiter untersuchten anhand von Drei-
Helix-B�ndeln (a3W

1 und a3Y
1),[155] wie Seitenkettenradikale

generiert, kontrolliert und f�r katalytische Zwecke genutzt
werden kçnnen.[156] Pecoraro und Mitarbeiter verwendeten
ein a3D-B�ndel f�r die Platzierung dreier Cysteine, die CdII-,
HgII- und PbII-Ionen binden kçnnen.[157]

DeGrado und Mitarbeiter entwickelten eine O2-abh�n-
gige Phenoloxidase, die auf einem heterotetrameren Helix-
b�ndel beruht.[158] Die aktivste Variante katalysiert die Oxi-
dation von 4-Nitrophenolacetat 1000-fach.

Bolon und Mayo verwendeten eine „Compute and
Build“-Strategie und verliehen einem Thioredoxin-Protein
anhand eines nukleophilen Histidins hydrolytische Eigen-
schaften. Die resultierende PZD2-Variante katalysiert die
Hydrolyse von p-Nitrophenolacetat 180-fach.[159]

3. Computerbasiertes „Inside-Out“-Design von Enzy-
men

In den letzten Jahren ist es mit zunehmender Verl�ss-
lichkeit mçglich geworden, Sequenzen und dreidimensionale
Strukturen miteinander zu verbinden. Beispielsweise war die
Entwicklung von Top7[131] ein Meilenstein im Bereich der
inversen Proteinfaltung.[160–163] Dessen Produktion zeigte, dass
es mçglich ist, Sequenzen zu konzeptioniert, die eine ge-
w�nschte dreidimensionale Struktur annehmen kçnnen.
W�hrend noch vieles in diesem Bereich zu tun ist, so stellt sich
mit der Entwicklung funktioneller Proteine die n�chste große
Herausforderung.

Die Forschungsgruppen von Baker und Houk begannen
dazu eine Reihe kooperativer Projekte, die zu der Entwick-
lung des „Inside-Out“-Protokolls f�hrten (Abbildung 2). Im
Kern des Protokolls steht ein theoretisches aktives Zentrum
(Theozym, Abbildung 2, oberes Feld), das die passenden ka-

Abbildung 2. Hauptschritte des computerbasierten „Inside-Out“-De-
signprotokolls (am Beispiel der Kemp-Eliminierung).
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talytischen Funktionsgruppen beinhaltet. Diese werden
anhand von QM-Rechnungen so gew�hlt und ausgerichtet,
dass der �bergangszustand maximal stabilisiert wird. Prote-
instrukturen aus der PDB (http://www.rcsb.org)[164] dienen als
Vorlagen, in welche die QM-Geometrien der �bergangszu-
st�nde eingebettet werden (RosettaMatch, Abbildung 2,
mittleres Feld). Aminos�uren, die sich in der direkten Um-
gebung des QM-Theozyms befinden, werden mutiert und
gepackt, sodass sie den geometrischen und elektrostatischen
Eigenschaften des �bergangszustandes komplement�r sind
(RosettaDesign, Abbildung 2, unteres Feld).

3.1. Theozyme

Der erste Schritt des Inside-Out-Designprotokolls besteht
aus QM-Rechnungen, anhand welcher dreidimensionale
Anordnungen von Funktionsgruppen generiert werden, die
den �bergangszustand der Zielreaktion stabilisieren.[165] Ein
solches Theozym (theoretisches Enzym) wird �blicherweise
aus Aminos�ureseitenketten und Proteinr�ckgrat-Amiden
zusammengestellt, aber auch nichtnat�rliche Aminos�uren
und Cofaktoren kçnnen eingebettet werden. Dies f�hrt im
Normalfall zur Konstruktion mehrerer Theozyme, die sich in
ihrer katalytischen Zusammensetzung voneinander unter-
scheiden. Die Energieprofile dieser theoretischen aktiven
Zentren werden dann quantenmechanisch berechnet und
anhand des daraus projizierten katalytischen Potentials be-
wertet. Die effektivsten Konstrukte werden anhand geome-
trischer Operationen (Spiegelung und Rotation) weiter di-
versifiziert, sodass f�r den n�chsten Schritt ein Ensemble
katalytisch kompetenter Theozym-Konformere zur Verf�-
gung steht.

3.2. Theozym-Einbettung

Die aktiven Zentren existierender Proteine kçnnen
anhand des RosettaMatch-Algorithmus[166] nach solchen
R�ckgratpositionen durchsucht werden, die mit den dreidi-
mensionalen Anforderungen eines Theozyms kompatibel
sind. Das Programm versucht, eine Funktionsgruppe nach der
anderen mit dem Proteinr�ckgrat zu verbinden, sodass zum
Schluss das gesamte Theozym-Konstrukt in das aktive Zen-
trum einer existierenden Proteinstruktur eingebaut wird.
Dazu werden Seitenkettenrotamere an denjenigen Positionen
innerhalb des aktiven Zentrums generiert, die f�r die Ver-
ankerung des Theozyms in Frage kommen. Abweichungen
von der idealen QM-Geometrie um auch nur einige Zehntel
Angstrom und einstellige Winkelgrade kçnnen dabei Einbu-
ßen von bis zu 5 kcalmol�1 bzw. vier Grçßenordnungen der
Reaktionsgeschwindigkeit (kcat) bewirken. Eine mçglichst
pr�zise Einbettung des Theozyms ist daher �ußerst anstre-
benswert, sodass im Idealfall dessen dreidimensionale
Struktur vollst�ndig erhalten bleibt. In der Praxis ist jedoch
ein solcher Idealfall noch nicht verwirklicht worden. Dies hat
mit der diskreten Natur des Proteinr�ckgrats, aber auch mit
der des prim�ren Abgleichungsalgorithmus zu tun, und ist
dar�ber hinaus durch den rechnerischen Aufwand limitiert,

der f�r ein vollst�ndiges Abdecken aller mçglichen Konfor-
mationen nçtig w�re. Das Einbetten des Theozyms wird dann
schnell zum Engpass des computerbasierten Designproto-
kolls, vor allem wenn mehr als drei katalytische Aminos�uren
vonnçten sind. Demzufolge f�hrt eine exakte Behandlung im
Normalfall zu keinem Ergebnis, sodass die Zuweisung von
Toleranzwerten f�r die Abst�nde und Winkel, die ein Theo-
zym beschreiben, erforderlich ist. Die eingebetteten Kon-
strukte entsprechen somit einer Anzahl deformierter Ver-
sionen der urspr�nglichen QM-Geometrie und werden im
n�chsten Schritt nach ihrer Theozym-�hnlichkeit bewertet.
EDGE (enzyme design geometry evaluation) ist ein Pro-
gramm, das eine geometrische Hash-Funktion verwendet, um
Theozym-Atome mit einer Zielstruktur zu vergleichen, und
wurde f�r diese Aufgabe entwickelt.

SABER (selection of active/binding sites for enzyme re-
design), ein Programm das im Houk-Labor entwickelt wurde,
stellt eine interessante Alternative zu RosettaMatch dar.
Anstelle des Einbettens von Theozym-Konstrukten durch-
sucht SABER die PDB-Datenbank nach Proteinen, die be-
reits die katalytischen Theozym-Aminos�uren in der ge-
w�nschten Anordnung bereitstellen – auch wenn diese im
urspr�nglichen Protein nicht die gew�nschte Funktion haben.
Im n�chsten Schritt werden nur diejenigen Aminos�uren
mutiert, die der korrekten Bindungsorientierung des ge-
w�nschten Substrats im Wege stehen. Im Vergleich zum
RosettaMatch-Ansatz ist hierbei im Allgemeinen eine ge-
ringere Anzahl von Mutationen nçtig.

3.3. Design des aktiven Zentrums

Nach Einf�gen des Theozyms in eine existierende Prote-
instruktur – ob durch RosettaMatch oder SABER – wird das
neue aktive Zentrum um die katalytischen Aminos�uren
herum aufgebaut. Die Identit�t und Position der nicht-kata-
lytischen Aminos�uren wird dabei anhand eines Monte-
Carlo-Algorithmus in RosettaDesign optimiert, sodass sta-
bilisierende Theozymkontakte und Eigenwechselwirkungen
entstehen. Der Ausbau des neuen aktiven Zentrums erfordert
mehrere Runden der Rotamersuche, Seitenketten- und
R�ckgratoptimierung sowie auch Starrkçrperbewegungen
des �bergangszustandes. Die Geometrie des Theozyms wird
w�hrend des gesamten Ablaufs konserviert und nur zum
Schluss gelockert.[167] Im Idealfall ergibt sich daraus ein akti-
ves Zentrum, das die Orientierung der katalytischen Ami-
nos�uren unterst�tzt, deren pKS-Werte abstimmt und den
�bergangszustand st�rker bindet als den Grundzustand. In
der Praxis jedoch ist jedes Theozym bereits nach dem Ein-
betten um ein nicht unerhebliches Maß von der idealen QM-
Geometrie deformiert. RosettaDesign hat dann die Aufgabe,
dieses subobtimale Konstrukt zu stabilisieren und – mit den
geometrischen Vorgaben von der Quantenmechanik – even-
tuell zu verbessern. Zum Schluss weichen jedoch auch die
besten Designs erheblich von der idealen Vorlage ab. Abbil-
dung 3 zeigt dies anhand von vier Designs f�r die Kemp-
Eliminuerung (KE), deren katalytische Atome mit denen des
Theozyms �berlagert sind. Die jeweiligen Seitenketten dieser
Designs sind zwar zusammen gruppiert (Abbildung 3a),
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zeigen jedoch bei weitem nicht die Pr�zision auf, die f�r na-
t�rlich vorkommende Enzyme innerhalb einer katalytischen
Klasse typisch ist (Abbildung 3b).[168]

3.4. Filtern, Ranking und Auswerten von computergenerierten
Designs

Bevor die experimentelle Aufarbeitung beginnt, wird die
katalytische Kompetenz der fertigen Designs rechnerisch
bewertet. Dazu werden empirische Faktoren herangezogen
wie etwa Rosetta-Energien, Bindungswerte, Wasserstoffbr�-
ckenbindungswerte, die Geometrie des aktiven Zentrums und
Packwerte. Diese Faktoren werden mit denen des nativen
Proteins verglichen, sodass ein gegebenes Design im unge-
f�hren Kontext betrachtet werden kann. Bisher hing die
Qualit�tskontrolle fertiger Designs stark von der chemischen
Intuition des Forschers ab, sodass eine humane Komponente
vor allem oft dann als ein kompensierendes Element zum
Einsatz kam, wenn Rosetta nicht gl�nzte. Beispielsweise sind
die aktiven Zentren nat�rlich vorkommender Enzyme in der
Regel durch Netzwerke von Wasserstoffbr�cken, hydropho-
bes Packen, p-p-Wechselwirkungen, eingeschr�nkte Bewe-
gungen und begrenzte Lçsungsmittelzug�nglichkeit gekenn-
zeichnet. Gegenw�rtig werden einige dieser Effekte bei den
Berechnungen implizit miteinbezogen (Rosetta ist ein teil-
weise wissensbasiertes Programm), sodass g�nstige Wechsel-
wirkungen automatisch gefçrdert und ung�nstige benachtei-
ligt werden. Das explizite Einf�gen positiver Wechselwir-

kungen kann als zweite Stufe betrachtet werden, f�r welche
wir erst jetzt mit der Aufstellung automatischer Vorgehens-
weisen beginnen. Werkzeuge wie Foldit, EDGE, interne
Skripte und gr�ndlichere computerbasierte Tests, die das
dynamische Verhalten der Designs proben, werden gegen-
w�rtig entwickelt und verfeinert, mit dem Ziel, die Erfolgs-
quote zu maximieren, vor allem wenn anspruchsvollere Re-
aktionen verfolgt werden sollen.

So kam in der Entwicklung der Kemp-Eliminasen und
Retro-Aldolasen die erste Version des RosettaMatch- und
RosettaDesign-Algorithmus zum Einsatz, wobei nur 87
handkurierte Proteinstrukturen als Vorlagen f�r die neuen
aktiven Zentren dienten. Dar�ber hinaus stand f�r das Ein-
betten der Theozyme lediglich ein diskreter Algorithmus zur
Verf�gung, und die Proteinr�ckgrate wurden als vollst�ndig
starr behandelt. Die Qualit�tskontrolle beruhte haupts�chlich
auf manueller Inspektion. Bei der Entwicklung der bimole-
kularen Diels-Alderasen kam eine leistungsf�higere Version
von Rosetta zum Einsatz. Es konnten nun 227 Proteinstruk-
turen als Vorlagen verwendet werden, wobei die fertigen
Designs – �ber manuelle Inspektionen hinaus – auch anhand
von MD-Simulationen untersucht wurden.

Mit der gegenw�rtigen Kollektion von Rosetta-Modulen
(Rosetta3) kçnnen Proteinstrukturen aus der gesamten PDB-
Datenbank als Vorlagen verwendet werden. Ein sekund�rer,
kontinuierlicher Einbettungsalgorithmus erg�nzt den prim�-
ren und verleiht dem Proteinr�ckgrat ein geringes Maß an
Plastizit�t, sodass eine gegebene Proteinstruktur sich dem
neuen aktiven Zentrum besser anpassen kann. MD-Simula-
tionen sind besonders hilfreich, wenn es darum geht, die
strukturelle Integrit�t eines fertigen Designs zu testen und
eventuelle M�ngel innerhalb des aktiven Zentrums aufzu-
sp�ren, die sich statischen Untersuchungen entziehen.[169]

Die Sequenz eines fertigen Designs unterscheidet sich oft
um 10 % oder mehr von der des Vorlagenproteins. Es kann
dabei davon ausgegangen werden, dass im neuen Protein die
Seitenkettenpackung und das Wasserstoffbr�ckennetzwerk
weniger ideal ausgepr�gt ist als im Vorlagenprotein. Das
schrittweise Optimieren und Neupacken der Seitenketten
und des R�ckgrats stellt w�hrend des Designschrittes sicher,
dass sich die fertige Struktur in einem Minimum seiner
Konformationslandschaft befindet. Die nicht unerheblichen
Perturbationen, die im Verlauf des Designvorgangs eingear-
beitet werden, kçnnen jedoch dazu f�hren, dass benachbarte
Minima thermodynamisch beg�nstigt werden. Der tats�chli-
che Konformationszustand des aktiven Zentrums kann sich
demnach erheblich von dem des computerbasierten Designs
unterscheiden. Ob und zu welchem Ausmaß dies geschieht,
kann anhand von MD-Simulationen getestet werden, sodass
entsprechende Auswertungen fertiger Designs mittlerweile
routinem�ßig durchgef�hrt werden, damit strukturelle und
funktionelle M�ngel identifiziert und beseitigt werden
kçnnen.

3.5. Experimente

Abgesehen von der Herkunft der Gene (chemische Syn-
these anstelle des Klonens) kommt die experimentelle Be-

Abbildung 3. Geometrische �berlagerung der katalytischen Atome.
a) Theozym (schwarz/orange) �ber vier fertiggestellte Designs in der
TIM-Barrel-Falte (hellgr�n). Katalytische Atome (Kugeln). RMSD-Werte
der KE-Designs mit einer His-Glu/Asp-Dyade im Vergleich zum Theo-
zym: 1.2 � f�r KE70 (aktiv), 0.8 � f�r KE38 (inaktiv), 0.8 � f�r KE54
(inaktiv), 0.5 � f�r KE66 (inaktiv). b) Katalytische Triade von Esterase-
Kristallstrukturen; RMSD =0.45 �.[168]
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wertung von computerbasierten Designs herkçmmlichen
Aktivit�tsmessungen nat�rlicher Enzyme gleich.

3.5.1. Synthese und Expression

Die optimierten genetischen Sequenzen wurden im Fall
der Retro-Aldolasen,[170] der Kemp-Eliminasen[170,171] und der
Diels-Alderasen[172] kommerziell synthetisiert, Codon-opti-
miert und in einen herkçmmlichen His-Tag-E.-coli-Expres-
sionsvektor kloniert. BL21(DE3)-Zellen aus E. coli wurden
daraufhin mit dem Plasmid transformiert und unter her-
kçmmlichen IPTG- oder Autoinduktionsbedingungen expri-
miert.[173] Lçsliche Proteine wurden daraufhin mittels kon-
ventioneller IMAC-Reinigung[174–176] und Gelfiltration erhal-
ten.

3.5.2. Enzymbestimmung

Aktive computerbasierte Enzyme katalysieren die Ziel-
reaktion anf�nglich meist nur geringf�gig, sodass deren De-
tektion oft von der Empfindlichkeit der Messmethode ab-
h�ngig ist. Die Wahl eines geeigneten Testsubstrats kann
dabei diesem Sachverhalt entgegenkommen. So wurden die
Kemp-Eliminasen von Rçthlisberger et al. und die Retro-
Aldolasen von Jiang et al. auf UV/Vis- bzw. Fluoreszenz-
aktive Substrate hin entwickelt, sodass die Produktbildung
�ber den Reaktionszeitraum hinweg relativ unkompliziert
verfolgt werden konnte. Die Diels-Alderasen von Siegel et al.
wurden hingegen auf eine Reaktion hin entwickelt, die
spektrophotometrisch inaktiv ist. Produktbildung wurde hier
anhand von LC/MS-Datenpunkten �ber Tage hinweg ge-
messen. Chirale LC/MS-Bestimmungen ermçglichten jedoch,
dass die entwickelten Enzyme auf ihre Stereoselektivit�t hin
untersucht werden konnten.

3.5.3. Gerichtete Evolution

Die typischerweise geringe Aktivit�t computerbasierter
Enzyme kann im Normalfall durch mehrere Runden sto-
chastischer Mutagenese und gezielter Diversifizierung weiter
verbessert werden. Rechnerische Analysen kçnnen ebenfalls
bei der Wahl der Mutationen (und Insertionen) der an-
schließenden Runden miteingebracht werden. Spezifische
Beispiele sind in Abschnitt 4.2.3 n�her beschrieben.

4. Computerbasiertes Design von Enzymen –
Erfolgsbeispiele

4.1. Retro-Aldolasen

Das „Inside-Out“-Enzymdesignprotokoll kam das erste
Mal bei der Entwicklung von Retro-Aldolasen zum Einsatz.
Deren aktive Zentren katalysieren den C-C-Bindungsbruch
in 4-Hydroxy-4-(6-methoxy-2-napthyl)-2-nutanon.[170] Der
Mechanismus beruht – �hnlich wie bei Klasse-1-Aldolasen –
auf einem nukleophilen Lysin, das mit dem Substrat eine
Schiff�sche Base als Intermediat bildet (Schema 8).[177]

Der Designprozess beruht auf vier verschiedenen Theo-
zymen (Abbildung 4). Diese enthalten sowohl ein Lysin als
Schiff�sche Base als auch einen S�ure/Base-Katalysator (I:
Lys/Asp-Dyade; II: Tyr; III: His/Asp-Dyade: IV: H2O) f�r
die Deprotonierung des b-Alkohols. Der Lys-Asp-Lys-ver-
mittelte Protonentransfer in Motiv I �hnelt dem aktiven
Zentrum von d-2-Deoxyribose-5-phosphat-Aldolase.[178]

Motive II, III und IV imitieren das aktive Zentrum von ka-
talytischen Antikçrpern, in welchen ein Lysin zur Reduktion
seines pKS-Wertes in eine hydrophobe Tasche eingebettet ist.

Die r�umlichen Anordnungen der vier Motive stammen
von QM-Theozym-Berechnungen, die f�r jeden Schritt ent-
lang des Reaktionspfades durchgef�hrt wurden. Die �ber-
gangszust�nde der einzelnen Schritte wurden daraufhin mit-
einander verbunden, sodass ein einzelnes Theozym entstand,

Schema 8. Schritte der Amin-katalysierten Retro-Aldolreaktion von
4-Hydroxy-4-(6-methoxy-2-naphthyl)-2-butanon.

Abbildung 4. Die Theozyme der computerbasierten Retro-Aldolasen.
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das die geometrischen und elektrostatischen Eigenschaften
des gesamten Reaktionspfades vereint. Die resultierenden
Konsensus-Theozyme wurden durch das Scannen interner
Freiheitsgrade sowie der Ausrichtungen und Konformationen
der katalytischen Aminos�uren diversifiziert, sodass 1013–1018

einzelne Anordnungen generiert wurden. Diese Theozym-
Motive wurden anhand der Hash-Funktion in Rosetta-
Match[166] in 71 Proteinvorlagen eingebettet, sodass rund
180 000 Lçsungen entstanden. Die aktiven Zentren wurden
mit RosettaDesign auf eine maximale Stabilisierung des
�bergangszustands und des katalytische Lysins hin ausge-
baut. 72 dieser Proteine wurden f�r die experimentelle Auf-
arbeitung und Charakterisierung ausgew�hlt. Die Kriterien
der Qualit�tskontrolle beruhten auf a) der berechneten Bin-
dungsenergie des �bergangszustands, b) der geometrischen
�bereinstimmung zwischen fertigem Design und Theozym,
c) der Seitenkettenpackung um das katalytische Lysin herum
und d) der Best�ndigkeit der Seitenkettenkonformationen.

70 der 72 Proteine waren lçslich, nachdem sie exprimiert
und gereinigt wurden, und beachtliche 32 zeigten messbare
Retro-Aldol-Aktivit�ten. Die Produktbildung wurde anhand
von Fluoreszenzmessungen verfolgt. Die aktiven Enzyme
erstrecken sich �ber f�nf verschiedene Proteinvorlagen
(1mw4, 1f5j, 1thf, 1i4n, 1a53) der Triosephosphat-Isomerase-
(TIM)-Barrel und der Jelly-Roll-Falte und beruhen auf den
Theozym-Motiven III und IV. Die relativ offenen aktiven
Zentren der Jelly-Roll-Designs sind durch eine einfache li-
neare Kinetik charakterisiert, w�hrend f�r die eingeschlos-
seneren TIM-Barrel-Designs ein komplexeres kinetisches
Profil gemessen wurde. Dies kann auf einen eingeschr�nkten
Substratzugang und/oder auf Produktinhibition hinweisen.
Die Kristallstrukturen zweier Varianten (RA22_ S210A und
RA61_ M48K) wurden mit einer jeweiligen Auflçsung von 2.2
und 1.9 � bestimmt und decken sich mit den computergene-
rierten Modellen.[170] kcat/kuncat-Werte reichen zwar bis 104,
liegen aber um zwei bis drei Grçßenordnungen unter denen
katalytischer Antikçrper.[60,61] Die katalytische Effizienz (kcat/
KM) der computerbasierten Retro-Aldolasen reicht von 0.02
bis 0.74m�1 s�1 und ist ebenfalls relativ bescheiden, vor allem
im Vergleich zu nat�rlichen Enzymen.

Ruscio et al. untersuchten den Einfluss struktureller
Fluktuationen auf die Pr�organisation des aktiven Zentrums
in RA22[179] und beobachteten, dass das Substrat in einer al-
ternativen Orientierung gebunden werden kann. Die Autoren
fanden weiterhin, dass die His233-Asp53-Dyade aufgrund der
Solvatisierung des Aspartats unterbrochen ist, was wiederum
Konsequenzen f�r die Wechselwirkung zwischen Substrat und
His233 hat. Die relativ geringe Aktivit�t von RA22 wurde
dieser dynamischen Verzerrung des Deprotonierungsschrittes
zugeschrieben.

Lasilla et al. zeigten j�ngst, dass die designierten Was-
serkontakte mit Tyr78 und Ser87 in der Retro-Aldolase RA61
keinen Beitrag zur Katalyse leisten.[180] Die Autoren schrie-
ben die Aktivit�t dieses Designs stattdessen sowohl dem stark
nukleophilen Charakter des katalytischen Lysins (pKS = 6.8–
7.5) als auch den g�nstigen Bindungswechselwirkungen zwi-
schen der Naphthylgruppe des Substrats und dem hydro-
phoben aktiven Zentrum zu.

4.2.Kemp-Eliminasen
4.2.1. Computerbasiertes Design

Die Kemp-Eliminierung (Abbildung 5a) ist eine ausgie-
big untersuchte Ringçffnungsreaktion, die durch Deproto-

nierung des Substrats eingeleitet wird. Obwohl es zu der
Reaktion kein nat�rliches Gegenst�ck gibt, so dient sie den-
noch als weitl�ufiges Modell f�r die biochemisch relevante
Deprotonierung von Kohlenstoffatomen. Die Reaktion ist in
der Vergangenheit zu einem attraktives Ziel in der Entwick-
lung von S�ure/Base-Katalysatoren geworden, mit Beispie-
len, die von katalytischen Antikçrpern[51] bis zu „Synzymen“
reichen.[181] DeGrado und Mitarbeiter gelang es j�ngst, durch
einen minimalistischen Designansatz Calmodulin in eine
Ca2+-abh�ngige Kemp-Eliminase umzuwandeln.[182]

Die Reaktionsgeschwindigkeit der Kemp-Eliminierung
ist stark lçsungsmittelabh�ngig – vor allem wenn die kataly-
tische Base ein Carboxylat ist –, sodass mit Acetat alleine (in
einem polaren, unprotischen Lçsungsmittel wie Acetonitril)
Geschwindigkeitserhçhungen von bis zu 107 erreicht werden
kçnnen.[183] Eine zus�tzliche Beschleunigung von bis zu 106

kann durch das pr�zise Positionieren von Donor und Ak-
zeptor erzielt werden[53, 183, 184] sodass die Kemp-Eliminierung
ein theoretisches Limit von 1013 hat.

Rçthlisberger et al. entwickelten anhand des „Inside-
Out“-Protokolls das erste aktive Zentrum f�r eine nichtna-
t�rliche Reaktion und stellten acht aktive Enzyme f�r die
Ringçffnungsreaktion von 5-Nitrobenzisoxazol (5-NBZ)
her.[171] Das Protokoll verwendete zwei Theozyme (Abbil-
dung 5b) und erzielte Geschwindigkeitserhçhungen von bis
zu 105. Die Kristallstruktur des aktiven KE07-Designs (kcat/
KM = 12.2m�1 s�1) ist in guter �bereinstimmung mit dem
Computermodell.

Die kinetischen Kennzahlen dieser acht Kemp-Elimina-
sen sind vergleichbar mit denen von katalytischen Antikçr-
pern. Die acht Geschwindigkeitserhçhungen (kcat/kuncat) rei-
chen von 103 bis 105, wobei die beiden katalytischen Anti-

Abbildung 5. Die Kemp-Eliminierung. a) Reaktionsschema f�r 5-Nitro-
benzisoxazol. b) Die zwei verwendeten Theozyme.
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kçrper 34E4 und 35F10 ein kcat/kuncat von 104 aufweisen.[51] Die
beiden Antikçrper (KM von 0.6 bis 0.1 mm) �bertreffen die
Computerdesigns jedoch 10-fach in ihrer F�higkeit, das Sub-
strat zu binden (KM von 4.2 bis 0.6 mm). Die kinetischen
Charaktere dreier „Inside-Out“-Eliminasen wurden durch
gerichtete Evolutionsexperimente weiter verbessert. kcat/KM

des KE07-Designs konnte um einen Faktor 200 erhçht
werden,[185] das von KE70 �ber 400-fach,[186] und im Falle des
KE59-Designs konnte f�r kcat/KM eine �ber 2000-fache Ver-
besserung erreicht werden.[187] Dabei wird deutlich, dass
computerbasiertes Design und gerichtete Evolutionstechni-
ken Hand in Hand effektiv eingesetzt werden kçnnen, um
substantielle katalytische Werte zu erzeugen.

4.2.2. Computerbasierte Untersuchungen von de novo entworfe-
nen Kemp-Eliminasen

4.2.2.1. PDDG/PM3 Monte Carlo

Alexandrova et al. analysierten vier der acht aktiven
Rçthlisbergerschen Kemp-Eliminasen, KE07 (258 Amino-
s�uren), KE10 (253), KE15 (258) und KE16 (258), durch
Berechnung der Reaktionskoordinaten mit einem semiem-
pirischen PDDG/PM3-QM/MM-Monte-Carlo-Ansatz.[188]

Die rechnerische Zusammenstellung der Systeme bestand aus
200 Aminos�uren großen Ausschnitten der vier Proteine. Der
semiempirische QM-Bereich setzte sich aus dem 5-NBZ-
Substrat und der katalytischen Base (Glu/Asp) zusammen.
Wassermolek�le waren nicht Teil des PM3-Bereichs. Seiten-
kettenkonformationen wurden abgetastet, das Proteinr�ck-
grat wurde jedoch als starr behandelt. Der Versuch, eine
Korrelation zwischen den berechneten und experimentell
gemessenen Aktivierungsenergien aufzustellen und dadurch
die Ursache hinter den beobachteten Aktivit�ten zu unter-
suchen, war nur begrenzt erfolgreich. Die berechneten Werte
weisen große absolute Ungenauigkeiten auf, und sogar der
relative Trend ist dem der experimentell gemessenen Werte
entgegengesetzt. Es sollte dabei jedoch bemerkt werden, dass
die Aktivit�ten dieser vier Kemp-Eliminasen sich lediglich
�ber einen DG�-Bereich von 0.9 kcalmol�1 erstrecken – zu
eng f�r aussagekr�ftige Untersuchungen mit den meisten
modernen QM-Methoden.

4.2.2.2. Quantenmechanische DFT-Rechnungen

Sechs aktive und vier inaktive Kemp-Eliminasen, mit
DG�-Werten zwischen 18.3 und 20.6 kcal mol�1 (aktiv), aber
auch mit DG�� 23.2 kcal mol�1 (inaktiv) wurden mit DFT-
Methoden untersucht.[169] Drei Ans�tze wurden auf ihre An-
wendbarkeit hin zur Auswertung von De-novo-Designs ge-
testet. Diese erstreckten sich von einer minimalistischen
Repr�sentation der katalytischen Einheit (Abbildung 6,
rechts oben) zu QM am ganzen aktiven Zentrum bis zu QM/
MM-Rechnungen am kompletten Protein (Abbildung 6,
links) – nach kurzen MD-Simulationen –, wobei das aktive
Zentrum und einzelne Wassermolek�le mit QM behandelt
wurde (Abbildung 6, rechts unten).

Qualitativ betrachtet, rekapituliert der MD-QM/MM-
Ansatz die experimentell bestimmten katalytischen Reakti-
onsgeschwindigkeiten am besten; die berechneten Aktivie-

rungsenergien der inaktiven Proteine sind bedeutend hçher
als die der aktiven Proteine. Abgesehen davon jedoch zeigt
der Ansatz nur eine schwache Korrelation (R2 = 0.58) mit den
experimentell bestimmten Energien, was darauf hindeutet,
dass auch diesem Ansatz einige nicht unbedeutende kataly-
tische Beitr�ge entgehen. Eine Lehre aus diesem und vor-
angehenden Unterfangen ist, dass bei Berechnungen von
basenkatalysierten Reaktionen – wie der Kemp-Eliminierung
– der Miteinbezug von polaren Gruppen und Wassermole-
k�len als Teil des QM-Bereichs unumg�nglich ist.

4.2.2.3. Empirische Valenzbindungs(EVB)-Rechnungen

Warshel und Mitarbeiter untersuchten in zwei Instanzen
f�nf aktive de novo entworfene Kemp-Eliminasen, KE07,[189]

KE70, KE59, HG-2 und 1A53-2,[190] mit einer doppelschich-
tigen EVB-Methode, wof�r Gibbs-Energie-Perturbations-
rechnungen mit Umbrella-Sampling gekoppelt wurden (FEP/
US). Die EVB-Konfiguration wurde f�r eine mçglichst
genaue Reproduktion von Ab-initio-Rechnungen der Reak-
tionsfl�che innerhalb eines Lçsungsmittelk�figs kalibriert
und daraufhin zur Berechnung von Aktivierungsenergien
(DG�) benutzt. F�r einige der Kemp-Eliminasen stimmen
diese mit experimentell hergeleiteten Werten außergewçhn-
lich gut �berein, f�r andere jedoch (z. B. KE59, HG-2) sind
die Abweichungen erheblich (Tabelle 1).

Abbildung 6. Ans�tze zur Untersuchung von de novo entworfenen
Kemp-Eliminasen. Rechts oben: QM an der katalytischen Einheit,
wobei die R�ckgratatome (eingekreist) festgehalten wurden. Links:
ONIOM-QM/MM nach 2 ns MD am gesamten Enzym, wobei das
aktive Zentrum mit QM behandelt wurde (rechts unten). Modifizierter
Nachdruck von Kiss et al.[169]

Tabelle 1: Mit EVB berechnete Gibbs-Aktivierungsenergien f�r compu-
terbasierte Kemp-Eliminasen.[189, 190]

System PDB-Eintrag Base DG�
exp

[a] DG�
EVB

[a]

HG-2 (S265T) NA Asp127 17.7 18.2
34E4-Antikçrper 1vol GluH50 17.9 17.3
KE59 NA Glu231 18.3[b] 31.7
HG-2 3nyd Asp127 18.5[c] 24.3
KE70 3npu His16-Asp44 18.5 19.3
1A53-2 3nyz Glu178 20.0 20.7
KE07 2rkx Glu231 20.1 19.5

[a] In kcalmol�1. [b] Berechnet mit kcat = 0.29 s�1.[171] [c] Berechnet mit
einem extrapolierten kcat = 0.22 s�1.[191]
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4.2.2.4. MD-Simulationen und die Dynamik neuer aktiver
Zentren

MD-Simulationen an 23 Kemp-Eliminasen (14 aktiv, 9
inaktiv) waren, wenngleich von eher qualitativer Natur, auf-
schlussreicher als vorangehende Untersuchungen. Die Aus-
wertung der Simulationen zeigte, dass die aktiven Zentren
der fehlgeschlagenen computerbasierten Designs nicht dazu
in der Lage sind, katalytisch essenzielle Kontakte aufrecht-
zuerhalten.[169] Abbildung 7c verdeutlicht dies am Beispiel
des inaktiven KE38. Verglichen mit dem katalytischen His-
Asn-Kontakt im aktiven Zentrum des nat�rlich vorkom-
menden Cathepsin K (Abbildung 7a) und der katalytischen
His-Asp-Dyade des aktiven KE70-Designs (Abbildung 7b)
zeigt die KE38-Simulation keine nennenswerte Population, in
welcher die His-Glu-Dyade intakt ist. Histidin alleine ist ohne
diesen Kontakt eine zu schwache Base, als dass ein katalyti-
scher Effekt zu erwarten w�re.

In den untersuchten Systemen konnte der Zerfall der
eingebauten katalytischen Kontakte einer Kombination
zweier Gr�nde zugeschrieben werden: exzessive Lçsungs-
mittelzug�nglichkeit und alternativ gepackte Seitenketten,
wobei beide Ereignisse ihr eigenes Verteilungsmuster haben.
Die Beobachtungen sind von allgemeiner Bedeutung f�r das
Konzeptionieren neuer Enzyme, aber umso mehr, wenn eine
Carboxylat-Base als zentrales katalytisches Element fungie-
ren soll. Polare, protische Lçsungsmittel, die in direkten
Kontakt mit den Carboxylat-Sauerstoffatomen treten,
kçnnen deren Basizit�t erheblich reduzieren (bis zu sechs
Grçßenordnungen, was kcat betrifft). Abbildung 8a zeigt
diesen Trend f�r einen Querschnitt der untersuchten Systeme.
Die aktiven Zentren funktionst�chtiger Kemp-Eliminasen
sind im Durchschnitt weniger stark hydriert als die der in-
aktiven (Abbildung 8b). Jedoch stehen selbst die aktivsten
dieser computerbasierten Designs nat�rlichen Enzymen, wie
etwa Cathepsin K, auch in dieser Hinsicht nach.

Aktive De-novo-Enzyme kçnnen also qualitativ von in-
aktiven Proteinen unterschieden werden, wenn, wie am Bei-
spiel der Kemp-Eliminasen, ein multidimensionales Problem
in ein vereinfachtes zweidimensionales Modell reduziert
werden kann (Abbildung 9).

Aus dieser Studie geht somit hervor, dass die dynamische
Erkundung eines Protein-Substrat-Komplexes in Gegenwart
expliziter Lçsungsmittelmolek�le (wenn gekoppelt mit der
Abfrage intuitionsbasierter Grçßen) eine F�lle aussagekr�f-
tiger Daten hervorbringen kann, die es ermçglichen, Zu-
sammenh�nge zwischen experimentellen Beobachtungen
herzuleiten. Auf dieser Basis ist es zu einer n�tzlichen Praxis
geworden, MD-basierte Untersuchungen mit der Herstellung
und Verbesserung neuer Enzyme sowie der Interpretation
gerichteter Evolutionsversuche zu kombinieren.

4.2.3. Gerichtete Evolution der Kemp-Eliminasen KE07, KE70 und
KE59

Tawfik und Mitarbeiter vereinten gerichtete Evolutions-
methoden mit rationalem Design und waren in der Lage, die
katalytischen Aktivit�ten dreier Kemp-Eliminasen zu ver-
bessern.

4.2.3.1. KE07

Sieben Runden der stochastischen Mutagenese und Se-
lektion f�hrten zu einer 200-fachen Zunahme des kcat/KM-
Wertes im Vergleich zum dem des computerbasierten
„Wildtyp“-KE07-Designs.[185] Der Aktivit�tsanstieg setzte
sich aus einem 2.6-fach verminderten KM und einem 76-fach
erhçhten kcat zusammen, was zum Großteil der Ile7Asp-Mu-
tation nahe dem aktiven Zentrum zuzuschreiben ist. Asp7

Abbildung 7. Streudiagramm der katalytischen Kontakte, wobei Winkel
(q) gegen Distanzen (d) aufgetragen sind. a) His-Asn-Kontakt der kata-
lytischen Triade im nat�rlichen Enzym Cathepsin K; b) His-Asp-Kontakt
des aktiven KE70-Designs; c) His-Glu-Dyade des inaktiven KE38-De-
signs. Aufgetragen sind jeweils 100000 Datenpunkte von 20 ns MD-
Simulationen. Drei Wasserstoffbr�ckenkategorien[192] sind als Umrisse
dargestellt. Die Komponenten der jeweiligen Verteilungen sind als Ach-
senprojektionen dargestellt. Die Entwicklung der jeweiligen Kontakte
als Teil des Designprotokolls (von Theozym zu fertigem Design und
MD-Startgeometrie) ist anhand von Kreisen aufgetragen. Modifizierter
Nachdruck von Kiss et al.[169]
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schw�cht die partielle Salzbr�cke zwischen dem katalytischen
Glu101 und Lys222 (Abbildung 10a) in doppelter Hinsicht:
Das Aspartat konkurriert mit Glu101 um das positiv geladene
Lys222 und rekrutiert dar�ber hinaus weitere Wassermole-
k�le (Abbildung 10 b), sodass die katalytische Wirkung des
Glu101 nicht weiter von der Salzbr�cke mit Lys222 ge-
schw�cht wird.[169,185]

4.2.3.2. KE70

Eine Kombination von computerbasierter Sequenzopti-
mierung und neun Runden der gerichteten Evolution ergab
einen > 400-fachen Anstieg des kcat/KM-Wertes durch eine bis
zu 12-fache Verringerung von KM und eine 53-fache Erhç-
hung von kcat.

[186] Der Aktivit�tsanstieg wurde einer ver-
st�rkten Substratbindung, einer besser abgestimmten Elek-
trostatik (Abbildung 11 a,b) und einer stabilisierten katalyti-

Abbildung 8. Verteilung der Wasserkoordinationszahlen in MD-Simula-
tionen (d<3.2 � von den catalytischen Carboxylat-Sauerstoffatomen).
a) Asn182 im nat�rlichen Enzym Cathepsin K (kcat =4.2 s�1), GluH50 im
katalytischen Antikçrper 34E4 (kcat = 0.7 s�1), Asp44 im aktiven KE70-
Design (kcat = 0.2 s�1) und Glu170 im inaktiven KE38-Design. Nach-
druck von Kiss et al.[169] b) Maxima dieser Verteiungen f�r die 23 unter-
suchten Kemp-Eliminasen, einschließlich des katalytischen Antikçrpers
34E4 und des nat�rlichen Enzyms Cathepsin K.

Abbildung 9. Streudiagramm der katalytischen Kontakte, wobei Winkel
(q) gegen Distanzen (d) aufgetragen sind. Der Datensatz besteht aus
23 Kemp-Eliminasen und Cathepsin K. Die Datenpunkte entsprechen
den Maxima der jeweiligen Winkel-Distanz-Verteilungen. Die zwei
falsch-negativen Datenpunkte gehçren zu zwei der drei Kemp-Elimina-
sen mit der geringsten Aktivit�t. Die gestrichelte Linie markiert den
Umriss der schwachen Wasserstoffbr�ckenkategorie.[192] Atompaare
mit einem Verteilungsmaximum �ber diesen Bereich hinaus werden
als ungebunden betrachtet. Nachdruck von Kiss et al.[169]

Abbildung 10. a) Das aktive Zentrum des computerbasierten „Wild-
typ“-KE07-Designs. Wassermolek�le dringen von rechts ein und koor-
dinieren die Glu-Lys-Salzbr�cke. b) Die Ile7Asp-Mutation erhçht die
durchschnittliche Wasserkoordinationszahl des Glu101 von 2 im
„Wildtyp“-KE07-Design auf 4 (hier am Beispiel der 7.-Runde-Variante).
Nachdruck von Kiss et al.[169]

Abbildung 11. a) Kristallstruktur des „Wildtyp“-KE70-Designs. b) Kris-
tallstruktur der 6.-Runde-Variante R6 6/10A. Gly101Ser stabilisiert
Arg69 in einer alternativen Ausrichtung, die nicht mit der His17-
Asp45-Dyade interferiert. c) Fluktuationsprofile von MD-Simulationen.
Die Aminos�uren des aktiven Zentrums (weiße Kreise) und die kataly-
tische Dyade (gr�ne Sterne) sind gekennzeichnet. Signalspitzen zeigen
Regionen mit erhçhter Flexibilit�t. d) Das Quadrat der Abweichung
von der idealen Wasserstoffbr�ckendistanz (1.8 � f�r diesen Kontakt)
ist gegen �ln(kcat) aufgetragen. Modifizierter Nachdruck von Kherson-
sky et al.[186]

.Angewandte
Aufs�tze

K. N. Houk et al.

5826 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 5810 – 5836

http://www.angewandte.de


schen Dyade (Abbildung 11 c,d) zugeschrieben. Neun
Runden der gerichteten Evolution f�hrten zu einer redu-
zierten Flexibilit�t der „D-Schleife“ (Abbildung 11c) zwi-
schen His17 und Asp45, sodass die katalytische Wasserstoff-
br�cke dieser beiden Aminos�uren verst�rkt wurde (Abbil-
dung 11d).

Das aktive Zentrum in KE70 basiert auf Theozym II in
Abbildung 5b. Das Wechselwirkungspotential des His17-
Asp45-Kontaktes kann nahe dem Potentialminimum (mit
Distanz r0) als ann�hernd harmonisch beschrieben werden.
Abweichungen von r0 bewirken ein Abschw�chen der
Wechselwirkung, was proportional zu (Dr)2 ist. Unter der
Annahme eines einfachen �bergangszustandsmodells kann
dann anhand der Eyring-Theorie davon ausgegangen werden,
dass ln(kcat) proportional zur Aktivierungsenergie (DG�) ist.
Ein lineares Verh�ltnis zwischen (Dr)2 und ln(kcat) (Abbil-
dung 11d) deutet dann darauf hin, dass der Anstieg des kcat-
Wertes im Zuge der gerichteten Evolution zum Großteil auf
eine Verbesserung des His17-Asp45-Kontakts zur�ckzuf�h-
ren ist.

Im Gegensatz zur gerichteten Evolution von KE07, wo
positive Mutationen nur in der zweiten und dritten Schale um
das aktive Zentrum herum gefunden wurden, konnten diese
im Fall der KE70-Optimierung auf die erste Schale erweitert
werden.

4.2.3.3. KE59

Die funktionellen Mutationen, die f�r die relativ hohe
Anfangsaktivit�t dieser Kemp-Eliminase verantwortlich sind,
bewirkten ebenfalls, dass KE59 zu einem der thermisch in-
stabilsten „Inside-Out“-Enzyme wurde. Im Gegensatz zu
KE07 und KE70 war es hier nçtig, zun�chst stabilisierende
Konsensusmutationen einzuarbeiten. Die resultierenden Va-
rianten wurde daraufhin 16 Runden der gerichteten Evolu-
tion unterworfen, was zu einem > 2000-fachen Anstieg des
kcat/KM-Wertes f�hrte – haupts�chlich aufgrund einer sub-
stantiellen Erhçhung des kcat.

[187] Die kompetenteste Variante
zeigte einen KM-Wert von 37 mm, einen kcat/KM-Wert von 0.6 �
106 s�1

m
�1 und einen kcat/kuncat von ca. 107 – kinetische Grçßen,

die denen nat�rlicher Enzyme sehr nahekommen.
KE59 ist dar�ber hinaus die einzige de novo entwickelte

Kemp-Eliminase, die außer 5-NBZ eine Reihe unterschied-
licher Benzisoxazol-Substrate umsetzen kann. Der grçßte
Aktivit�tsanstieg wurde f�r 5,7-Dichlorbenzisoxazol (ein
weniger aktiviertes Substrat als 5-NBZ) gemessen. Die dras-
tische Erhçhung der kcat-Werte wurde haupts�chlich einer
Verst�rkung der katalytischen Base zugeschrieben, da fort-
geschrittene Varianten besser in der Lage zu sein scheinen,
Wassermolek�le aus dem aktiven Zentrum auszuschließen
(Abbildung 12 a). Substituenten an Position 5 und 7 des
Benzisoxazol-Substrats sind dazu am besten geeignet (Ab-
bildung 12 b). Das katalytische Glu230 kann – durch solche
Wasserkontakte induziert – eine alternative, katalytisch su-
bobtimale Konformation annehmen (Abbildung 12 c).

4.3. Diels-Alderasen

Siegel et al. beschrieben das Design und die experimen-
telle Charakterisierung von De-novo-Enzymen f�r die Kata-
lyse einer bimolekularen Diels-Alder-Reaktion (Abbil-
dung 13a), die ein hohes Maß an Stereoselektivit�t und
Substratspezifizit�t aufwies (Abbildung 13 b).[172] Bisher sind
keine nat�rlichen Enzyme mit einer �hnlichen katalytische
Funktion bekannt. Das Theozym-Motiv war vom aktiven
Zentrum eines katalytischen Antikçrpers inspiriert, in wel-
chem die katalytische Einheit aus einem Asp, Asn und Tyr
besteht.[44, 46] Das Theozym-Motiv der computerbasierten
Diels-Alderasen setzt sich aus einer Gln- und zwei Tyr-Ami-
nos�uren zusammen, die f�r die bevorzugte Stabilisierung des
3R,4S-endo-�bergangszustands positioniert wurden. Das
Unterfangen ergab zwei aktive Proteine: DA20, das in eine b-
Propellerstruktur eingebaut wurde, und DA42 in einer KSI-
Struktur (Abbildung 14).

Computerbasierte Untersuchungen (QM und MD) halfen
bei der Erkl�rung der experimentellen Beobachtungen und
waren richtungsgebend bei der Wahl aktivit�tssteigernder
Mutationen. Ein Beispiel, das dabei heraussteht, ist die Ent-
wicklung der DA_20_10-Variante aus DA_20_00. MD-Simu-
lationen an DA_20_00 (kcat = 0.1 h�1) zeigten, dass das kata-
lytische Tyr121 eine unproduktive Ausrichtung einnehmen
kann, in welcher es das Peptidcarbonyl der Position 271
kontaktiert (Abbildung 15, rot). Ein erhçhter sterischer An-
spruch an der benachbarten Position 272 kann dem entge-
genwirken (Abbildung 15 a, blau), sodass die OH-Gruppe des
Tyr121 nun dauerhaft in einer katalytisch kompetenten Ori-
entierung zu finden ist, in welcher das Dien-Substrat ent-
sprechend gebunden werden kann. Abbildung 15b gibt

Abbildung 12. Wassermolek�le innerhalb eines 3.2 � Radius um die
Glu230-Carboxylat-Sauerstoffatome. a) Aufgetragen f�r alle KE59-Vari-
anten mit kcat-Werten f�r 5-Nitrobenzisoxazol und b) f�r alle Benzisoxa-
zol-Substrate, f�r die, in Kombination mit der R13-Variante, ein kcat ge-
messen werden konnte. Die Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung + /� der MD-basierten Verteilungen. c) Die in den MD-
Simulationen vorherrschende Ausrichtung des katalytischen Glu230
am Beispiel der Variante R13 3/11H mit 5-Nitro-6-chlorbenzisoxazol
(in Blau mit dem Substrat in Orange) im Vergleich zu der Ausrichtung,
die in der Kristallstruktur beobachtet wurde (in Gr�n). Modifizierter
Nachdruck von Khersonsky et al.[187]
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diesen Sachverhalt im Vergleich zur QM-Theozymgeometrie
wieder. DA_20_10 wurde mit einer Geschwindigkeitskon-
stante (kcat) von 2.1 h�1 charakterisiert.

Die Kristallstruktur deckt sich mit dem Computer-ba-
sierten Modell und die katalytische Effizienz dieser Diels–
Alderasen ist vergleichbar mit der von katalytischen Anti-
kçrpern. Dabei gl�nzen die de novo Designs mit Hinblick auf
die erreichte Geschwindigkeitserhçhung, stehen den Anti-

kçrpern jedoch in Sachen Bindungsvermçgen der Substrate
nach.

4.4. Iterativer Ansatz zum „Inside-Out“-Enzymdesign

Die Arbeitsgruppen von Houk und Mayo erkundeten
zusammen eine iterative Variante[191] zum „Inside-Out“-De-
signansatz nach Baker/Houk.[171] Anstelle der Expression und
Charakterisierung einer Vielzahl von Proteinen lag der Fokus
hier auf einem einzelnen computerbasierten Design (mit dem
Vorlagenprotein 1gor;[193] Abbildung 16a). Wie auch bei den
Rçthlisbergerschen Kemp-Eliminasen, wurde hier ein neues
aktives Zentrum aufgebaut, das den �bergangszustand der
Kemp-Eliminierung mit 5-NBZ (Abbildung 5a) stabilisiert.
Theozym I (Abbildung 5b) diente dabei als Vorlage und
Phoenix[194] fungierte als das Designprogram f�r den Zu-
sammenbau des aktiven Zentrums in silico. Das hierbei ver-
wendete Designprotokoll ist dem der Rçthlisberger-Studie
sehr �hnlich. Dessen Funktionst�chtigkeit wurde anhand
zweier Vorlagenproteine getestet, die zuvor f�r das Design
der Rçthlisberger-Eliminasen verwendet wurden. Auf das
1gor-Vorlagenprotein angewendet, war es jedoch nicht mçg-
lich, eine aktive Kemp-Eliminase zu produzieren. HG-
1 (Abbildung 16 b), das inaktive De-novo-Protein, dass dabei
herauskam, unterscheidet sich vom Vorlagenprotein um
sieben Mutationen und ist unter den Bedingungen der Akti-
vit�tsmessung stabil. Strukturelle und dynamische Untersu-
chungen zeigten jedoch einige Problemregionen auf. Das in-
h�rent bewegliche aktive Zentrum des Vorlagenproteins 1gor
konnte nicht angemessen stabilisiert werden, um die Theo-
zymgeometrie in HG-1 zu unterst�tzen (vergleiche Abbil-
dung 18a,b). Zus�tzlich dazu stellte sich heraus, dass eine
erhebliche Anzahl von Wassermolek�len das aktive Zentrum
fluten kçnnen, was sowohl die Substratbindungsst�rke als
auch die Basizit�t des Glu237 beeintr�chtigt (Abbil-
dung 18c). Bem�hungen, die darauf hinausgingen, den hy-
drophoben Charakter des aktiven Zentrums in HG-1 zu er-
hçhen, waren erfolglos, sodass eine invasivere Strategie ver-
folgt wurde. Anstelle sich von 1gor abzuwenden und die
RCSB nach einem Vorlagenprotein zu durchsuchen, das zur

Abbildung 13. Diels-Alder-Reaktion von 4-Carboxybenzyl-trans-1,3-buta-
dien-1-carbamat und N,N-Dimethylacrylamid (a), wobei nur das 3R,4S-
endo-Produkt entsteht (b). Teil (b) Nachdruck von Siegel et al.[172]

Abbildung 14. Computerbasierte Diels-Alderasen. a) DA_20_10.
b) DA_42_04. Gln, Tyr und Substrat im aktiven Zentrum sind in Rot
gekennzeichnet. c) Das aktive Zentrum von DA 20_00 und
d) DA_20_10. Die jeweiligen Mutationen sind in Rot und Orange her-
vorgehoben. Teile (b) und (c) sind Nachdrucke von Siegel et al.[172]

Abbildung 15. a) DA_20_00 zeigt eine geringe Streuung um 2 � (Kon-
takt zwischen Tyr121 und dem Carbonyl an Position 271), w�hrend
DA_20_10 eine breite Verteilung um 5 � aufzeigt (kein Kontakt).
b) �berlagerung des QM-�bergangszustands (orange) mit �quilibrier-
ten MD-Geometrien von DA_20_00 (rot) und DA_20_10 (blau). Nach-
druck von Siegel et al.[172]
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Einbettung von Theozym I eventuell besser geeignet ist,
wurden die Designbem�hungen auf eine bereits vorhandene
kleine 	ffnung im Inneren des Proteins verlagert (sichtbar in
der unteren Mitte in Abbildung 16 a,b).

Das daraus resultierende HG-2-Design unterscheidet sich
vom 1gor-Vorlagenprotein um 12 Mutationen und macht sich
Asp127 als katalytische Base zunutze (Abbildung 16c). Das
native katalytische Zentrum wurde um 7 � vertieft und zum
Eingang hin verengt, sodass zum Schluss ein komplett neues

aktives Zentrum innerhalb des b-Barrels entstand (Abbil-
dung 17).

MD-Simulationen zeigten, dass die Problemregionen von
HG-1 durch den Umbau beseitigt werden konnten und dass
HG-2 in der Lage zu sein scheint die Theozymgeometrie zu
unterst�tzen, den �bergangszustand zu binden (Abbil-
dung 18d) und den Zufluss von Lçsungsmittelmolek�len zu
limitieren. HG-2 wurde daraufhin exprimiert, und die kine-
tische Charakterisierung ergab einen kcat/KM-Wert von
123.2m�1 s�1, was vergleichbar zu dem der aktivsten Rçthlis-
berger-Eliminase ist (KE59, mit kcat/KM = 163m�1 s�1).

Die Kristallstruktur (AUflçsung 1.2 �) wurde in der
Gegenwart eines cokristallisierten �bergangszustandsanalo-
gons (TSA, transition state analogue) gelçst und zeigt das

Abbildung 16. Variation des aktiven Zentrums. a) Unmodifiziertes
1gor-Vorlagenprotein, b) HG-1-Design und c) HG-2-Design. Substrat in
Orange. Nachdruck von Privett und Kiss et al.[191]

Abbildung 17. Aktives Zentrum, verschoben um 7 �. a) HG-1. b) HG-2.
Ausschnitt mit den Aminos�uren des aktiven Zentrums in Rot und
dem Substrat in Orange.

Abbildung 18. Dynamischer Charakter von HG-1 (a) und HG-2 (b).
�quidistante Momentaufnahmen von MD-Trajektorien. Die Beweglich-
keit des R�ckgrats (blau) ist bei beiden Designs vergleichbar, wogegen
sich die aktiven Zentren (rot) drastisch unterscheiden. c) und d)
zeigen Streudiagramme der katalytischen Kontakte, wobei in c) das
Substratsbindungsproblem von HG-1 deutlich wird. Modifizierter
Nachdruck von Privett und Kiss et al.[191]
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TSA in zwei unterschiedlichen, jedoch katalytisch kompe-
tenten Orientierungen. Die Struktur validierte zwar den MD-
gesteuerten Designansatz, betonte dar�ber hinaus jedoch
auch die Notwendigkeit, w�hrend des Designprozesses al-
ternative Substratorientierungen zu ber�cksichtigen. Weitere
Variationen des aktiven Zentrums wurden getestet und er-
gaben die Ser265Thr-Variante, die einen dreifach erhçhten
kcat/KM-Wert aufweist.

4.5. Strukturvorhersage und -design durch Crowd-Sourcing

Moderne Computeralgorithmen sind mittlerweile �ußerst
wirksam bei der Beschreibung physikalischer Grçßen, die
molekularen Wechselwirkungen zugrunde liegen. Ein effek-
tives Abtasten des Konformationsraumes ist jedoch nach wie
vor eine der schwierigsten Herausforderungen. Die Ener-
gielandschaften von Biomolek�len sind
so enorm, dass deren Navigation einen
der Hauptengp�sse in der Proteinfal-
tung, der Strukturvorhersage und dem
Proteindesign darstellt. Verschiedene
Ans�tze – etwa durch Strukturvorher-
sage (z. B. Rosetta) oder Simulation
(z. B. Markov-State-Modelle in Kombi-
nation mit Folding@home), aber auch
hochspezialisierte Hardware (z.B.
Anton) – wurden j�ngst entwickelt, die
sich mit diesem numerischen Problem
befassen. Strukturvorhersage durch
Crowd-Sourcing ist eine der neuesten
Formen und hat sich bisher als erstaun-
lich effektives Addendum zu statisti-
schen und deterministischen Suchalgo-
rithmen erwiesen.

Cooper et al. stellten Foldit vor, eine
graphische Benutzeroberfl�che zu eini-
gen der Rosetta-Funktionalit�ten,
welche dar�ber hinaus als Online-
Mehrspielerplattform dienen kann.[195]

Das Konzept hinter der Anwerbung des
„homo ludens“, des spielenden Men-
schen, zur Lçsung wissenschaftlicher
R�tsel geht auf Beobachtungen an menschenbasiertem
Computing zur�ck. Hier werden bestimmte Aufgaben inner-
halb eines Protokolls, wie etwa das Erkennen von Formen,
von Menschen wesentlich schneller und effizienter durchge-
f�hrt als von Rechnern. Die Foldit-Studie zeigte, dass fun-
damentale F�higkeiten der Mitspieler, wie etwa r�umliche
Erkennung, Intuition und Entscheidungsfindung der sto-
chastischen Komponente, den modernsten Konformations-
suchalgorithmen �berlegen sind. Die Studie zeigt weiter, dass
solche elementaren menschlichen Fertigkeiten zur Problem-
lçsung in der Strukturvorhersage eingesetzt werden kçnnen.

Der gemeinschaftliche Charakter des Spiels erlaubt den
Teilnehmern, sich in Gruppen zu organisieren und gegen
andere Gruppen anzutreten, aber auch ihre Erfahrungen und
Strategien miteinander zu teilen und in der Form von „Re-
zepten“ weiterzuentwickeln. Erfolgreiche „Rezepte“ werden

h�ufiger verwendet und optimiert als weniger erfolgreiche,
sodass interessante entwicklungsm�ßige Prozesse entstanden,
die durch das gemeinschaftliche Wirken wissenschaftlicher
Laien zu neue und verbesserten Vorhersagealgorithmen
f�hrten. Beispielsweise hatten die beiden beliebtesten „Re-
zepte“ eine erstaunliche �hnlichkeit mit einem verbesserten
Strukturvorhersagealgorithmus, der zu der Zeit noch unver-
çffentlicht war.[196]

Zwei j�ngste Berichte veranschaulichen die Anwendbar-
keit von Crowd-Sourcing und Foldit �ber die Demonstrati-
onsphase hinaus. Khatib et al. generierten Modelle f�r Mo-
lecular Replacement in der Kristallographie, anhand welcher
die seit langem ungekl�rte Struktur der M-PMV-Retrovirus-
protease endlich gelçst werden konnte.[197] Eiben et al. er-
zielten durch ein umfangreiches Loop-Design eine insgesamt
18-fach verbesserte Substratbindung f�r eine der beiden De-
novo-Diels-Alderasen (Abbildung 19).[198]

W�hrend die evolutionsm�ßige Dynamik von Crowd-
Sourcing und die Anwendbarkeit nicht-wissenschaftlicher
Gedankeng�nge auf wissenschaftliche Fragestellungen in sich
faszinierende Themen sind, so h�ngt die Qualit�t der resul-
tierenden Vorhersagen stark davon ab, wie geschickt die
wissenschaftliche Zielsetzung in eine allgemein verst�ndliche
Sprache f�r die Online-Spieler gelegt werden kann.[197]

Nichtsdestotrotz kann in der nahen Zukunft in diesem Be-
reich mit der einen oder anderen �ußerst interessanten Ent-
wicklung gerechnet werden.

5. Herausforderungen beim Enzymdesign

Die computerbasierte Chemie und Biologie haben in den
letzten Jahren durch die Entwicklung neuer Algorithmen und

Abbildung 19. Ablauf des Foldit-unterst�tzten Loop-Designs von DA_20_10. Aufgaben, die den
Online-Spielern gestellt wurden, sind in den gr�nen Feldern dargestellt. Die besten Designs in
der Rangliste wurden exprimiert und getestet. Die besten davon wurden dann in Form einer
weiteren Aufgabe und die Spieler weitergeleitet. Nachdruck von Eiben et al.[198]
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Hardware – aber auch durch einen Anstieg und eine Verfes-
tigung interdisziplin�rer Kollaborationen – erhebliche Fort-
schritte erfahren. Forschern in diesen Gebieten ist es nun
mçglich, auf interessante Fragestellungen einzugehen, f�r die
es noch vor einem halben Jahrzehnt nicht das nçtige Werk-
zeug gab. Die routinem�ßige Anwendung von QM, MM, MD
und verschiedenen Kombinationen davon, die st�ndig stei-
gende Leistungsf�higkeit von Supercomputern und von ver-
teiltem oder dezentralisiertem Rechnen wie Folding@home
und Rosetta@home, hochspezialisierte Computer wie Anton,
verbesserte Strukturvorhersagealgorithmen und letztlich
Crowd-Sourcing wurden dazu verwendet, aufregende neue
Wege im Bereich der Proteinfaltung, Strukturvorhersage und
des Protein-Engineerings zu beschreiten. Erhebliche Fort-
schritte in experimentellen Methoden und die einhergehen-
den reduzierten Kosten und Zeitinvestitionen haben es
mçglich gemacht, dass Vorhersagen weitaus routinem�ßiger
getestet werden kçnnen. Bisher hat uns die Arbeit auf diesen
Gebieten bloß fl�chtige Einblicke auf zuk�nftige Entwick-
lungen gegeben. Und w�hrend wir uns darum bem�hen, die
Methoden und Protokolle in eine routinem�ßig einsetzbare
Technologie zu entwickeln, so befindet sich das computer-
basierte Enzymdesign in einer fr�hen Entwicklungsphase,
und erhebliche Herausforderungen – sowohl rechnerische als
auch experimentelle – liegen noch vor uns.

Die Werte in Tabelle 2 zeigen das Ausmaß der �berle-
genheit nat�rlicher Enzyme gegen�ber k�nstlichen Kataly-

satoren, was sowohl das Binden von Substraten (KM) als auch
die Geschwindigkeitserhçhung (kcat) betrifft. Anhand von
gerichteter Evolution kçnnen die Michaelis-Konstanten von
De-novo-Designs soweit erhçht werden, dass deren KM-
Werte mit denen nat�rlicher Enzyme vergleichbar sind.
Dennoch kçnnen sogar die aktivsten der gerichteten Evolu-
tionsvarianten in Bezug auf kcat nur mit den langsamsten na-
t�rlich vorkommenden Enzymen konkurrieren.

5.1. Rechnerische Herausforderungen

Die kinetischen Parameter in Tabelle 2 zeigen, dass arti-
fizielle Katalysatoren, die von computerbasiertem Design
und immunologischer Produktion stammen, nat�rlichen En-
zymen vor allem beim Bindes des �bergangszustands nach-
stehen. Dies kann verschiedenen Gr�nden zugeschrieben
werden.

Eine Auslegung des Sachverhalts ist, dass die Ausrichtung
der katalytischen Aminos�uren – sowohl in den De-novo-
Designs als auch in den Antikçrpern – bei weitem nicht die
Pr�zision erreicht, f�r welche die aktiven Zentren nat�rlicher
Enzyme bekannt sind.[168, 199,200] Abbildung 3 betont dies
anhand vierer Kemp-Eliminasen und deutet dar�ber hinaus
auf ein gewisses Maß der Ungenauigkeit im gegenw�rtigen
Designprotokoll hin, da die QM-Theozymgeometrien nicht
originalgetreu in den fertigen Designs wiederzufinden sind.

Die enormen Geschwindigkeitserhçhungen nat�rlicher
Enzyme sind weiterhin einer Minimierung von Konforma-
tionsbewegungen zugeschrieben worden.[201,202] Ein Vergleich
mit computerbasierten Designs zeigt, dass sogar die aktivsten
De-novo-Enzyme ein hohes Maß an Konformationsmobilit�t
aufweisen, was am Beispiel von Abbildung 7a,b ersichtlich
ist. Gerichtete Evolution kann diesen Bestand zu einem be-
grenzten Ausmaß korrigieren und die Pr�organisation des
aktiven Zentrums erhçhen (Abbildung 11 c,d), aber auch dies
ist auf bereits funktionelle Proteine beschr�nkt. Diejenigen,

denen es solch anf�nglicher Akti-
vit�t fehlt, bevçlkern unproduktive
Konfigurationen des aktiven Zen-
trums (Abbildung 7 c und Abbil-
dung 18).[169] Bem�hungen, die kcat-
Werte von De-novo-Enzymen zu
verbessern, konzentrieren sich
daher auf rigorosere Implementie-
rungen von QM-Theozymgeome-
trien in die Vorlagenproteine, aber
auch auf eine routinem�ßige
Physik-basierte Begutachtung der
aktiven Zentren und ihren dynami-
schen Eigenschaften.

Nat�rlich vorkommende
Enzyme sind dar�ber hinaus auf
eine feinabgestimmte Regulierung
von Wassermolek�len im aktiven
Zentrum angewiesen. Sie erstellen
fein abgestimmte Mikroumgebun-
gen, in denen die pKS-Werte kata-
lytischer Aminos�uren stark ver-
schoben werden und aktivierte
Wassermolek�le die existierende

katalytische Maschinerie erweitern kçnnen. Ein solches
Ausmaß an Kontrolle ist zwar erstrebenswert, aber bislang
außer Reichweite. Gerichtete Evolution kann auch hier be-
hilflich sein – wie am Beispiel der KE59-Varianten ersichtlich
ist (Abbildung 12) –, die resultierenden Mikroumgebungen
sind jedoch weit davon entfernt, als „fein abgestimmt“ be-
zeichnet werden zu kçnnen. Wassermolek�le sind allerdings
auch dazu in der Lage, suboptimale aktive Zentren zu

Tabelle 2: Kinetische Parameter computerbasierter Designs im Vergleich zu katalytischen Antikçrpern
und nat�rlichen Enzymen.

kcat
[a] KM

[b] kcat/KM
[c] kcat/kuncat [kcat/KM]/kuncat

nat. Enzyme Ø 105 Ø 10�4 106–109 106–1017 108–1029

kat. Antikçrper 10�2–1 Ø 10�4 102–104 103–106 105–109

Kemp Elim.
kat. Antikçrper 10�1–1 10�3–10�4 102–103 103–106 107–109

comp. Designs 10�2–1 Ø 10�3 10–102 103–106 107–109

evol. Designs 1–20 10�3–10�5 103–106 106–107 107–1011

Retro-Aldol
kat. Antikçrper 10�3–10�1 10�4–10�5 10–103 105–106 107–109

comp. Designs 10�2–10�1 Ø 10�4 10�2–10�1 103–104 106–107

Diels-Alder[d]

kat. Antikçrper Ø 10�5 Ø 10�3 Ø 10 Ø 103 109

comp. Designs 10�5–10�4 10�1–10�4 1–102 103–104 107–1011

[a] In der Einheit s�1. [b] In der Einheit m. [c] In der Einheit m
�1 s�1. [d] kcat/(KM-diene�KM-dienophile) anstelle

von kcat/KM in der Einheit s�1
m
�1

m
�1 und (kcat/(KM-diene�KM-dienophile)/kuncat) anstelle von (kcat/KM)/kuncat in

der Einheit m
�1

m
�1.
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„retten“. Herschlag und Mitarbeiter zeigten dies f�r eine
Ketosteroid-Isomerase (KSI), bei der die Mutation des ka-
talytischen Tyr16 zu einem Phe den kcat 20 000-fach vermin-
dert, w�hrend eine Tyr16Ser-Mutation den kcat nur etwa 200-
fach herabsetzt.[199] Kristallographische und 19F-NMR-spek-
troskopische Untersuchungen zeigten, dass Wassermolek�le
in der Lage sind, die katalytische Funktion zum Teil wieder-
herzustellen, indem sie die fehlende Tyr-Seitenkette ersetzen.
In einer umgekehrten, aber �hnlichen Rolle ermçglichen drei
Wassermolek�le die Funktion des aktiven Zentrums im An-
tikçrpers 13G5, wobei ein viertes den kcat-Wert um einen
weiteren Faktor 10 anhebt.[203] Die verbesserten kcat-Werte der
KE07-Varianten sind in �hnlicher Weise auf eine erhçhte
Pr�senz von Wassermolek�len in direktem Kontakt mit ka-
talytischen Aminos�uren zur�ckzuf�hren (Abbil-
dung 10).[169,185]

5.2. Experimentelle Herausforderungen

Das „Inside-Out“-Design von Enzymen ist in experi-
menteller Hinsicht mit �hnlichen Herausforderungen kon-
frontiert wie auch gerichtete Evolutionsversuche. Vor allem
die Wahl einer effizienten Detektionsmethode kann dabei zu
einem ausschlaggebenden Faktor werden, da anf�nglich
aktive De-novo-Enzyme die gegebene Reaktion meist nur
geringf�gig beschleunigen. Eine robuste, aber auch emp-
findliche Methode muss daher in der Lage sein, einstellige
Signalanstiege im Vergleich zum Hintergrund zu erfassen.

Dar�ber hinaus kann es h�ufig dazu kommen, dass eine
neue Proteinsequenz niedrige Expressionszahlen aufweist
oder unlçslich ist. Dies hat damit zu tun, dass die Sequenzen
von De-novo-Enzymen sich oft von denen der Vorlagenpro-
teine um �ber f�nfzehn Mutationen unterscheiden. Auch
wenn die Computermodelle dahingehend optimiert werden,
dass negative Effekte mçglichst gering gehalten werden, kann
davon ausgegangen werden, dass die meisten dieser Varia-
tionen die Stabilit�t des Proteins beeintr�chtigen. �hnlich zu
den Erfahrungen in der gerichteten Evolution kann die
Summe der Mutationen rasch zu einem Problem f�r die
strukturelle Integrit�t des Proteins werden. Stabile, thermo-
phile Proteine sind daher gute Ausgangspunkte f�r schwere
Mutationslasten. Als potentieller Lçsungsansatz kann die
Thermostabilit�t und somit die Halbwertszeit computerba-
sierter Proteine durch funktionsneutrale Mutationen erhçht
werden.[204] Einige wenige Variationen (drei in diesem Fall)
kçnnen zu einer Erhçhung der Schmeltztemperatur um 10 8C
f�hren, ohne dabei die katalytische Effizienz zu vermindern.
Die Wahl der stabilisierenden Aminos�uren kann dabei von
eng verwandten Proteinsequenzen beeinflusst werden (Kon-
sensusmutation).[205]

Stark gefallene DNA-Synthesekosten (von rund $50/
Aminos�ure im Jahr 2000 auf $1/Aminos�ure in 2012) haben
es erheblich leichter gemacht, neue Proteinsequenzen zu
testen.[206, 207] Die DNA-Sequenz f�r ein typisches Enzym
kann dann f�r einige hundert Dollar bestellt werden, sodass
ein g�ngiges Biochemielabor eine Anzahl verschiedener
neuer Proteinsequenzen mit einem relativ niedrigen Budget
untersuchen kann. „Gene-Assembly“-Ans�tze und „On-

Chip“-DNA-Synthese[208] ermçglichen dar�ber hinaus den
Aufbau von Fokusbibliotheken.

Die Toxizit�tsprofile und die synthetische Verf�gbarkeit
von Substraten kçnnen zu zus�tzliche Herausforderungen
f�hren. Zwei j�ngste Berichte, die sich die Sequestrierung von
Organophosphat-Nervengiften zum Ziel setzten, untermau-
ern diesen Punkt. Khare et al. verwendeten das „Inside-Out“-
Protokoll, um eine Deaminase f�r die Hydrolyse eines Ner-
vengift-Analogons umzubauen.[209] Hemmert et al. verwen-
deten einen strukturbasierten Ansatz zur Herstellung von
Varianten der Carboxylesterase 1 mit erhçhten Aktivit�ten
f�r Sarin, Soman und Cyclosarin, wobei die Aktivit�tsmes-
sung in einem Hochsicherheitslabor des US-Milit�rs durch-
gef�hrt werden musste.[210]

6. Zusammenfassung und Ausblick

Computerbasierte Methoden haben einen Punkt erreicht,
an dem es nun mçglich ist, funktionelle Proteine f�r die Ka-
talyse nichtnat�rlicher Reaktionen herzustellen, f�r die es in
der Natur kein Gegenst�ck gibt. Obwohl die Beschleuni-
gungsraten solcher „Inside-Out“-Enzyme bislang relativ be-
scheiden sind, so zeigen sie bereits Anzeichen katalytischer
Eigenschaften, die typisch f�r nat�rlicher Enzyme sind. Dazu
gehçren verschobene pKS-Werte, Substratspezifizit�t und
Stereoselektivit�t. Diese Funktionen kçnnen betr�chtlich
erhçht werden, wenn computerbasiertes Design mit gerich-
teter Evolution verbunden wird. Letztere hat in j�ngster Zeit
im Rahmen industrieller Anwendungen einiges an Schwung
gewonnen, wie am Beispiel der Entwicklung einer Transa-
minase f�r die Synthese des Diabetes-Medikaments Sitag-
liptin ersichtlich wird.[106] Gerichtete Evolutionsversuche be-
nçtigen jedoch in der Regel Proteine, welche die gew�nschte
Funktionalit�t bereits zum Teil besitzen. Wenn solche An-
satzpunkte in der Natur nicht vorkommen, kçnnen diese
durch computerbasiertes Design generiert werden.

Bisher wurden mithilfe des „Inside-Out“-Protokolls Bio-
katalysatoren f�r relativ einfache uni- und bimolekulare
Einzelschrittreaktionen hergestellt, w�hrend die Konstrukti-
on aufwendigerer aktiver Zentren f�r mehrstufige Reaktio-
nen in Arbeit sind.[211] Der „Inside-Out“-Ansatz eignet sich
jedoch auch zur Abwandlung bereits existierender Funktio-
nen, wie Gordon et al. anhand der modifizierten Substrat-
spezifizit�t einer a-Gliadin-Endopeptidase zeigten.[212] Mit
der voranschreitenden Leistungsf�higkeit rechnerischer Me-
thoden und der zugrundeliegenden Hardware werden ge-
genw�rtig neue Algorithmen entwickelt, die es ermçglichen
werden, sowohl komplexere aktive Zentren in Proteinvorla-
gen einzubauen als auch deren katalytische Kompetenz durch
bedienungsfreundliche und akkurate Physik-basierte Simu-
lationen zu testen und zu reparieren, bevor diese experi-
mentell aufgearbeitet werden.

Die physikalischen Gesetze, die beim Design von Enzy-
men zum Einsatz kommen, sind wohlbekannt und innerhalb
der einzelnen Designkomponenten mit hoher Genauigkeit
beschrieben. Ihre Kombination f�hrt jedoch nicht nur zu
einer enormen Vielfalt mçglicher Lçsungen, sondern auch zu
Inkonsistenzen zwischen einzelnen Komponenten. Die
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Hauptherausforderung beim Design eines hochkompetenten
Enzyms besteht dann in der exakten und schnellen Berech-
nung aller Lçsungen. Dieser Befund hat eine gewisse �hn-
lichkeit mit einem ber�hmten Zitat von Dirac: „Die grund-
legenden physikalischen Gesetze f�r den Großteil der Physik
und die gesamte Chemie sind vollst�ndig bekannt, und die
Schwierigkeit liegt lediglich darin, dass die exakte Anwendung
dieser Gesetze zu Gleichungen f�hrt, die bei weitem zu kom-
plex sind, als dass sie gelçst werden kçnnen.“[213]

Fast ein Jahrhundert sp�ter sind wir mehr denn je davon
�berzeugt, dass wir diese physikalischen Gesetze verstehen,
einschließlich derjenigen, die enzymkatalytische Vorg�nge
beschreiben. Dar�ber hinaus ist es mittlerweile mçglich, die
Dirac-Gleichung mithilfe von Rechnern zu einer beliebigen
Genauigkeit zu lçsen – zumindest f�r kleine Systeme.
Enzyme sind jedoch nicht nur groß, von Wasser umgeben und
zur Adaption verschiedener Konformationen in der Lage,
sondern stellen ihren jeweiligen Substraten eine pr�zise ab-
gestimmte Mikroumgebung zur Verf�gung, in denen Reak-
tionen – oft bimolekular, �ber mehrere Schritte hinweg und/
oder Cofaktor-abh�ngig – effizient und selektiv beschleunigt
werden kçnnen. Diracs Pessimismus stammt teilweise daher,
dass Computer zu seiner Zeit noch unbekannt waren. Das
heutige rasante Tempo der Hardware- und Algorithmenent-
wicklung gibt uns jedoch Grund zum Optimismus, was die
Zukunft des computerbasierten Enzymdesigns betrifft. Der
Idealfall ist dann einer, in welchem alle Merkmale effizienter
Enzyme routinem�ßig, hochgenau und schnell berechnet
werden kçnnen. Dies ist zwar zurzeit noch nicht mçglich, die
gleichzeitige Umsetzung aller Aspekte ist jedoch absehbar,
und es ist durchaus denkbar, dass dies in der nicht allzu fernen
Zukunft zu einer allt�glichen �bung wird.
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