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Protein-Engineering aus dem ,,Nichts* wird praktikabel
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I n der Biokatalyse werden natiirliche Enzyme verwendet,
um eine gewiinschte Reaktion durchzufiihren, und zahlreiche
Beispiele, die nahezu alle Enzymklassen abdecken, wurden
beschrieben. Falls ein natiirliches Enzym nicht die ge-
wiinschten FEigenschaften aufweist, konnen Methoden des
Protein-Engineering!!! genutzt werden, um es einer Zielvor-
gabe anzupassen, z.B. Stereoselektivitit, gewiinschtes Sub-
stratspektrum oder Temperatur und Losungsmittelstabilitt.
Vor allem in den letzten beiden Jahrzehnten wurden sehr
viele Erfolgsgeschichten unter Einsatz verschiedenster Me-
thoden des Protein-Engineerings geschrieben — von der Zu-
fallsmutagenese in Kombination mit Hochdurchsatz-Scree-
ning bis zu rationalen Methoden des Proteindesigns. Dazu
zdhlen auch verschiedene industrielle Verfahren auf Basis
maBgeschneiderter Biokatalysatoren.”!

FEin kiirzlich entwickeltes Konzept ist das Computer-ge-
stiitzte Design von Enzymen.”! Bei diesem Designansatz
werden quantenmechanische Modelle des Ubergangszu-
stands genutzt, um ,, Theozyme* zu entwerfen, die anschlie-
Bend mithilfe eines effizienten Algorithmus in die enorme
Zahl von moglichen Proteinstrukturen gedockt werden. Das
Computerdesign nutzt dabei die schnell wachsende Zahl an
Proteinstrukturkoordinaten, die in der RCSB-Proteindaten-
bank (http://www.pdb.org) hinterlegt sind. Diese ist in der
letzten Dekade etwa um den Faktor 6 gewachsen und enthalt
derzeit fast 100000 Eintrdge von Proteinstrukturen.

Das erste erfolgreiche Design einer nichtnatiirlichen Re-
aktion war die Kemp-Eliminierung von 5-Nitrobenzisoxazol
(Schema 1)."! Die Autoren postulierten, dass eine His-Asp-
Dyade in der Lage sein sollte, eine Deprotonierung des
Kohlenstoffatoms in Nachbarschaft zur N-O-Bindung durch
eine Base zu vermitteln, wobei der Aspartatrest den pK,-
Wert des Histidins reguliert. Die ersten auf der Basis von
Vorhersagen hergestellten Proteine wiesen eine messbare
katalytische Aktivitit auf (k. =0.0009-0.29 s™') und ermog-
lichten einige katalytische Zyklen. In einem weiteren Schritt
konnten die Autoren die Aktivitdt durch nachfolgende ge-
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Schema 1. Die Kemp-Eliminierung.

richtete Evolution auf einen k,,-Wert von 9.5 s und einen
kel Ky-Wert von 60430M~'s™' (Variante KE 59.13) stei-
gern. Positiv ist zu bewerten, dass es Baker et al. gelungen
war, ein katalytisch aktives Protein aus dem Nichts zu ent-
werfen. Bedauerlicherweise war die Effizienz nicht im Be-
reich priaparativ niitzlicher Katalysatoren.

In einer kiirzlich veroffentlichten, herausragenden Arbeit
gelang es der Arbeitsgruppe Hilvert nun, eine effiziente
Kemp-Eliminase (KE) zu kreieren.”! Das Ausgangsgeriist
(HG3, basierend auf einer Xylanasestruktur) stammte aus
einer fritheren Studie und hatte einen k_/Ky-Wert von
1300M~'s™!. Zunichst fiihrte eine Kombination aus globalen
Methoden zu einer vierfachen Steigerung (HG3.3b; Abbil-
dung 1). Dafiir wurden fehlerbehaftete Polymerasekettenre-
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Generationen der Kemp-Eliminasen

Abbildung 1. Verbesserung der katalytischen Effizienz k,/K,, (blaue
Siulen) und Zahl der Mutationen (griine Linie), die in den Generatio-
nen der Kemp-Eliminase eingefiigt wurden.

aktion (epPCR) und DNA-Shuffling, gepaart mit lokalen
Analysen, die auf rational und experimentell ermittelten
Hotspots basierten, eingesetzt.

Die besten Varianten aus beiden Strategien wurden
kombiniert und weiteren Runden von Shuffling und epPCR
unterzogen; so wurde die ca. 29-mal bessere Variante HG3.7
erzeugt. Weitere Verbesserungen gelangen durch fokussierte
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Mutagenese im Tunnel zum aktiven Zentrum, gefolgt von

erneutem Shuffling. Diese Vorgehensweise fiihrte zur besten

Variante mit k., /Ky =230000M 's™!, einer erstaunlich hohen

Wechselzahl k., von 700s™"' (die somit iiber der vieler na-

tiirlicher Enzyme liegt) und vernachléssigbarer Produktinhi-

bierung. Diese Kemp-Eliminase enthielt 28 Mutationen (11

hiervon waren bereits beim Computerdesign in das Aus-

gangsgeriist eingefiigt worden). Somit wurde im Schnitt eine

Aminosduremutation pro Runde gerichteter Evolution ein-

gebaut.

Die Notwendigkeit einer hohen Zahl an Mutationen, um
eine langsame Kemp-Eliminase in eine effiziente zu iiber-
fithren, passt zu anderen Beispielen, bei denen extensives
Protein-Engineering zum Erfolg fiihrte: Die gerichtete Evo-
lution einer Halohydrin-Dehalogenase zur Herstellung der
Atorvastatin(Lipitor)-Seitenkette bedingte die Anderung
von mindestens 14% der Aminosduren (35 von insgesamt
254 Aminosiuren).”! Das Protein-Engineering einer Amin-
transaminase zur Herstellung des Diabeteswirkstoffs Sita-
gliptin verinderte 8.2% aller Reste.®! In einer Retro-Aldo-
lase, die auch iiber Computerdesign erzeugt wurde, mussten
4-6% des Ausgangsenzyms (einer Xylanase) ausgetauscht
werden.”)

Wie kann die auB3ergewohnliche Verbesserung der Kemp-
Eliminase erkldart werden? Drei entscheidende Faktoren
wurden hierfiir identifiziert:

1) Eine auBergewohnlich hohe Passgenauigkeit: Wihrend in
HG3 zwei Orientierungen fiir die Bindung des Substrats
gefunden wurden, gab es in HG3.17 nur einen Bindungs-
modus, der eine effizientere Katalyse ermoglichte. Diese
perfekte Bindung fiihrte allerdings zu einem engen Sub-
stratspektrum.

2) Die Ausrichtung des Liganden an Aspl127, das als kata-
lytische Base wirkte, wurde durch mehrere Runden ge-
richteter Evolution optimiert und ergab eine ungewohn-
lich kurze Wasserstoffbriicke.

3) GIn50 wurde als sehr gut positioniert erkannt und fun-
gierte als neuer katalytischer Rest, der die negative La-
dung des Ubergangszustands stabilisiert.

Aus technischer Sicht erforderte der Erfolg von Hilvert
etal. allerdings die sehr arbeitsintensive Erstellung von
17 Bibliotheken und umfangreiches Hochdurchsatzscreening.
Diese Situation dhnelt derjenigen der frithen 1990er Jahre, als
die gerichtete Evolution als Methode fiir das Protein-Engi-
neering entdeckt wurde. Unser unzureichendes Wissen be-
deutet fiir die verfiigbaren Programme des Computer-ba-
sierten Designs, dass Proteindynamik vernachléssigt und ein
starres Proteingrundgeriist angenommen werden muss. Diese
Tatsache verhindert jedoch die Analyse verschiedener Zu-
stinde des Proteinriickgrats, die aber fiir eine genaue Aus-
richtung des katalytischen Zentrums notwendig ist. Nur mit
dieser Kenntnis konnen umfangreiche Runden des Protein-
Engineerings zur Generierung effizienter Katalysatoren ver-
mieden oder zumindest auf ein praktikableres Maf reduziert
werden.

Ein Problem kann auch die Wahl des richtigen Aus-
gangsgeriists sein. Das erste Design von Baker et al. (KE)
basierte auf einer Indol-3-glycerinphosphat-Synthase (einer
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o/p-Fassstruktur), wihrend das HG3-Protein auf einer Xyla-
nase beruhte, einem Triosephosphatisomerase(TIM)-Fassge-
riist. In einem anderen Beispiel generierten Baker et al. ein
Enzym zur Katalyse der Morita-Baylis-Hillman-Reaktion
von 2-Cyclohexenon mit p-Nitrobenzaldehyd."”! Sie schluss-
folgerten, dass ein Cystein oder ein Histidin als katalytische
Reste fungieren konnten, und dies fiihrte zur Identifizierung
von zwei Designs aus 48 Proteinen, die sehr niedrige, aber
messbare Aktivitdt iiber dem Hintergrund zeigten. Interes-
santerweise konnte die Arbeitsgruppe Reetz schon vor eini-
gen Jahren demonstrieren,!"! dass verschiedene Esterasen
und Lipasen — die alle eine katalytische Ser-His-Asp-Triade
enthalten — sehr gute Aktivitit (bis zu 10% Umsatz bei
200 mm Substratkonzentration) fiir die promiskuitive Reak-
tion aufweisen. Dies zeigt, dass es mehr als eine Losung geben
kann, um ein bestimmtes Problem in der Enzymkatalyse zu
bewiltigen. Diese Erkenntnis fithrt zur Frage, ob hier der
Hydrolasemechanismus nicht ein besserer Ausgangspunkt fiir
das Computerdesign eines Morita-Baylis-Hillman-Enzyms
gewesen wire. Auch die Natur nutzt verschiedene Designs,
um ein vorgegebenes Syntheseproblem zu 16sen, selbst wenn
die gleiche Art von Reaktion katalysiert wird. Beispielsweise
haben Typ-I-Aldolasen, die in Pflanzen und Tieren vorkom-
men, ein katalytisches Lys, wihrend Typ-II-Aldolasen aus
Bakterien und Pilzen Zn-abhingige Enzyme sind.

Die Kemp-Eliminierung ist eine eher einfache, einstufige
Reaktion, in welcher der Protontransfer mit einer irreversi-
blen Spaltung der N-O-Bindung einhergeht. Aus der struk-
turellen Charakterisierung der verbesserten Variante der
Protein-Engineering-Studie konnten Hilvert et al. Faktoren
ableiten, die essenziell sind, um das am Computer entworfene
Enzym zu verbessern. In Kombination mit leistungsfidhigeren
Computern konnte dies zur Entwicklung optimierter Design-
Algorithmen fithren. Solche Algorithmen wiirden wiederum
von Beginn an ein effizienteres Engineering aus dem ,,Nichts®
ermdglichen (und somit eine ,,Reifung* des Computerdesigns
darstellen). Leider sind viele wichtige Faktoren zum Errei-
chen hoher katalytischer Effizienz fiir andere Fragestellungen
der Katalyse noch unbekannt. Folglich ist das umfangreiche
Protein-Engineering eine anspruchsvolle, aber auch faszinie-
rende Moglichkeit nicht nur zur Schaffung verbesserter En-
zyme, sondern auch, um weitere Kenntnisse fiir zukiinftige
Designs zu erlangen. Offen bleibt, ob eine Kombination aus
Computerdesign und Protein-Engineering es auch ermogli-
chen kann, effiziente Enzyme zu generieren, die (stereose-
lektive) Mehrsubstratreaktionen katalysieren und moglichst
ein breites Substratspektrum aufweisen (z.B. die Optimie-
rung der von Baker et al. generierten Diels-Alderase!'). Nur
dann ist dieses Konzept wirklich konkurrenzfihig zu Enzy-
men aus der Natur.
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