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Gerichtete Evolution neuer Enzyme

H ohe Selektivititen und ausgezeichnete Kontrolle des Reaktions-
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verlaufs regen Chemiker dazu an, in der organischen Synthese Bio-

katalysatoren einzusetzen. Viele niitzliche Reaktionen sind auf diese
Weise jedoch nicht zuginglich, weil sie im Repertoire der Natur nicht
vorkommen. In diesem Aufsatz werden wir einen evolutiven Ansatz

zur Entwicklung von Enzymen beschreiben, die solche nicht-natiirli-
chen Reaktionen katalysieren. Wir beginnen mit Beispielen dafiir, wie 3 Die Ausdehnung des Enzym-

die Natur neue katalytische Funktionen entdeckt hat und wie solche
evolutiven Fortschritte im Labor nachvollzogen wurden, indem man

von existierenden Enzymen ausging. Wir untersuchen dann nicht-na-

tiirliche Enzymaktivititen, die fiir die chemische Synthese entdeckt 4
und verwendet wurden, wobei wir uns auf Reaktionen ohne natiirli-
ches Pendant konzentrieren. Wir zeigen Beispiele, wie nicht-natiirliche

1. Einleitung 3409
2. Der Ansatz der Natur zur
Erzeugung neuer Enzyme 3410
Universums mithilfe
mechanistischer Ahnlichkeiten
und gerichteter Evolution 3414
Neue Chancen am Horizont? 3420
5. Schlussfolgerungen 3423

Aktivititen durch gerichtete Evolution verbessert wurden, indem der
Prozess nachgeahmt wurde, mit dem die Natur neue Katalysatoren
erzeugt. Zum Schluss beschreiben wir noch Entdeckungen nicht-na-
tiirlicher katalytischer Funktionen, die kiinftig Chancen auf eine
Ausdehnung des enzymatischen Universums bieten konnen.

1. Einleitung

Angefiillt mit Methoden der Natur zur Katalyse chemi-
scher Transformationen illustrieren unsere wachsenden ge-
nomischen Datenbanken, wie die Evolution chemische In-
novation in Form neuer Enzyme schafft. Die heutige enorme
biokatalytische Vielfalt ist Produkt einer Evolution aus ur-
timlichen Enzymen, deren Mechanismen inzwischen mit
beispielloser Genauigkeit aufgekldrt werden. Die Enzym-
evolution findet ebenfalls noch immer statt und ist auf die
Zukunft gerichtet: neue Enzyme erscheinen laufend als
Antwort auf (oft vom Menschen gemachte) Herausforde-
rungen, die es zu iiberleben gilt (z.B. durch Antibiotikare-
sistenzen), oder auf neue Nischen, die man besetzen kann
(z.B. durch Abbau menschengemachter Verbindungen). Mit
Blick auf die Innovationsfdhigkeit der Natur und die duf3erst
eingeschrankten Féahigkeiten des Menschen, neue Enzyme zu
entwerfen, plddieren wir dafiir, evolutive Strategien anzu-
wenden, um Enzyme zu erzeugen und fiir menschliche An-
wendungen zu optimieren.

Gerichtete Evolution ist ein leistungsfidhiger Ansatz des
Protein-Engineerings, der seit fast zwei Jahrzehnten mit viel
Erfolg eingesetzt wird, um Enzyme fiir die chemische Syn-
these nachzujustieren.!! Die einfache Strategie, Mutationen
durch iterative Mutagenese anzuhdufen und nach den ge-
wiinschten Funktionen zu suchen, kann relevante Eigen-
schaften — Aktivitdt gegeniiber nicht-natiirlichen Substraten,
Enantioselektivitiat, Produktselektivitiat, Stabilitdt usw. — ef-
fizient optimieren und dabei geschickt unsere tiefe Un-
kenntnis dariiber umgehen, wie diese Eigenschaften in der
Aminoséduresequenz des Enzyms codiert sind. Wenn Chemi-
ker diese Enzyme in der Synthese einsetzen wollen, miissen
die Katalysatoren den Alternativen iiberlegen oder mindes-
tens gleichwertig sein. Oft ist dies eine hohe Hiirde, die mit
einem ,,rationalen® Ansatz regelméBig verfehlt wurde, bei der
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sich die gerichtete Evolution aber zumindest — wenn man
einen guten Ausgangspunkt hat — als zielfiihrend erweist.”!
Folgerichtig werden Enzyme in der chemischen Synthese
zunehmend dort genutzt, wo sie signifikante Vorteile fiir
,.griine“ Prozesse,” fiir die Produktion von Chemikalien aus
erneuerbaren Rohstoffen™ und fiir die Synthese komplexer
Naturstoffe bieten.

Die gerichtete Evolution kann genutzt werden, um be-
stehende Enzyme zu diversifizieren und Varianten zu erzeu-
gen, die in nicht-natiirlicher Umgebung aktiv sind, die nicht-
natiirliche Substrate umsetzen oder die nicht-natiirliche Se-
lektivitdten aufweisen. Wie aber sollen wir ganz neue Enzyme
herstellen, darunter auch solche, die in der Natur unbekannte
Reaktionen katalysieren? Der Vorrat der Natur an Kataly-
satoren ist riesig und noch nicht vollstindig durchforstet;
neue Enzyme werden stdndig entdeckt. Chemiker nutzen al-
lerdings eine Reihe von Reaktionen, fiir die es keine natiir-
lichen biokatalytischen Entsprechungen geben mag, entwe-
der, weil die Natur noch keinen Bedarf fiir sie hatte (unsere
Ziele und Bediirfnisse konnten sich von denen eines Mikro-
organismus oder eines Baumes unterscheiden) oder weil
funktionelle Gruppen und Reagentien erforderlich sind, die
man in der belebten Natur normalerweise nicht findet. Wir
wollen damit anfangen, diese Liicke zwischen Enzymen, die
wir in der Natur finden, und solchen, die wir gerne hitten, die
aber vielleicht nicht existieren, zu schlieBen. Wir glauben,
dass wir mit dem, was wir von der Natur iiber die Entwicklung
neuer Katalysatoren gelernt haben, die Evolution neuer En-
zymfamilien im Labor befliigeln konnen. Wir veranschauli-
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chen diesen Evolutionsansatz zur Katalysatorentdeckung mit
einigen Beispielen aus dem Repertoire der Natur. In einigen
Fillen haben Wissenschaftler Sequenzen und Wege der
Funktionsentwicklung aufgeklirt, die vorhandene Enzyme
miteinander in Beziehung setzen, um zu zeigen, wie sich die
natiirliche Funktion von einer zur nichsten entwickelt haben
kann.

Kann uns dieses Wissen helfen, ins Unbekannte hinaus-
zutreten und Biokatalysatoren zu generieren, die bislang in
der natiirlichen Welt noch nicht entdeckt worden sind? Dass
die Antwort ein nachdriickliches ,,Ja!* ist, wird an einigen
eindrucksvollen Beispielen fiir Enzyme verdeutlicht, die
entworfen wurden, um Reaktionen ohne natiirliches Analo-
gon zu katalysieren. Am Ende beschreiben wir noch einige
nicht-natiirliche Aktivitdten, die vielleicht einen Blick auf
kiinftige Enzymfamilien gewéhren.

2. Der Ansatz der Natur zur Erzeugung neuer
Enzyme

Mit katalytischer Promiskuitédt beschreibt man die Fa-
higkeit eines Enzyms, aufler seiner natiirlichen Funktion auch
Reaktionen zu katalysieren, die verschiedene funktionelle
Gruppen am Substrat angreifen und {iiber verschiedene
Ubergangszustinde und/oder reaktive Zwischenstufen ver-
laufen. 1976 formulierte Jensen die Vermutung, dass sich
friithe Enzyme durch eine breite Substrat- und Reaktions-
spezifitit auszeichneten und dass die natiirliche Selektion
diese unterschiedlichen Aktivitdten herausgriff und nachjus-
tierte und so die heutigen Enzyme mit ihren spezifischen
katalytischen Funktionen hervorbrachte (Abbildung 1A)."!
Doch auch die ,,modernen*“ Enzyme sind nicht so spezifisch
wie meist vermutet — viele von ihnen konnen in ihren aktiven
Zentren andere Transformationen katalysieren und zeigen
(wenn auch meist nur geringe) katalytische Promiskuitit." Es
gibt inzwischen viele Indizien dafiir, dass diese oft wie ein
gliicklicher Zufall daherkommende katalytische Promiskuitét
tatsichlich entscheidend fiir die Evolution neuer Enzyme ist,
bildet sie doch die Plattform fiir die Evolution neuer Funk-
tionen durch natiirliche Selektion (Abbildung 1B)."!
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Abbildung 1. A) Divergierende Entwicklung eines urspriinglichen
Enzyms mit breiten katalytischen Aktivititen (a, b, ¢, d, €) zu stérker
spezialisierten Enzymen (A, B, C, D, E), die vor allem eine bestimmte
Reaktion katalysieren. B) Beziehung zwischen katalytischer Promiskui-
tit und der Evolution einer neuen Funktion. Eine bestimmte Proteinse-
quenz kann mehrere Reaktionen katalysieren. Unter geeigneten Um-
stinden kann ein Katalysator mit einem niedrigen Anteil an promisker
Aktivitat durch Mutation und natiirliche (oder kiinstliche) Selektion so
verbessert werden, dass er fiir eine neue Funktion spezialisiert wird.
Eine ausfiihrliche Diskussion findet sich in Lit. [8].

2.1. Die Evolution der Atrazin-Chlorhydrolase (AtzA)

Die Evolution der Atrazin-Chlorhydrolase (AtzA) ist
eine der am besten untersuchten Fallstudien dariiber, wie die
Natur die katalytische Promiskuitdt zur Schaffung neuer
Enzyme nutzt. Das in den spdten 1950er Jahren eingefiihrte,
gut wirksame Herbizid Atrazin erschien zunéchst biologisch
praktisch nicht abbaubar. Seit 1993 jedoch wurde an ver-
schiedenen Stellen ein rascher Atrazinabbau durch Boden-
mikroben beobachtet. Dieses Phinomen wurde dem Enzym
AtzA zugeschrieben.”! Dieses katalysiert die Hydrolyse der
C-Cl-Bindung in Atrazin (Abbildung2A) durch eine nuc-
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Abbildung 2. A) Chlorhydrolaseaktivitit von AtzA und Aminohydrolase-
aktivitat von TriA. B) TriA und AtzA (98 % Aminosaureidentitit) lassen
sich wahrscheinlich auf einen gemeinsamen Ursprung zuriickfiihren,
der TriA dhnelt. Die katalytischen Funktionen kénnen mit wenigen
Aminosiureaustauschen ineinander tberfiihrt werden.["

leophile aromatische Substitution mit einem Fe**-aktivierten
Wassermolekiil.

Die Aminoséduresequenz von AtzA aus Pseudomonas sp.
ADP stimmt zu 98% mit jener der Melamindesaminase
(TriA) {iberein, eines Enzyms, das urspriinglich aus dem
Pseudomonas-sp.-Stamm NRRL B-12227 isoliert worden
war. TriA katalysiert die Hydrolyse der C-N-Bindung von
Melamin, einer anderen nicht-natiirlichen Verbindung, die
zunichst in den 1939er Jahren als nicht biologisch abbaubar
eingestuft wurden, die aber zu der Zeit, als Atrazin erstmals
eingefiihrt wurde, als wenig abbaubar galt.'”! Die beiden
Enzyme unterscheiden sich nur in neun von 475 Aminosiu-
ren.™! Diese starke Ubereinstimmung und die Tatsache, dass
beide Enzyme in mindestens einer gemeinsamen Bakterien-
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art zu finden sind, ldsst vermuten, dass sich AztA aus TriA
oder aus einem gemeinsamen Vorfahren, der TriA &hnelt,
entwickelt hat (Abbildung 2B); damit konnten sich die
Bakterien eine neue Moglichkeit eroffnen, diese syntheti-
schen Verbindungen als Stickstoffquelle zu nutzen.!'”

Der Fortschritt vom Melamin- zum Triazinabbau steht fiir
die Herausbildung einer neuen katalytischen Funktion: von
der Spaltung einer C-N-Bindung (Aminohydrolase, EC 3.5.4)
zur Spaltung einer C-Cl-Bindung (Chlorhydrolase, EC 3.8).
Es gibt in der Natur zwar noch andere Chlorhydrolasen; diese
nutzen als Nucleophil aber typischerweise eine Carboxylat-
gruppe anstelle des von einem zweiwertigen Metall aktivier-
ten Wassers, wie es in AtzA vorkommt. Letzteres ist typisch
fiir die Aminohydrolasefamilie (darunter z.B. TriA), die ein
zweiwertiges Metallkation wie Zn®" fiir die Wasseraktivie-
rung in einer nucleophilen aromatischen Substitution nutzt.
Die Ahnlichkeit zwischen den aktiven Zentren von TriA und
AtzA, die sich aus einer Homologiemodellierung ableiten
lasst, bekriftigt zusatzlich die Vermutung, dass sich AtzA aus
einer urspriinglichen Aminohydrolase entwickelt hat (Ab-
bildung 2B).

TriA und AtzA unterscheiden sich an neun Positionen,
allerdings reichen nach einer Untersuchung von Scott et al.l*®
zwei Mutationen aus, um TriA in ein Enzym mit Atrazin-
Chlorhydrolaseaktivitdt vergleichbar mit AtzA umzuwan-
deln. Die Mutationen Cys331Ser und Asp328Asn, die nach
der Homologiemodellierung im aktiven Zentrum liegen,
verbessern k., /K, fiir die Atrazinhydrolyse drastisch von 60
auf fast 10000m 's™!, wihrend die Melaminhydrolyseaktivi-
tit fast verschwindet. Aulerdem zeigten Scott et al., dass man
zu einer Atrazin-Chlorhydrolase gelangen kann, indem man
positive Einzelmutationen in einem einfachen Marsch
,bergauf” ausgehend von TriA ansammelt. Die Cys331Ser-
Mutation alleine verbesserte k., /K, fiir die Atrazinhydrolyse
auf fast das 30-Fache. Die zusitzliche Einfiihrung der
Asp328 Asn-Mutation erbrachte eine weitere sechsfache
Verbesserung der katalytischen Effizienz.

Diese Mutationen im aktiven Zentrum verursachen eine
drastische Verschiebung von einer Aminohydrolase- zu einer
Chlorhydrolaseaktivitét. Scott et al. begriindeten dies so, dass
das Gespann aus Asn und Ser (die Positionen 328 und 331 in
AztA) die Abspaltung eines Chloridanions durch ein Netz-
werk von Wasserstoffbriicken unterstiitzt, wihrend Asp und
Cys in TriA die Freisetzung von Ammoniak durch eine Pro-
tonenverschiebung ermoglichen, wobei der Thiolrest von
Cys331 ein Proton auf die Abgangsgruppe NH,  iibertréigt
und durch Asp328 reprotoniert wird. Da NH, " eine schlechte
Abgangsgruppe ist (pK, =34), ist die Protonierung durch den
saureren Cys-Rest fiir den Reaktionsablauf notwendig.

Es wurde bereits eine Reihe funktionell diverser Enzym-
Superfamilien beschrieben.'"¥! Die Elemente einer Superfa-
milie haben eine strukturelle Faltung gemeinsam, und man
nimmt an, dass sie ihre Funktionalitit ausgehend von einem
gemeinsamen Vorfahren diversifiziert haben, indem sie eine
Serie katalytisch promisker Zwischenstufen durchlaufen
haben. Die meisten bekannten Enzyme aus einer Superfa-
milie, die unterschiedliche Reaktionen katalysieren, haben
viel mehr Sequenzénderungen angehéuft als das AtzA/TriA-
Paar. Weite Sequenzabstinde machen es viel aufwindiger,
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einfache evolutive Entwicklungspfade aufzuzeigen oder die
Funktionen des Ausgangsenzyms festzulegen. Mehrere
Forschergruppen haben diese Herausforderung jedoch an-
genommen und mit Protein-Engineering und besonders mit
gerichteter Evolution gezeigt, wie im Zusammenhang mit
bestehenden Enzymen eine Funktion in eine andere iiber-
fiihrt werden kann.

2.2. Evolution einer Phosphotriesterase (PTE)

Ein anderes Enzym, das wahrscheinlich erst vor kurzer
Zeit aufgetaucht ist, ist die Phosphotriesterase (PTE), die
zuerst in Bodenbakterien identifiziert wurde, die auf synthe-
tischen Organophosphat-Pestiziden wie Parathion und Pa-
raoxon als einziger Phosphorquelle wachsen konnen (Abbil-
dung 3A)."1 Bedenkt man die erst seit kurzer Zeit erfolgte

A) 9 PTE
EtO—?—O@Noz * HO ——»
OEt
Paraoxon o
Eto—}i;—OH + HO—@—NOZ
OEt

(o}

X

(o]
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HO \'R\V)’n
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Evolution

+ Paraoxon,

* Lactone Parathion

+ Paraoxon (Lit. [19])
Lactonase] g—————»
+ Lactone (Lit. [20])
Evolution im Labor
Abbildung 3. A) Hydrolysereaktionen, die von PTE und Lactonase kata-

lysiert werden. B) Mégliche evolutive Beziehung zwischen Lactonase
und PTE und die Umwandlung ineinander im Labor.">*"

Freisetzung von Parathion und Paraoxon in die Umwelt sowie
die Tatsache, dass PTE sie in nahezu diffusionskontrollierter
Geschwindigkeit hydrolysiert, kommt man zu dem Schluss,
dass PTE erst von kurzem aus einem é&lteren Enzym ent-
standen ist, das sich durch eine promiske Organophosphat-
Hydrolyseaktivitat auszeichnet. Das Ausgangsenzym ist noch
unbekannt; bislang wurde kein sehr enges Sequenzhomologes
gefunden.

Die PTE aus Pycnoclavella diminuta ist (f/a)s-fassformig
gefaltet und enthélt ein zweikerniges Metallzentrum, das
vielen Elementen der Amidohydrolase(AHS)-Superfamilie,
die verschiedene Substratklassen hydrolysieren, gemeinsam
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ist.""! Afriat et al. stellten die Hypothese auf, dass die pro-
miske Lactonaseaktivitit dieser PTE der Uberrest der ur-
spriinglichen Quelle und eine Spur zur Ausgangsfunktion sein
konnte.!'"”! Sie zeigten, dass die drei mikrobiellen Enzyme, die
die ndchsten bekannten Homologen der P-diminuta-PTE
sind (ca. 30% Sequenzidentitit), tatsichlich hochaktive
Lactonasen sind und auch unterschiedlich starke promiske
Organophosphathydrolyseaktivitdt aufweisen. Diese Phos-
photriesterase-dhnlichen Lactonasen (phosphotriesterase-
like lactonases, PLLs) sind besonders aktiv gegeniiber N-
Acylhomoserinlactonen, die eine entscheidende Rolle beim
bakteriellen Quorum-Sensing spielen.® Afriat et al. vermu-
teten, dass sich PTE aus der schwachen promisken Aktivitét
einer bakteriellen PLL entwickelt haben konnte.

Raushel et al. versuchten die Umwandlung einer PLL mit
einer niedrigen Organophosphat-spaltenden Aktivitdt zu
einer PTE experimentell nachzuvollziehen.'” Mit einer
Kombination aus rationaler und Zufallsmutagenese konnten
sie die PLL von Deionococcus radiodurans (DrPLL) in ein
Enzym umwandeln, das eine um fiinf GroBenordnungen
hohere PTE-Aktivitét als die Wildtyp-DrPLL hat und nur um
eine Zehnerpotenz schwicher die Wildtyp-PTE ist. Das ak-
tivste Enzym trug nur sieben Mutationen verglichen mit der
Wildtyp-DrPLL, von denen drei ausreichten, um die PTE-
Aktivitit um das Hundertfache zu steigern. Tawfik et al.
zeigten, dass die Umwandlung bereits moglich ist, wenn man
eine rekombinante Variante der PTE von P. diminuta als di-
funktionale PTE/PLL durch Umformung der Schlaufen im
aktiven Zentrum herstellt.”

Ahnlich wie AtzA soll auch PTE als Reaktion auf die
Freisetzung synthetischer Verbindungen mit dem Potenzial,
als neue Nahrungsquelle zu dienen, entstanden sein (Abbil-
dung 3B). Anders als AtzA und TriA hat PTE aber nur eine
geringe Sequenzidentitit mit dem nichsten bekannten Ho-
mologen, das man fiir eine Lactonase hilt. Obwohl sich die
bekannten PTE- und PLL-Enzyme an Hunderten von Ami-
nosdurepositionen unterscheiden und aulerdem die Struktur
und Anordnung der Schleifen im aktiven Zentrum durch
Deletionen und/oder Insertionen sehr verschieden sind,
iiberlappen die Funktionen und konnen durch gerichtete
Evolution und rationales Design ineinander {iberfiihrt
werden. Dass dies im Labor méglich ist, zeigt, wie einfach
auch in der Natur aus einer promisken PLL eine PTE werden
kann.') Das Beispiel macht auch deutlich, wie einfach eine
urspriingliche Restaktivitdt durch die Anh&dufung giinstiger
Mutationen verstdrkt werden kann.

2.3. Katalytische Promiskuitdt in der MBL-Superfamilie

In einer umfassenden Untersuchung dariiber, wie sich
katalytische Funktionen in der Metall-f-Lactamase(MBL)-
Superfamilie von af}/fa-Proteinen iiberschneiden, verglichen
Tokuriki und Baier die Aktivitdten von 24 Enzymen aus 15
Unterfamilien.”!! Sie fanden, dass viele Enzyme der MBL-
Superfamilie trotz ihrer niedrigen Sequenzhomologien (ca. 5—
35%) in geringem Umfang die verschiedenen Reaktionen
entfernt verwandter Enzyme zusétzlich zu den eigenen ka-
talysieren (Abbildung4). Auch hier spiegelt sich als ein
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Abbildung 4. Enzyme der MBL-Superfamilie sind untereinander funktionell stark verkniipft, wie von
Tokuriki und Baier gezeigt wurde.”'! Die unterschiedlichen Reaktionen, die von den Enzymen der Super-
familie katalysiert werden, sind durch promiske Enzyme, die zwei oder mehr Reaktionen katalysieren,

miteinander verbunden (graue Kreise). Adaptiert aus Lit. [21].

Grundmotiv der Enzymevolution wider, dass die Architektur
des aktiven Zentrums in einer Superfamilie oft zumindest
teilweise erhalten bleibt:?? Die meisten der hier betrachteten
Enzyme haben noch das zweikernige aktive Zentrum fiir eine
Aktivierung eines Wassermolekiils durch ein zweiwertiges
Metallion. Die beobachteten promisken Aktivititen resul-
tieren also vermutlich aus den gemeinsamen Eigenschaften
der aktiven Zentren in den Superfamilienenzymen. Die
MBL-Superfamilie enthélt auch eine PTE-Familie, die
wahrscheinlich aus Lactonasen entstand, parallel zu den
PTEs aus der AHS-Superfamilie. Hier handelt es sich ver-
mutlich um ein Beispiel einer konvergenten Evolution einer
neuen Funktion.!

Abbildung 4 veranschaulicht das stark verbundene Netz-
werk iiberlappender Funktionen in dieser Superfamilie. Ver-
mutlich entwickelten sich diese Enzyme aus einem gemein-
samen Vorfahren iiber eine Serie promisker Zwischenstufen.
Promiskuitdt kommt in dieser Enzymfamilie noch immer
héufig vor, und wenn man das Ausmaf} der funktionellen
Uberlappungen betrachtet, ist die Annahme verniinftig, dass
man innerhalb des Netzwerks durch gerichtete Evolution von
einer katalytischen Funktion zu anderen gelangen kann. Und
tatsidchlich konnten Park et al. zeigen, dass sich eine Gly-
oxalase II aus dieser Familie durch gerichtete Evolution in ein
Enzym mit hoher B-Lactamaseaktivitit umwandeln lieB."*"

2.4. Die Evolution einer Hydroxylase aus einer Desaturase
Oleatdesaturasen und -hydroxylasen sind integrale
Membranenzyme mit zwei Eisenionen (Abbildung 5A), die

die Modifikation von Olsdure (1) zu den entsprechenden
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BLA = b-Lactamase

SLG = Glyoxalase Il

PPP = Phosphonatase

PDE = Phosphodiesterase

PTE = Phosphotriesterase

PCE = Phosphorylcholine-Esterase
ARS = Arylsulfatase

AKS = Alkylsulfatase

HSL = Homoserine-Lactonase

TPN = Chlorothalonil-Dehalogenase
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dehydrierten und hydroxylierten
Produkten Linolsdure (2) und
Ricinsdure (3) katalysieren. Sie
kommen normalerweise in hohe-
ren Pflanzen vor und sind eng
verwandte Mitglieder einer funk-
tionell diversen Nicht-Him-En-
zymfamilie mit zwei Eisenionen.
Die beiden Reaktionen sind auch
mechanistisch verwandt: Beide
werden durch die Abstraktion
eines Wasserstoffatoms eingelei-
tet.” Im nachfolgenden Schritt
unterscheiden sie sich, denn bei
der Desaturierung wird ein wei-
teres Wasserstoffatom abgespal-
ten, wihrend die Hydroxylierung
iber einen radikalischen Re-
bound- und Sauerstoffiibertra-
gungs-Mechanismus ablauft.
Wird die Hydroxylase
LFAHI12 aus Lesquerella fendleri
in Hefe exprimiert, weist sie eine
nicht unerhebliche Desaturaseak-
tivitdt zusétzlich zur natiirlichen
Hydroxylaseaktivitdt auf, sodass
zweifach ungesittigte Fettsduren

A) CsHqq
Desaturase |
—
CsHqq N CO.H
2
Linolsaure (2)
CsH
N COLH 5M11
Olsaure (1) —» Lo""
Hydroxylase
X CO,H

Ricinsaure (3)

B)

promiske

natiirliche
Evolution

vier Mutationen
(Lit. [26])
Desaturase
eine Mutation
(Lit. [27])

Evolution im Labor

Abbildung 5. A) Desaturierungs- und Hydroxylierungsreaktionen von
Olsdure, katalysiert von der Desaturase FAD2 und der Hydroxylase
LFAH12. B) Vier Mutationen erhéhen die Hydroxylaseaktivitit der A.-
thaliana-Desaturase FAD2 signifikant, und eine einzige Mutation in der
Oleathydroxylase LFAH12 geniigt fiir eine deutliche Steigerung der De-
saturaseaktivitat.?*?
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und hydroxylierte Fettsduren etwa zu gleichen Teilen ent-
stehen.”*?”! Tm Unterschied dazu katalysiert die Desaturase
FAD?2 aus Arabidopsis thaliana fast ausschlieflich die Desa-
turasereaktion, und nur geringe Mengen des Hydroxylie-
rungsprodukts konnen nachgewiesen werden (das Produkt-
verhiltnis Hydroxylierung/Desaturierung betrdagt 0.006).
Diese beiden Enzyme sind mit etwa 81 % Sequenzidentitit
nahe verwandt. In einem Sequenzvergleich der beiden
Enzyme mit einigen anderen Hydroxylasen und Desaturasen
konnten mehrere hochkonservierte Reste in den Desaturasen
identifiziert werden, die sich aber von den Hydroxylasen
unterscheiden.” Darauf aufbauend wurden sieben Reste von
FAD2 an den entsprechenden Positionen in LFAH12 einge-
fithrt. Die so hergestellte Variante zeigte iiberwiegend De-
saturaseaktivitdt. Eine weitere Mutationsanalyse ergab, dass
nur sechs Mutationen LFAH12 in eine Desaturase umwan-
deln konnten (Abbildung 5B).Umgekehrt reichen vier Mu-
tationen aus, um FAD?2 in eine Hydroxylase umzuwandeln.
Weitere Untersuchungen von Broadwater et al.?”! ergaben,
dass die Hydroxylaseaktivitdt in FAD2 durch eine einzige
Mutation enorm verstirkt werden konnte.

Dieses Desaturase-Hydroxylase-Beispiel zeigt, wie ein-
fach verwandte Enzyme mit iiberlappenden Aktivititen in-
einander {iiberfiihrt werden konnen, dhnlich wie bei den
Beispielen der Atrazin-Chlorhydrolase und der Phosphotri-
esterase. Es war nicht nétig, fiir die Evolution der neuen
Funktionen die urspriinglichen Enzyme zu identifizieren und
aufzulisten, denn die neuen Enzyme wurden im Labor aus-
gehend von existierenden verwandten Enzymen erhalten.
Wie diese Beispiele vermuten lassen, konnen wenige Muta-
tionen ausreichend sein, um ein existierendes Enzym in ein
neues mit unterschiedlicher, aber mechanistisch verwandter
Aktivitit zu verwandeln.*?

Wir haben hier an einigen ausgewihlten Beispielen auf-
gezeigt, wie sich Enzyme ausgehend vom einem gemeinsa-
men Vorfahren in verschiedene Richtungen hin zu Enzymen
entwickeln konnen, die unterschiedliche Reaktionen kataly-
sieren, vor allem dann, wenn die Aktivitdten wenigstens ein
wenig iiberlappen. Die Natur tut das gleiche, und in den La-
borexperimenten ldsst sich demonstrieren, wie leicht dies ist.
Auch wenn die Natur vielleicht nicht die gleichen Wege oder
Startpunkte genommen hat, zeigen die Laborversuche, wie
ein neues Enzym entstehen und sich entwickeln kann, wenn
Gelegenheiten fiir einen Selektionsvorteil bestehen. In der
Folge werden wir diskutieren, wie mit dieser Strategie
Enzyme hergestellt werden konnen, die Reaktionen kataly-
sieren, die in der Natur noch nicht gefunden wurden.

3. Die Ausdehnung des Enzym-Universums mithilfe
mechanistischer Ahnlichkeiten und gerichteter
Evolution

Viele ,,moderne* Enzyme haben flexible aktive Zentren
mit einem gewissen Anteil an promisken Aktivititen als Ei-
genart ihrer Mechanismen.” Daher kénnen, wie die oben
beschriebenen Beispiele zeigen, verwandte Enzyme, die sich
im Verlaufe einer divergenten natiirlichen Evolution in
Richtung zu verschiedenen Funktionen entwickelten, oft mit
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nur wenigen Mutationen entlang eines bergauf fiihrenden
evolutiven Entwicklungswegs ineinander iiberfiihrt und op-
timiert werden. Weil die katalytische Promiskuitit verbreitet
ist, bietet die heute verfiigbare, breite Auswahl an Biokata-
lysatoren die gleichen oder vielleicht sogar groflere Gele-
genheiten fiir Innovationen als die Enyzme aus einem frithen
Evolutionsstadium. Ebenso wie die Natur konnen auch wir
diese reiche Quelle an Ausgangsmaterialien zur Entwicklung
neuer Katalysatoren nutzen.

Nehmen wir kurz an, die Atrazin-Chlorhydrolase sei in
der Natur noch nicht entdeckt worden. Hétte man ihr Er-
scheinen erwarten und sie im Labor herstellen konnen, bevor
sie in der Natur gefunden wurde ? Betrachtet man die Ahn-
lichkeit der Substratstruktur (ein heterocyclischer s-Triazin-
kern) und des Reaktionstyps (Hydrolyse), konnte man logi-
scherweise eine Aminohydrolase wie TriA als Ausgangspunkt
fiir eine gerichtete Evolution testen. Weil Atrazin eine bes-
sere Abgangsgruppe enthilt (Cl- gegeniiber NH, "), konnte
die Hydrolyse einfacher verlaufen als bei Melamin. Tatséch-
lich zeigt TriA eine geringe Atrazin-Chlorhydrolase-Neben-
aktivitiit (ke /K, =60s"'M™"). Von hier aus koénnte man eine
zufillige oder regiospezifische Sittigungsmutagenese mit
einem spektroskopischen Hochdurchsatztest auf das Hydro-
lyseprodukt koppeln,” um so Varianten mit zunehmender
Aktivitdt zu identifizieren. Wie Scott etal. nachweisen
konnten, geniigen bereits zwei Mutationen, um die Chlorhy-
drolaseaktivitdt von TriA etwa auf das 200-Fache zu stei-
gern.[!

Setzt man nun voraus, dass mit nur wenigen Mutationen
eine neue, mechanistisch verwandte katalytische Funktion
einem Enzym verliehen werden kann, das bereits eine geringe
Aktivitdt dieser Funktion aufweist, hidngt ein evolutionsori-
entierter Ansatz zur Entdeckung neuer Katalysatoren von
der Identifizierung eines geeigneten Ausgangspunkts ab —
also von einem verfiigbaren Enzym, das eine neue Funktion
tibernehmen kann. Um ein solches Enzym zu finden, kann
man nach mechanistischen Ahnlichkeiten zwischen einer
bestehenden Aktivitdt und der gewiinschten Transformation,
fir die noch kein Enzym bekannt ist, suchen. Und weil
niedrige katalytische Aktivitdten bei promisken Enzymen in
vielen Fillen durch gezielte Verdnderungen der Proteinse-
quenz verbessert werden konnen, ist die Annahme verniinf-
tig, dass eine nicht-natiirliche, aber mechanistisch verwandte
promiske Aktivitédt auf dhnliche Art verbessert werden kann.

In einigen Arbeitsgruppen wird dieser Ansatz tatséchlich
verfolgt. Er basiert auf der katalytischen Promiskuitidt von
Enzymen und der Ahnlichkeit zwischen den Mechanismen
der natiirlichen und der erwiinschten Reaktion, um daraus
neue Enzyme zu generieren. In einigen Fillen hatte das
Ausgangsenzym jedoch nicht die gewiinschte promiske Ak-
tivitat, und die Forscher mussten sich auf ihre chemische In-
tuition verlassen, dass die erwiinschte Funktion moglich sein
und mit einer oder wenigen Mutationen erreichbar sein sollte.
In diesem Abschnitt werden wir einige Beispiele fiir neue
nicht-natiirliche Funktionen beschreiben, die mit diesem am
Mechanismus orientierten Vorgehen entdeckt wurden und
die anschlieBend durch Protein-Engineering und speziell
durch gerichtete Evolution zu brauchbaren Katalysatoren
entwickelt wurden.
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3.1. Epoxidringéffnung mit einer Halohydrin-Dehalogenase

Wildtyp-Halohydrin-Dehalogenasen (HHDHs) kataly-
sieren die Bildung von Epoxiden aus den entsprechenden
Chlor- und Bromhydrinen.® Réntgenstrukturen von Ha-
lohydrin-Dehalogenasen aus Agrobacterium radiobacter
AD1 lassen auf je eine Bindestelle fiir das Epoxid und das
Halogenidanion schlieBen,”!) was es moglich macht, mit
Pseudohalogeniden unterschiedlicher GroBe die Epoxid-
ring6ffnung als Umkehrreaktion auszul6sen. Janssen et al.
fanden tatsdchlich heraus, dass dieses Enzym zahlreiche
nicht-natiirliche Nucleophile wie Azid, Nitrit, Cyanat und
Thiocyanat akzeptiert;®? die Autoren nutzten diese fiir eine
kinetische Racematspaltung verschiedener Epoxide unter
Bildung ringgeoffneter Produkte mit hoher Enantioselekti-
vitdt (Abbildung 6 A). AuBerdem wurde eine hohe Selekti-
vitit fiir eine Offnung an der terminalen Position beobachtet.
Im Fall von Arylepoxid-Substraten stand dieser Befund im

A) natiirliche Katalyse HHDH

OH (Wildtyp) o

nicht-natiirliche Katalyse

o HHDH

(Wldtyp)
+ NaN3
O,N

51% Umsatz

E > 200 96% ee

)\/m —_— R,<| + HCI

Angéwandte

Gegensatz zur unkatalysierten Ringoffnung, bei der ein nuc-
leophiler Angriff meist in Benzylposition erfolgt.

2007 veroffentlichten Wissenschaftler von Codexis den
Einsatz von HHDH zur asymmetrischen Synthese von Ethyl-
(R)-4-cyan-3-hydroxybutyrat (6),¥) einem wichtigen Zwi-
schenprodukt bei der Herstellung des Cholesterinsenkers
Atorvastatin. Sie konnten die niedrige Aktivitdt des Wildtyp-
Enzyms fiir die Cyanylierung von 5§ durch gerichtete Evolu-
tion so steigern, dass der Prozess mit ca. 4.000-fach hoherer
Volumenproduktivitit als beim Wildtyp-Enzym ablief (Ab-
bildung 6 B).* Das Enzym katalysiert die Umsetzung zu 6
mit >99.9% ee mit einer Substratbeladung von 130 gL ™"

Die promiske Cyanylierungsaktivitdit von HHDH wurde
durch eine Kombination von Enzymstrukturanalyse und
Analogie zu verwandten Ringoffnungen mit nicht-natiirli-
chen Pseudohalogenid-Nucleophilen entdeckt. Die niedrige
Cyanylierungsaktivitdt der Wildtyp-HHDH konnte danach
enorm durch gerichtete Evolution verbessert werden, indem
giinstige Mutationen auf einem Bergaufweg zur neuen

Funktion akkumuliert wurden.

3.2. Die Synthese von Thiooligosacchariden
mit einer konstruierten Glycosidase

Eine gute Strategie zur Einfithrung
einer neuen Aktivitit kann sein, ein reak-
tives Zwischenprodukt auf einen anderen
Reaktionsweg umzuleiten, so, wie es die
Natur mit den Hydroxylase- und Desatu-
raseenzymen vorgemacht hat. Ein schones
Beispiel dazu findet sich in einer frithen
Arbeit von Withers et al. Bei der Analyse

AT

99% ee

OH
Mo, HO  NO,
1. N _/_)—/ o
Me \
Me Me

des Katalysemechanismus von konfigura-
tionserhaltenden B-Glycosidasen und der
gezielten Modifikation der entscheidenden
katalytischen Reste konnten Withers et al.

Me ein reaktives Zwischenprodukt der Hy-
40% Ausb. 42% Ausb. 40% Ausb. drolyse glycosidischer Bindungen zur Syn-

99% ee >99% ee 97% ee . . .
these von Thiooligosacchariden umlen-

ken.[*]

B) industrielle Anwendung Thiooligosaccharide sind als Kohlen-
HHDH HHDH hydratmimetika mit einer stabileren und
oH Q —Hel _——t M HCN hydrolyseresistenteren ~ Glycosidbindung
+HC] von Interesse.’™ Sie sind allerdings

44

-

schwierig zu synthetisieren, weil fiir ihre
Herstellung meist Schutzgruppen und ein
hohes Maf} an stereochemischer Kontrolle
am anomeren Zentrum notwendig sind.

Volumenproduktivitat des Wildtyps:
6 mg L~" pro g Kat.

FEinige wenige Enzyme sind bekannt, die
die Bildung der C-S-Bindung in natiirli-

Me
OH OH
C02H

Evolution

gerichtete

chen Thioglycosiden katalysieren, doch es
gibt nur sehr wenige Veroffentlichungen

>99.9% ee
Atorvastatin

Substratbeladung: 130 g L™
Volumenproduktivitat: ca. 4000x WT

iiber ihren Einsatz fiir die Herstellung von
Thiooligosacchariden.””
Glycosidasen katalysieren die hydroly-

Abbildung 6. A) Promiske Epoxidringsffungsaktivitat von Wildtyp-HHDH.P? B) Verwendung
von HHDH zur Synthese der Atorvastatin-Seitenkette und Verbesserung der Volumenproduk-

tivitat mit gerichteter Evolution.®?
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tische Spaltung von Glycosidbindungen
und sind hauptsédchlich am Abbau kohlen-
hydratbasierter Biomasse beteiligt. Bei
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niedriger Wasserkonzentration sind diese katalytische S&ure/Base
Enzyme auch in der Lage, einen Glycosidaus- A) Glu
tausch zu katalysieren. 3-Glycosidasen, die diese
Reaktion unter Konfigu'rationserhalt am ano- QO o 0 o oo
meren Zentrum katalysieren, nutzen fiir die A ) 1
enzymatische Hydrolyse und die Glycosidaus- — 0 ( + HOR' 0 H‘O—R' —0
tauschreaktion einen doppelten Substitutions- HOT —_\“oRr E’ HO_\/ﬁ ~J T HOT\ _or
mechanismus, in dem ein katalytisches Nucleo- -
phil zuerst die austretende Aglycongruppe er- 0 (0 o o__o0

setzt und ein katalytischer Sdure/Base-Rest das
eintretende Wasser oder Glycosidnucleophil
aktiviert, das anschlieBend die neue anomere
Bindung bildet (Abbildung 7 A).B¥

Um eine neue Aktivitidt zu generieren, ist es B)

katalytisches Nucleophil

hilfreich (aber nicht zwingend erforderlich), Ala Ala
wenn das Ausgangsenzym diese bereits in ge-

. . e - CH; CHs CH;
wissem Umfang als promiske Aktivitiat aufweist.
In einem solchen Fall muss der Katalyseme- + Nue-
chanismus jedoch die Ubernahme der neuen ~—0 — 3 0 Nucw o~ _O

. . HO— HO—- HO—

Aktivitit ohne groBe Anpassung ermdoglichen. v—\_oDNP —DNPO- ‘/ﬁ 1 Nuc
Durch Substitution des katalytischen S&ure/ o .o (0 o o .o

Base-Glutaminrestes durch einen inerten Ala-
ninrest (Abbildun 7B) formten Withers et al.
das aktive Zentrum der B-Glycosidase von
Agrobacterium sp. (Abg) und von [-Mannosid-
ase (Man2A) aus Cellulomonas fimi so um, dass
diese nur die Glycosylierung aktivierter Dini-
trophenyl(DNP)-Glyosid-Donoren und Des-
oxythiozucker als Akzeptoren katalysierten.
Erstere erfordern keine Séureaktivierung, da die
Abgangsgruppe gut genug ist, um
vom katalytischen nucleophilen
Rest verdringt zu werden. Der
Desoxyzucker andererseits ent-
hélt ein stark nucleophiles Thiol,
das fiir die Kniipfung der Glyco-
sidbindung keine Basenkatalyse
benotigt.

Beide Glycosidasemutanten
katalysierten die Reaktion von
DNP-Glucose und DNP-Manno-
se mit den Glycosidakzeptoren 7
und 8 in guten bis ausgezeichne-
ten Ausbeuten (Abbildung 8).
Bemerkenswert ist, dass Kkeine
Schutzgruppen an den freien Hy-
droxygruppen der Glycosiddono-
ren und —akzeptoren erforderlich
sind. In weiteren Arbeiten zeigten Withers et al., dass Mu-
tationen am katalytischen Sdure/Base-Rest die Thioglycoli-
gaseaktivititen dieser konfigurationserhaltenden p-Glyco-
sidasen verstirken konnen.!

katalytische

DNP-Glc

DNP-Man

Reaktion nicht.

3.3. Carben- und Nitrentransferreaktionen mit Cytochrom-P450-
Enzymen

Metallophorphyrinkomplexe, die lange als synthetische
Modelle fiir Cytochrom-P450-Enzyme verwendet wurden,

www.angewandte.de

katalytisches Nucleophil

HO R
HO o + HS o

HO ODNP ' 'Ho ODNP
OH OH
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Abbildung 7. A) Mechanismus konfigurationserhaltender Wildtyp-B-Glycosidasen, die

Saure/Base- und katalytische nucleophile Reste bereitstellen; R"=H oder

ein anderer Zucker bei niedriger Wasserkonzentration.”® B) Mechanismus kiinstlicher
Thioglycoligasen, von denen ein katalytischer Siure/Base-Rest entfernt wurde;
DNP = Dinitrophenyl; Nuc = Desoxythiozucker-Nucleophil als Akzeptor.*®!

HO R
Abg E171A
9 HO 0O s (o]
— > o HO ODNP
OH OH
9: R = CH,OH, 64%
10: R=H, 79%

Man 2A HO OH

HO— OH R R
E—
HO ODNP HO ODNP HO HO ODNP
OH OH

7:R = CH,0H
8:R=H

11: R = CH,OH, 35%
12: R = H, 82%

Abbildung 8. Verwendung kiinstlicher Thioglycoligasen zur Synthese von Thiodisacchariden.®” Die Aus-
beuten wurden nach Peracetylierung der Thiodisaccharide bestimmt. Wildtypenzyme katalysieren diese

katalysieren auch chemische Reaktionen, die keine natiirli-
chen Gegenstiicke haben. So ist beispielsweise die Reaktion
von Metalloporphyrinen (darunter auch Eisenporphyrine)
mit Diazoverbindungen zu reaktiven Metall-Carbenoid-
Zwischenstufen fiir Cyclopropanierungen gut dokumentiert
(Abbildung 9A).*1 Wihrend Carbene im Allgemeinen zu
reaktiv fiir eine weitere Charakterisierung sind, erwiesen sich
einige dieser Metall-Carbenoide als stabil genug fiir eine
Isolierung und Rontgenstrukturanalyse.*!! Diese isolierten
Metall-Carbenoide sind an der Cyclopropanierung beteiligt,
was darauf schlie3en ldsst, dass metalloporphyrinkatalysierte
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A) Arf
1
CO,Et A CO,Et
PRt M > /<]/
N, 4200 Turnover Ph
Arf = CgF5
(Lit. [40b])
Me 0.0 Me o
Ys” _IPh Kaninchenleber w0
Me N7 P450 Me S\NH
Me < 3 Turnover
Lit. [43
I (Lit. [43]) e Me
B)
( ) as .
o N\ N 0, + natiirliche Kafal yse
Felll / NAD(P)H (Monooxygenierung)
R/<l N/l \N Y H
1
B
Cys
i)
N—||——=N
Nt H,0 +
v 2
R //I|=e\ / NAD(P)
N=——N
™
Cys
\ Compound | )
4 )
X,R' N\F "//N X'R' nicht-natiirliche
< 11 Katalyse
R/<I N/—I\N N, (Carben/Nitren-
é Transfer)
h
Cys
R
A
N—|[—N
AN
R/\ /Fe\/ N,
N—!N
D
Cys
N\ J

Fur Carbene, X = C, R' = CO,Et
Fur Nitrene, X = N, R' = SO,Ar

Abbildung 9. A) Beispiele fiir die Reaktivitdt von Carbenen und Nitrenen
mit Eisenporphyrinen.“®#1 B) Vergleich der Monooxygenierungsaktivitit
und der nicht-natiirlichen Carben/Nitren-Transferreaktion von P450-BM3.
Oberer Kasten: Reaktion von Fe"' (aus P450-BM3) mit O, und NAD(P)H zu
Compound |, der aktiven Zwischenstufe fiir die Monooxygenierung. Unterer
Kasten: Reaktion von reduziertem Fe" mit einer aktivierten Verbindung, ge-
folgt von der Abspaltung von N,, erzeugt eine postulierte Carbenoid- oder
Nitrenoid-Verbindung.

Cyclopropanierungen iiber Metall-Carbenoid-Zwischenstu-
fen verlaufen.

Metalloporphyrine bilden in Gegenwart aktivierter Ver-
bindungen wie Azide oder Iminoiodinane auch reaktive Ni-
trenoide. Breslow und Gellman zeigten als erste, dass meso-
Tetraphenylporphyrineisen(IIl)-chlorid intra- und intermo-
lekulare Nitreniibertragungen katalysieren kann, wenn es mit
Iminoiodinanen umgesetzt wird,”” wobei Metall-Nitrenoide
wahrscheinlich die Zwischenstufen sind. In einer Folgearbeit
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von Dawson et al. wurde nachgewiesen, dass ein Cyto-
chrom P450 aus Kaninchenleber die gleiche Nitren-
Ubertragungsreaktion katalysieren kann, wenn auch mit
sehr niedrigem Durchsatz.) Wegen der Ahnlichkeit
zwischen Carben/Nitren und Oxen (des Freier-Sauerstoff-
Aquivalents der reaktiven Spezies bei P450-Monooxyge-
nasereaktionen) beziiglich der elektronischen Konfigu-
ration und daher Elektrophilie (Abbildung 9B) vermu-
teten wir, dass Cytochrom-P450-Enzyme eine promiske
Aktivitdt fiir Carben- und Nitreniibertragungen haben
konnten und dass solche Aktivitdten durch Protein-En-
gineering verbessert werden konnten. In einer Mischung
von Ethyldiazoacetat und Styrol in Gegenwart von
Wildtyp-P450-BM3 aus B. megaterium entstand in Spuren
das entsprechende Cyclopropanderivat.*! In weiteren
Arbeiten wurde bestétigt, dass verschiedene Hamprotei-
ne und sogar freies Ham eine Olefin-Cyclopropanierung
in Wasser katalysieren konnen.™ Von besonderem In-
teresse sind aber einige Wildtyp-P450-Enzyme, deren
Diastereoselektivitét sich von der des freien Hdms un-
terscheidet und die auch eine gewisse Enantioinduktion
aufweisen.**! Die ungewohnliche Selektivitit der P450-
Enzyme deutet darauf hin, dass die Cyclopropanierung im
aktiven Zentrum stattfindet und dass die Geometrie des
aktiven Zentrums die Konfiguration des Reaktionspro-
dukts kontrolliert. Wir hielten diese P450-Varianten
daher als Ausgangsenzyme fiir geeignet zum Protein-
Engineering und zur Entwicklung einer neuen Enzymfa-
milie, die Diazoverbindungen fiir Carbeniibertragungen
auf organische Molekiile aktivieren kann.[**46-]
Mutationen steigern die nicht-natiirliche Cyclopro-
panierungsaktivitdt von P450-BM3 drastisch. Die Substi-
tution des distalen Threoninrestes Thr286, der eine ent-
scheidende Rolle im natiirlichen Katalysezyklus fiir die
Monooxygenierung spielt, durch Alanin verbesserte die
Wechselzahl mehr als 60-fach. Weitere Bearbeitung des
aktiven Zentrums fiihrte zur Variante P450g,;-CIS-
T438S, die die Cyclopropanierung von Styrol in ausge-
zeichneter Ausbeute, Diastereoselektivitit und Enantio-
selektivitdt katalysiert (Abbildung 10 A). Eine Mutation
am axialen Cystein-Liganden verbesserte die Cyclopro-
panierungsaktivitdat am starksten. Wird Cystein in Positi-
on 400 von P450-BM3 durch Serin ersetzt (Cys400Ser),
verschiebt sich die charakteristische Absorption bei 1=
450 nm im CO-Differenzspektrum nach 1=411nm;
daher werden die Katalysatoren mit Serin-Ligand als
,»P411° bezeichnet. Die Serin-Mutation ermoglicht auch
die Reduktion des Eisen-Hdam-Komplexes unter zellula-
ren Bedingungen zum aktiven Fe?*-Katalysator; daher ist
eine Cyclopropanierung mit ganzen Zellen, die diese

Proteine exprimieren, moglich. Die Styrol-Cyclopropanie-
rung wurde von einem P411-Enzym im Gramm-Mafstab in
72% Ausbeute und mit Wechselzahlen von etwa 67000 ka-
talysiert; damit reicht das Enzym an die aktivsten bekannten
Rhodium-Katalysatoren heran.

[46]

Die enzymkatalysierte Cyclopropanierung wurde bei der

formalen Synthese von Levomilnacipran, einem Inhibitor der
Serotonin- und Norepinephrin-Wiederaufnahme, der fiir die
klinische Behandlung von Depressionen zugelassen ist, ge-
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A) A rcozEt P450-Variante
+ —_—
PR™S ,j ) Ph CO,Et
Styrol ~ Ethyl- P450gy3-CIS T438S: cis/trans 92:8
diazoacetat 97% ee (cis-lsomer)
P411gy3-CIS: cis/trans 90:10
99% ee (cis-lsomer)
B) o o
COEt BM3-HStar  p, ||
Ph + f EE— " "NEt,
NEt, N
2 86% Ausb.
dr. 98:2 CO,Et
.. .
13 92% ee 14
(o]
SIS
f NEt,
e, ~NH4CI
Levomilnacipran
C) [o}
H2-5-F10 (o]
Ar—NH, + R H\)L
! 26-83% Ausb.  Ar” R
2 130-354 Turnover
3 3
) R R %,
SO;N3  P450-Variante s\//
_>
H NH
R® R® R2
R1 R2 R1
Substrat Hamprotein TTN
15 R'=Me, R2=H, R3 = Et P411gy3-CIS 430
16, R' = R2=Me, R3 = iPr FL#62 388
HRP 311
Mb 181
Ts
i v
N S<me  P411ausCIS X S Me
R*— ——» R4—
Z 30-300 Turnover Z
F) o 0
N7
R4 SO,N;  P450-Variante R% ‘s(NH R 520
—_— \
\@[/\/ ® \CL) ' M
R
|
RS R
17 18 19
P450-Variante Substrat TIN 18119 ee (18)[%] ee (19) [%]
P411gy3-CIS-T438S-1263F 17a, R4 = nPr, RS = H 361  97:3 99 -
17b, R* = nBu, R% = Me 178 90:10 99 -
17¢, R*=CO,Et, RS=H 192 95:5 97 -
P411gy3-T268A-F87A 17a, R* = nPr, RS = H 187  30:70 - 99
17b,R*=nBu,R°=Me 128 3:97 - 99
17¢,R*=CO,Et, R®=H 130 5:95 - 99

Abbildung 10. P450-katalysierte nicht-natiirliche Carben- und Nitreniibertragungen: A) Styrolcy-

clopropanierung;**¥ B) Cyclopropanierung von N,N-Diethyl-2-phenylacrylamid als Synthese-
zwischenstufe fiir Levomilnacipran;”? C) N-H-Insertion;* D) intramolekulare C-H-Aminie-
rung ;% E) intermolekulare Sulfimidierung;*®! F) regioselektive C-H-Aminierung durch ver-
schiedene P450-Varianten.%
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nutzt."”) Eine Variante von P450-BM3
mit nur fiinf Aminosduremutationen,
darunter der Austausch des proximalen
Cysteinrestes gegen Histidin, katalysierte
die Cyclopropanierung von N,N-Diethyl-
2-phenylacrylamid (13) in 86 % Ausbeute
und mit 92% Enantioselektivitit im
priaparativen MaBstab (Abbildung 10B).
Der im Labor entwickelte Katalysator
BM3-Hstar fiihrte die Cyclopropanie-
rung in Gegenwart von Sauerstoff durch
und zeigte eine Anfangsgeschwindigkeit
der Reaktion, die im gleichen Bereich
liegt wie die der Monooxygenierung
durch das Wildtyp-P450-BM3 (Wechsel-
zahl >1000 pro Minute). Die Untersu-
chung einer Auswahl von 2-Phenylacryl-
amid-Derivaten zeigte, dass BM3-Hstar
ein recht allgemeiner Cyclopropanie-
rungskatalysator ist, der Substrate mit
unterschiedlichen sterischen und elek-
tronischen Eigenschaften umsetzt."*!

Carbeninsertion in Aryl-N-H-Bin-
dungen, eine andere Reaktion, die von
Eisenporphyrinen katalysiert wird, kann
auch von Varianten von P450-BM3 ka-
talysiert werden.””! Die P411-Variante
H2-5-F10 setzte eine solche Insertions-
reaktion mit bis zu 83% Ausbeute und
354 Reaktionszyklen in vitro um (Abbil-
dung 10C). Freies Fe-Protoporphyrin IX
kann an Anilin N-H-Insertionen kataly-
sieren und produziert eine Mischung aus
Einfach- und Doppelinsertionsproduk-
ten. Im Unterschied dazu erhélt man mit
dem Enzym nur ein Produkt mit einer
Insertion. Dies unterstreicht die Bedeu-
tung der Proteinbindetasche fiir die Se-
lektivitdtskontrolle.

Nach der ersten Publikation von
Dawson et al.**! verbesserten McIntosh
et al. die katalytische Wirksamkeit von
P450-BM3 fiir die intramolekulare C-H-
Aminierung mit Sulfonylaziden als
Nitren-Vorstufe stark.” Fiir die Um-
setzung des Azids 15 erwiesen sich die
Mutationen an Schliisselpositionen wie
Thr268 in Helix I (Thr268Ala) und dem
proximalen Cystein-Liganden an der
prosthetischen Hamgruppe (Cys400Ser)
als ausschlaggebend fiir die Verbesserung
der Gesamtwechselzahl (total turnover
number, TTN) bei der Aminierung
(Abbildung 10D). Die Variante P411 -
CIS katalysierte die Aminierung mit bis
zu 87 % Enantioselektivitdt und 430 Re-
aktionszyklen. Die gleiche Variante
konnte auch die Nitreniibertragung von
p-Toluolsulfonylazid auf eine Reihe von
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natiirliche SHC-Aktivitat

Neumann und Simon(>4 (1986)

OH
Me | Me
X SHC
—_—
™
Me Me
Homofarnesol Ambroxan

Abbildung 1. Cyclisierung von Squalen durch SHC und von Homofar-
nesol durch eine promiske Aktivitit von SHC.P*l

Thioethern unter Bildung der entsprechenden Sulfimide mit
Wechselzahlen von 30-300 katalysieren (Abbildung 10 E).%!
Da freies Him diese Sulfimidierung iiberhaupt nicht kataly-
siert, spielen die Liganden des Hdm-Cofaktors im Protein
und/oder das Protein selbst die entscheidende Rolle beim
Modulieren der Reaktivitit der Nitrenoid-Verbindung.

Einer unabhingigen Untersuchung von Fasan et al. zu-
folge kann die intramolekulare C-H-Aminierung des Sul-
fonylazids 16 durch eine andere Variante von P450-BM3
(FL#62) katalysiert werden, obwohl diese nicht die Mutatio-
nen Thr268Ala und Cys400Ser trigt.'¥ Die Untersuchungen
der Autoren zum Substratspektrum der intramolekularen C-
H-Aminierung mit FL#62 ergaben, dass der Biokatalysator
eine Reihe von Substituenten am Arylring toleriert. In einer
nachfolgenden Veroffentlichung wird weiter berichtet, dass
die C-H-Aminierung am Azid 16 mit guten Wechselzahlen
auch mit Myoglobin (Mb) oder Meerrettich-Peroxidase
(HRP) katalysiert werden kann."® Wihrend Wildtyp-Myo-
globin keine nachweisbare Enantioselektivitét fiir die Ami-
nierung mit 16 aufwies, konnte durch Einfiihrung der Muta-
tionen His64Val und Val68Ala eine {iiberraschende, gute
Enantioinduktion (60% ee mit 16) erzielt werden. Diese
Befunde lassen vermuten, dass auch andere Hémproteine
sehr geeignete Plattformen fiir die Entdeckung neuer Kata-
lysatoren fiir nicht-natiirliche Reaktionen sind.

Hyster et al. zeigten in einer aktuellen Arbeit, dass die
Regioselektivitdt dieser enzymkatalysierten C-H-Aminie-
rung durch Mutationen nachjustiert werden kann (Abbil-
dung 10F).’*! Die Variante P4115,;-CIS-T438S-1263F kata-
lysierte die C-H-Aminierung der Substrate 17a—c¢ in der
Homobenzyl-Position mit ausgezeichneter Regio- und
Enantioselektivitit. Die Variante P411,;-T268 A-F87A hatte
dagegen eine starke Priferenz fiir eine C-H-Aminierung in
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der Benzylposition, ebenfalls mit groer Regio- und Enan-
tioselektivitiat. Eine gezielte Modifizierung des aktiven Zen-
trums kann die Konformation der reaktiven Zwischenstufe
also so weit verdndern, dass der Katalysator die thermody-
namische Neigung zur Reaktion an der Benzylposition
tiberwinden kann. (Die Dissoziationsenergie der benzyli-
schen C-H-Bindung ist um mehr als 10 kcalmol ™" niedriger
als die der nicht-benzylischen Bindung).

3.4. Umlenkung der Cyclisierung mit Terpensynthasen

Die Squalen-Hopen-Cyclase (SHC) katalysiert die kat-
ionische Polycyclisierung von Squalen zu den pentacyclischen
Produkten Hopen und Hopanol (Abbildung 11), eine Reak-
tion, die nach Hauer et al. sehr an die durch chirale Brgnsted-

A) Hauer et al.;!5% Hoshino et al.[5¢]
SHC-katalysierte Cyclisierung terpenahnlicher Substrate

Me "Me

B) Siedenburg et al.[57: 58]
SHC-katalysierte Prins-Cyclisierung von Citronellal

ZMO1548
Me (SHC aus Me
Z. mobilis)
N _Me ——» <
|
o Me OH Me
Citronellal Isopulegolisomere

WT: ca. 30% Umsatz
W555Y-Mutante: > 70% Gesamtumsatz

Abbildung 12. A) SHC-katalysierte Cyclisierung terpendhnlicher Sub-
strate; die rot markierten Bindungen wurden wihrend der Reaktion ge-
bildet;#*>% B) SHC-katalysierte Prins-Cyclisierung von Citronellal zur
Herstellung von Isopulegol, einer Vorstufe von Menthol, und die Stei-
gerung der Aktivitat durch Mutation.?”>#
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Sduren katalysierten Polycycli-
sierungen erinnert.®? Die Kris-

Transformation

F. H. Arnold et al.

Umsatz mit

WT AacSHC [%] ~ Mutante

Umsatz [%]

tallstruktur von SHC aus Alicy-
clobacillus acidocaldarius
(AacSHC) wurde 1997 gelost,!
aber ihre Promiskuitét ist schon
seit 1986 bekannt, als Neumann S | OH
und Simon zeigten, dass Homo-

farnesol von SHC zu Ambroxan, Me Me
einem wertvollen Duftstoff, cyc-
lisiert werden kann.F*l Diese
Reaktion kann als promisk be-
ziiglich des Substrats und der Me
Enzymkatalyse angesehen

werden, denn der Angriff durch o OH
ein internes Nucleophil beendet
die Cyclisierungsreaktion.

Hauer et al. untersuchten die
inhdrente Promiskuitdt dieses
Enzyms mit einer Auswahl ter-
penéhnlicher Substrate, um neue
carbocyclische Geriiste herzu- (|) Me
stellen (Abbildung 12 A). Durch
Variation der terminierenden (S)-Citronellal
Gruppen fiir die Cyclisierungs-
reaktion konnten sie eine SHC-
katalysierte Cyclisierung ver-
schiedener nicht-natiirlicher
Substrate in niedriger bis miBiger Ausbeute erreichen.’*>!
Das Substratspektrum der SHC-katalysierten Cyclisierung
wurde auch von Hoshino et al. untersucht.!

SHC zeigt auch eine schwache Aktivitét fiir die Prins-
Cyclisierung von Citronellal zu Isopulegol.”” Siedenburg
etal. fiihrten eine ortsgerichtete Sattigungsmutagenese an
drei Resten im aktiven Zentrum der SHC aus Z. mobilis
(ZMO1548) durch, um die Bildung von Isopulegolisomeren
aus racemischem Citronellal zu verbessern (Abbil-
dung 12B)."® Zwei Aminosiurepositionen wurden als wich-
tig fiir eine gesteigerte Isopulegolbildung erkannt: Die
Trp555Tyr-Mutation ergab mehr als 70 % Gesamtumsatz zu
einem Isomerengemisch von Isopulegol gegeniiber ca. 30 %
beim Wildtyp-Enzym. Die Phe486Cys-Variante lieferte mehr
als 50% Gesamtumsatz mit einer leicht verbesserten Dia-
stereoselektivitit.

In einer ganz aktuellen Untersuchung verdnderten Hauer
et al.”! eine SHC aus A. acidocaldarius (AacSHC), um die
katalytische Aktivitdt fiir mehrere unterschiedliche Modi
einer Brgnsted-Sdure-katalysierten Cyclisierung, darunter die
Prins-Cyclisierung von (S)-Citronellal (Abbildung 13), zu
verbessern. Beim Durchmustern einer Bibliothek von En-
zymvarianten, die durch die Mutation verschiedener Ami-
nosduren in der Umgebung des katalytischen Asp376 herge-
stellt worden war, entdeckten die Autoren Varianten mit
stark verbesserten Aktivitdten fiir diverse Cyclisierungen.
Die Tyr420Trp-Gly600Phe-Mutante katalysierte die Cycli-
sierung von 6,7-Epoxygeranion zum Cyclohexanoid 22 mit
78 % Umsatz, was einer etwa 140-fachen Verbesserung ge-
geniiber dem Wildtyp entspricht. Ahnlich katalysierte die
Ile261 Ala-Mutante die Prins-Cyclisierung von ()-Citronellal

Geraniol

Me Me
6,7-Epoxygeraniol

Me

s _Me

tivitat.
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0.40£0.03 F365C 15+0.72

nd. G600F 68 £ 3.1

Y420W 54 +0.42

OH 0.57+0.13

Y420W-G600F 78 +£2.1

22

0.59+0.03 1261A 11+£0.01

OH Me

iso-Isopulegol

Abbildung 13. AacSHC-Cyclisierungsreaktionen von Substraten mit funktionellen Gruppen wie Epoxiden
and Aldehyden als Initiatoren sowie Identifizierung von Enzymvarianten mit verbesserter Cyclisierungsak-

zu iso-Isopulegol mit 11% Umsatz, einer etwa 20-fachen
Verbesserung gegeniiber dem Wildtyp-Enzym. Es wird in-
teressant sein zu verfolgen, ob diese nicht-natiirliche Cycli-
sierungsaktivitit von SHC oder anderen Terpensynthasen
noch mehr ausgeweitet werden kann, um auch andere
Elektrophile als Initiatoren zu akzeptieren.[*”)

4. Neue Chancen am Horizont?

Biokatalytische Transformationen machen gegenwirtig
nur ein kleines, allerdings wachsendes Segment industriell
relevanter chemischer Prozesse aus. Um das Potenzial der
Biokatalyse fiir eine nachhaltige Chemie jedoch vollstidndig
zu nutzen, muss die Auswahl an enzymkatalysierten Trans-
formationen um bisher nicht aus der Natur bekannte Um-
wandlungen erweitert werden. Die beschriebenen Beispiele
verdeutlichen einen evolutiven Ansatz, der einige Merkmale
des Weges nachvollzieht, auf dem die Natur neue Katalysa-
toren erzeugt. Wir haben das Gefiihl, dass wir bislang kaum
die Oberfldache der Moglichkeiten angekratzt haben, denn die
Promiskuitdt von Aktivititen unter den Enzymen ist weit-
verbreitet und kann durch Protein-Engineering und beson-
ders durch gerichtete Evolution verbessert werden. Die che-
mische Intuition wird uns bei der Suche helfen.

Mehrere aktuelle Entdeckungen von neuartigen promis-
ken und nicht-natiirlichen Enzymaktivitdten demonstrieren
das Potenzial fiir kiinftige Biokatalysator-Entwicklungen. Die
folgenden Beispiele befinden sich zwar noch in frithen Sta-
dien, sind aber dennoch wichtige Belege fiir das Konzept der
Promiskuitdt und haben das Potenzial fiir spitere Anwen-
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dungen. In Féllen, wo Wildtyp-Enyzme nicht-natiirliche Re-
aktionen katalysieren, ist es absolut moglich, ihre Aktivitat
mit Protein-Engineering und gerichteter Evolution zu ver-
stiarken, ihre Selektivitit abzustimmen und ihren Nutzen fiir
die Synthese zu erhohen.

4.1. C-H-Funktionalisierung durch SyrB2-Halogenase

Ahnlich wie im Beispiel der Hydroxylase/Desaturase gibt
es in der Natur die Gabelung des Reaktionspfades fiir Ha-
logierung und Hydroxylierung mit Fe"- und a-Ketoglutarat-
abhingigen (Fe/aKG-)Enzymen. Ein Fe/aKG-Enzym aus
dem Syringomycin-Biosyntheseweg von Pseudomonas syrin-
gae B301D, SyrB2, katalysiert die Halogierung der terminalen
Methylgruppe von L-Threonin, das am Tragerprotein SyrB1
hingt."!! Dieses Enzym ist mit Fe/aKG-Hydroxylasen ver-
wandt, die einen fast identischen Reaktionsmechanismus
nutzen. Beide Reaktionen beginnen mit einer einleitenden
Abstraktion eines Wasserstoffatoms vom Substrat durch eine
Fe™-Oxo-Zwischenstufe und bilden ein kohlenstoffzentrier-
tes Radikal (Abbildung 14).%? Der nachfolgende Schritt be-
stimmt, welches Produkt entsteht: Eine homolytische Kupp-

Angéwandte

lung mit einem Hydroxo-Liganden ergibt das hydroxylierte
Produkt (Weg a), wihrend die Kupplung mit einem Halo-
genido-Liganden das chlorierte oder bromierte Produkt
ergibt (Weg b). Ein grundlegender Unterschied zwischen den
beiden Enzymen liegt in der Beteiligung eines koordinie-
renden Asp/Glu-Restes in Fe/aKG-Hydroxylasen, wihrend
diese Position in der SyrB2-Halogenase von einem nicht-ko-
ordinierenden Ala-Rest eingenommen wird. Dadurch hat das
Fe-Zentrum hier eine zusitzliche Koordinationsstelle, an der
sich das Halogenid-Anion befindet, das anschlieBend ins
Produkt eingebaut wird. Wegen dieser Ahnlichkeiten in
Struktur und Mechanismen schlugen Walsh et al. vor, dass
sich die Fe/aKG-Halogenase aus der Fe/aKG-Hydroxylase
entwickelt haben soll.[*’]

Mit Threonin als Substrat bildet SyrB2 bemerkenswert
selektiv 4-Chlor-L-threonin, vermutlich, weil der Hydroxyl-
radikal-Rebound von Zwischenprodukt A (Abbildung 14 A)
nicht mit dem Halogenradikal-Rebound konkurriert. Ersetzt
man das nicht-koordinierende Ala in SyrB2 durch Glu, bildet
sich ein Hydroxylase-dhnliches Metallzentrum, allerdings
erwies sich die Mutante als ineffiziente Hydroxylase.*! Mit
dem Wildtyp-SyrB2-Substrat Norvalin, einer Aminosiure mit
fiinf Kohlenstoffatomen, entstand fast ausschlieBlich das

Hydroxylierungsprodukt (Abbildung 14 B). Dies
deutet auf ein komplexes Zusammenspiel zwi-

A : .
) ! For SyrB2 schen Substrat und dem aktiven Zentrum des
i i : ' Proteins hin, das die Selektivitdt zwischen Hy-
R R\ R = SyrB1 droxylierung und Halogenierung bestimmt. Zur
H 0, €O, H o : weiteren Untermauerung dieser Beobachtung
% - 5 f (‘ﬁ 2 >_R o=p_on Wurde das koordinierende Asp in der Prolyl-4-
His=™ | LOK , Hi:'/Fe_o ! Hydroxylase (jcbe.nfalls. ein Fe/aKG-Enzym)
His R | Me durch Ala substituiert. Die entstehende Mutante

His . - [65]
war inaktiv.™ Trotz der angenommenen evolu-
R HO Me  tiven Beziehung zwischen den beiden Enzymen
\OH o) O funktioniert die vereinfachende Strategie, eine
R? ‘a R! HN freie Koordinationsstelle fiir die Halogenidbin-
i &Fe o &/1 - dung zu schaffen, um aus einer Hydroxylase eine
is |!| ' KOH o o Halogenase zu machen, nur in sehr speziellen
is b j 5 w
R Fillen.
xIN= HN e .
— - ,{}e— Es sind inzwischen viele Fe/aKG-Hydroxy-
His [ | S
- His lasen entdeckt worden, die unterschiedliche
o S Arten von Substraten umsetzen; bei manchen ist
X ?H >—R2 . A H:N., o es auch nicht notig, dass die Substrate an ein
jigesTE—0 b : Tragerprotein gebunden sind. Fe/aKG-Haloge-
|, X = Asp/Glu in Hydroxylase : Me”” “OH nasen kommen dagegen relativ selten in der
His Cl/Br in Halogenase  : .

9 Natur vor. Eine Umwandlung von Hydroxylasen
B) C4-Chiorierung hauptséchlich in Halogenasen wiirde eine schnelle Diversifi-

fast ausschlieBlich

\‘ OH O
Me)\l/u\s}»
NH,
Threonin—SyrB1

C5-Hydroxylierung

Norvalin—SyrB1

Abbildung 14. A) Mechanismus der Fe/aKG-Hydroxylase (Weg a, rot) und der Fe/
0KG-Halogenase (Weg b, blau); das gemeinsame reaktive Zwischenprodukt A kann
entlang zweier Wege abreagieren, je nach den Liganden um das Fe-Zentrum. B) Un-
terschiedliches Reaktionsprodukt SyrB2-katalysierter Reaktionen von Threonin-SyrB1
und Norvalin-SyrBT; dies ist ein Hinweis auf das komplexe Zusammenspiel zwischen
Proteinfaltung und Substratpositionierung bei der Festlegung des Produktes der

SyrB2-katalysierten Reaktion.
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zierung der von Fe/aKG-Enzymen gebildeten
Sekundédrmetaboliten erméglichen. Zu diesen
Metaboliten gehoren auch wertvolle f-Lactam-
Antibiotika sowie modifizierte Aminosduren
und Nucleobasen.*®!

Die Chemie von SyrB2 kann auch auf nicht-
natiirliche Funktionen erweitert werden. Matt-
hews et al. zeigten kiirzlich, dass Wildtyp-SyrB2
in Gegenwart von N;~ oder NO,™ eine radikali-
sche Azid- oder Nitratiibertragung auf Substrate
(L-2-Aminobutyrat, L-Threonin und L-Norvalin),
die an SyrBl gebunden sind, in geringen Aus-
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beuten und mit niedrigen Wechselzahlen
katalysieren kann.[] Diese Reaktivitit erin-
nert an die radikalische C-N-Kupplung in der
Synthesechemie, fiir die es angesichts von NH,
Literaturbeispielen wahrscheinlich ist, dass
viele stickstoffhaltige Verbindungen (wie
Azide und Nitritsalze) wichtige Reaktions-
partner in  Radikalkupplungen  sein
konnen.™ An diesem Punkt erfordert die
enzymkatalysierte Reaktion allerdings eine
Bindung des Substrats an ein Trégerprotein,
und die Ausbeuten sind sogar unter Bedin-
gungen fiir einen einzigen Reaktionsumlauf [

HO;C\/\SH
NH,

gering. Bertiicksichtigt man auBlerdem die
offensichtliche Komplexitdt der Substratpo-

HO,C
2 \__/\OAC

nicht-natiirliche Katalyse

HOZC\(
N

F. H. Arnold et al.

natiirliche Katalyse durch OASS

PLP HO,C
2 \:/\OAC
_> ﬁ
PLP?
—HOAc
H,S [ HO,C
—pp | pLp*N
PLP = o
NucH N HO\ /OH
uc- HOZC\/\ HO. Ps
I
» Nuc | A (o] (o]
—PLP NH ~
2 Me” N

-
sitionierung im aktiven Zentrum, um das PLP
Ergebnis Fe/aKG-Enzym-katalysierter Re-
aktionen festzulegen, diirfte die Optimierung
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4.2. Synthese nicht-natiirlicher Aminoséuren

Fermentationsausbeute mit 9.1
W3110/pACcysE™ [g L]

13.2 2.2 7.3 6.5

mit O-Acetylserin-Sulfhydrylase und
Tryptophan-Synthase

Natiirliche und nicht-natiirliche Amino-
sduren sind wichtige Bestandteile vieler ak-
tiver pharmazeutischer Wirkstoffe (active pharmaceutical
ingredients, APIs); sie machen etwa 18 % aller Bausteine in
der pharmazeutischen und agrochemischen Industrie aus.!®”!
Natiirliche L-Aminosiduren werden hauptséchlich durch Fer-
mentation und Extraktion aus Rohmaterialien gewonnen.
Nicht-natiirliche Aminosduren (unnatural amino acids,
UAAs) dagegen werden meist chemisch synthetisiert, weil es
keine Biosynthesewege gibt, um die nicht-natiirlichen Sei-
tenketten einzufithren. Es wurden viele Syntheseverfahren
fiir die Herstellung von UA As entwickelt, letztlich aber hangt
die kommerzielle Produktion von einer asymmetrischen
Hydrierung oder einer Racematspaltung ab.”” Diese Ver-
fahren erfordern oft den Einsatz von Schutzgruppen (die
anschliefend abgespalten werden miissen) und Katalysato-
ren, die fiir neue Zielverbindungen de novo entworfen
werden miissen. Die Entwicklung von Biosynthesewegen fiir
UAAs konnte die Produktion moglicherweise vereinfachen.

O-Acetylserin-Sulfhydrylase (OASS; die Bezeichnung
Cystein-Synthase ist ebenfalls géngig) ist ein Pyridoxalphos-
phat(PLP-)abhingiges Enzym, das den abschlieBenden
Schritt der Cysteinbiosynthese katalysiert.”"! Nach der Bil-
dung eines Aldimins aus O-Acetylserin und PLP wird die
Acetatgruppe von O-Acetylserin abgespalten; es entsteht ein
Aminoacrylat-Zwischenprodukt, das anschlieSend mit H,S zu
L-Cystein reagiert (Abbildung 15). In den spiten 1960er
Jahren stellten Giovanelli und Mudd"® sowie Thompson und
Moore™! unabhingig voneinander fest, dass diese Enzym-
klasse auch die Synthese von S-substituierten Cysteinderiva-
ten katalysiert, was auf eine wenig ausgepréigte Substratspe-
zifitdt der Enzyme schlieBen ldsst. Heterocyclische, [3-substi-
tuierte Alanine sind zwar selten, kommen aber natiirlicher-
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Abbildung 15. Synthese nicht-natiirlich -substituierter Alaninderivate mit Acetylserin-Sul-
fhydrylase und Fermentationsausbeuten mit dem E.-coli-Stamm W3110/pACcys

Efor 751

weise in Pflanzen vor.” Die Aufklirung der Biosynthese
dieser nicht-proteinogenen Aminosduren ergab, dass sie
durch die Kondensation von O-Acetyl-L-Serin mit den ent-
sprechenden Nucleophilen gebildet werden.

Ausgehend von der Annahme, dass dieser Syntheseweg
mit der OASS eine reaktive Zwischenstufe und den Reakti-
onsmechanismus gemeinsam hat, zeigten Ikegami et al. in
einer Reihe von Veroffentlichungen, dass die OASS von ho-
heren Pflanzen tatsdchlich die Synthesen von -(Pyrazol-1-
yl)-L-alanin, L-Quisqualinsdure, L-Mimosin und verschiede-
nen anderen nicht-proteinogenen Aminosiuren in niedrigen
Ausbeuten katalysieren kann.™ In einer nachfolgenden
Arbeit demonstrierte Maier,”! dass der gesamte metaboli-
sche Stoffwechselweg modifiziert werden kann, um die
niedrigen Titer zu verbessern. Bislang wurde jedoch noch
keine Arbeit veroffentlicht, in der die Verbesserung der
UAA-Ausbeute mithilfe eines kiinstlichen OASS-Enzyms
beschrieben ist. Rontgenstrukturen von CysK1 und CysM,
beides Cysteinsynthasen, lassen auf einen Substrattunnel
schlieen, der wahrscheinlich als Durchgang fiir eintretende
Nucleophile wirkt.”! Eine Optimierung dieses Substrattun-
nels fiir Nucleophile verschiedener Grof3e konnte eine alter-
native Route bieten, um die Produktion von UAASs zu ver-
bessern.

Die Tryptophan-Synthase katalysiert die Bildung von
Tryptophan nach einem Mechanismus, der demjenigen der
OASS stark dhnelt. In der f-Untereinheit des Enzyms folgt
auf die Kondensation von Serin mit PLP eine Dehydratation
zu einer Aminoacrylat-Zwischenstufe, die im Anschluss eine
Konjugat-Addition mit Indol eingeht.””’ Ebenso wie die
OASS enthilt die Tryptophansynthase einen hydrophoben
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Tunnel fiir Indol. Das Wildtyp-Enzym kann die Produktion
verschiedener Tryptophan-Analoga katalysieren, wenn die
entsprechenden heterocyclischen Nucleophile wie Thieno-
pyrrole, Azaindole und Indazole eingesetzt werden (Abbil-
dung 16).¥ Allerdings ist noch eine Optimierung des Enyzms

Katalysestrategie der Tryptophan-Synthase

PLP

HO,C
HOzC\:/\OH 2 \E/\OH - H,0
NH, pLp=N

@ ;
N
H HOZC%
7, N
—-PLP PLP”

ausgewahlite Beispiele von Analoga, die mit Wildtyp-
Tryptophan-Synthase hergestellt wurden

HO,C =
TR
NH, N
H
Se
HO,C |
\/\E\gj Hozc\;/\’ﬂ
NH, N NH, Nx

Abbildung 16. Mechanismus der Tryptophan-Synthase und einige re-
prasentative UAAs, die mit der Wildtyp-Tryptophan-Synthase herge-
stellt wurden.””7®

erforderlich, um das Verfahren praktikabel zu machen. Wie
bei der OASS konnten gerichtete Evolution und Protein-
Engineering dieses Enzym besser geeignet fiir die UAA-
Herstellung machen.

5. Schlussfolgerungen

Wihrend der letzten fiinfzig Jahre haben Chemiker
kreative pridparative Losungen gefunden, die in der Natur
nicht vorkommen. Wir glauben, dass wenigstens einige dieser
Reaktionen in biologische Systeme importiert werden konn-
ten. Die Herausforderung beim Entwurf von Enzymen fiir
nicht-natiirliche chemische Reaktionen besteht darin, dass es
kein anderes Enzym gibt, das den Entwicklungsprozess in-
spirieren oder leiten konnte; der Erfolg hiangt vom Gliick ab
(némlich der zufilligen Entdeckung einer interessanten pro-
misken Aktivitit), einem miihevollen Suchen nach Enzymen
mit nicht-natiirlichen Aktivitidten, oder besser, von chemi-
scher Intuition und einem Design auf der Basis bekannter
préaparativer Transformationen. Der Transfer von Carbenen
und Nitrenen durch modifiziertes Cytochrom P450 ist ein
gutes Beispiel dafiir, wie neue Enzyme mit einem Ansatz
generiert werden konnen, der die Natur nachahmt und auf
chemischen Kenntnissen beruht: Studien mit Ubergangsme-
tallkatalysatoren und mechanistischen Ahnlichkeiten liefer-
ten die Anregungen, die Promiskuitidt der natiirlichen P450-
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Enzyme gab einen Startpunkt und Protein-Engineering sowie

gerichtete Evolution stellten die Mittel zur Verfiigung, um

Reaktivitit und Selektivitdt abzustimmen. In dhnlicher Weise

dienten die verschiedenen Synthesemethoden fiir die C-N-

Kupplung (fiir die es keinen natiirlichen Gegenpart gibt) als

Motivation, um ein enzymatisches Aquivalent in der SyrB2-

Halogenase zu untersuchen.

Aber kann jedem wenig aktiven Enzym chemisch oder
evolutiv eine hohe Aktivitit verlichen werden ? Dies ist sicher
nicht der Fall. Ansonsten konnten alle schwach aktiven, am
Computer entworfenen Enzyme,”™ katalytischen Antikorper
oder Rinderserumalbumin im Labor zu hoher Effizienz
evolviert werden. Weil wir aber die Merkmale eines effizi-
enten Geriists oder einer Ausgangsverbindung fiir das Design
oder die Evolution der katalytischen Eigenschaften noch
nicht vollstindig verstehen,®™ halten wir es fiir klug, mit
Enzymgeriisten zu beginnen, bei denen die Fihigkeit zur
Evolution bereits nachgewiesen worden ist (d.h., sie haben
sich auf natiirlichem Wege zur Katalyse verschiedener Re-
aktionen auseinander entwickelt). Die Erfahrung lehrt, dass
Enzyme wie die Cytochrome P450 oder Vertreter anderer
funktionell diverser Superfamilien, die sich bereits zur Ka-
talyse vieler verschiedener Reaktionen auseinander entwi-
ckelt haben, auch im Labor einfach weiterentwickelbar sind,
zumindest, wenn die Reaktionen mechanistische Gemein-
samkeiten aufweisen.™ Dies schlieBt die Evolution katalyti-
scher Aktivitdten mit ein, zu denen es kein natiirliches Pen-
dant gibt, wie die Olefin-Cyclopropanierung mit Diazover-
bindungen oder die Cyanylierung iiber eine Epoxid-Ring-
offnung. Wenn ein bestimmtes Enzym nicht die gewiinschte
promiske Aktivitdt zeigt, kann man diese vielleicht bei an-
deren Enyzmen aus der Familie oder sogar in nahen Ver-
wandten finden, wie dies fiir die MBL-Familie®! und die
P450-Enzyme gezeigt wurde.[*)

Wir konnen nun einige allgemeine Richtlinien fiir die
Entwicklung von Enzymen fiir nicht-natiirliche Reaktionen
skizzieren:

1) Suche fiir eine vorgegebene Reaktion nach den wichtigen
Eigenschaften, die diese Transformation ermoglichen,
z.B. ein Eisencarbenoid fiir die Cyclopropanierung, die
sdaurekatalysierte Bildung des Oxoniumions in der Prins-
Reaktion oder auch etwas so Einfaches wie die Gegenwart
eines Michael-Akzeptors fiir die UAA-Synthese.

2) Stelle sicher, dass diese Eigenschaft oder dieses Schliis-
selintermediat in einem Enzym auf der Basis bekannter
Reaktivitdt oder mechanistischer Analogie vorkommt;
z.B. sind Carbene isoelektronisch zu Oxen, dem Schliis-
selintermediat der Monooxygenierung, oder die Brgnsted-
Sdureaktivierung ist der entscheidende Schritt fiir viele
Terpensynthase-Cyclisierungen.

3) Evaluiere Varianten des Enzyms oder nah verwandte
Enzyme beziiglich der gewlinschten promisken Aktivitét.

4) Setze gerichtete Evolution ein, um die nicht-natiirliche
Aktivitdt zu verbessern oder die Selektivitdt abzustim-
men.

Rechnergestiitzte Verfahren konnten diesen Entde-
ckungsprozess unterstiitzen, moglicherweise bei der Auswahl

geeigneter Ausgangsenzyme.*?
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Aufsiitze

Natiirlich sind Evolution und Protein-Engineering an
bestehenden Enzymen nicht die einzig moglichen Ansitze,
um neue Enzyme zu generieren. Es gibt gute Fortschritte bei
kiinstlichen Metalloenzymen und dem De-novo-Entwurf von
Enzymen, aber es bleiben erhebliche Hindernisse bestehen,
besonders bei der Entwicklung priparativ nutzbarer Kataly-
satoren und solcher, die auch in Zellen aktiv sind. Daher
glauben wir, dass der evolutive Ansatz, den wir hier be-
schrieben haben, einen wesentlichen Vorteil hat: Ausgangs-
punkt fiir ein neues Enzym ist ein vorhandenes Enzym, das
funktionell in einem mikrobiellen Wirt exprimiert wird und
das durch gerichtete Evolution oder wenigstens durch gene-
tische Modifikation verbessert werden kann. Die Chance, die
neue Funktion im Labor zu entwickeln und dabei einen
brauchbaren Katalysator zu erhalten, steigt erheblich, wenn
man von einem evolvierbaren Geriist (einem bestehenden
aktiven Zentrum) ausgeht. Der evolutive Ansatz, den wir
beschrieben haben, ist auf Systeme beschrinkt.fiir die es ein
geeignetes Ausgangsenzym gibt. Steht dieses aber zur Ver-
fiigung, kann der Fortschritt zu nutzbaren Katalysatoren sehr
schnell vonstatten gehen.>*”! Die Entwicklungen auf dem
Gebiet der kiinstlichen Metalloenzyme und des De-novo-
Enzymdesigns sind ausgezeichnet in den Ubersichtsartikeln
in Lit. [83,84] beschrieben.

Mit den Fortschritten in mechanistischer Enzymologie
verstehen wir die chemische Basis der Enzymkatalyse mitt-
lerweile besser. Dies wird uns helfen, Mechanismen und
Zwischenstufen auszuwihlen, um Enzyme fiir die nicht-na-
tiirliche Katalyse zu ,,kapern®. Auch Protein-Engineering und
Enzymevolution entwickeln sich schnell weiter. Mit diesen
Hilfsmitteln in Hinden sehen wir interessanten Zeiten ent-
gegen, in denen wir die Liicke zwischen dem chemischen
Repertoire der Natur und der Welt der Synthese iiberbriicken
werden.
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