
weiteren Aminosäuren (Sättigungs-
mutagenese) ausgetauscht. Da meist 
mehrere Aminosäureseitenketten ei-
nes Enzyms identifiziert werden, ist 
ein aufeinander folgender oder 
gleichzeitiger Austausch mehrerer 
Positionen eine viel versprechende 
Optimierungsstrategie. 

Rationales Proteinengineering ver-
besserte eine Reihe von Biokatalysa-
toren: So ließ sich bei einer Mono-
oxygenase die Substratspezifität hin 
zu aromatischen und heterocyc -
lischen Substraten gezielt ver-
ändern,1) die Aktivität für unnatürli-
che Substrate wie Indol signifikant er-
höhen 2) und die Enantioselektivität 
der Styrolepoxidierung invertieren.3) 

Das rationale Proteindesign hat 
gegenüber dem evolutiven Protein-
design den Vorteil, dass nur wenige 
Proteinvarianten (20 Aminosäuren 
pro Position) durchzumustern sind. 
Dies beschränkt den Arbeitsaufwand 
meist auf drei bis vier Tage und er-
laubt eine parallele Untersuchung 
von bis zu vier Positionen.  

Gelenkte Evolution 

� Obwohl immer mehr Struktur-
modelle für Enzyme verfügbar wer-
den, bleiben viele Struktur-Funk-
tionsbeziehungen unverstanden und 
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können daher nicht durch rationa-
len Proteindesign verändert werden. 
Das evolutive Enzymengineering ver-
ändert im Gegensatz zum rationalen 
Enzymdesign universell alle Eigen-
schaften von Enzymen ohne Kennt-
nis und Verständnis der jeweiligen 
Enzymstruktur oder -eigenschaft. 
Ein typisches gelenktes Enzym -
evolutionsexperiment durchläuft drei 
iterative Schritte (Abbildung 1): 

Der erste Schritt generiert eine Va-
riantenbibliothek. Dazu wird das je-
weilige Gen, das den Bauplan des Pro-
teins vorgibt, vervielfältigt und dabei 
zufällig mutiert. Zufällige Mutationen 
der Gene führen auf Proteinebene 
häufig zu veränderten Aminosäuresei-
tenketten und damit zu zufällig ver-
änderten Enzymeigenschaften. En-
zymvariantenbibliotheken spannen 
oft einen großen Proteinsequenzraum 
auf (20n; n: Zahl der Aminosäuren des 
Proteins; oft > 2010  = 1,26·10130). 

Im zweiten Schritt werden die 
 Bibliotheken nach verbesserten Vari-
anten durchsucht – häufig mit einem 
colorimetrischen oder fluorimetri-
schen Durchmusterungssystem.  

Im dritten Schritt werden verbes-
serte Proteinvarianten isoliert und 
charakterisiert. Sie können anschlie-
ßend als Ausgangspunkt für weitere 
iterative Zyklen dienen. 

Rationales Design 

� Durch Enzymengineering (ratio-
nales Proteindesign und/oder ge-
lenkte Evolution) lassen sich Enzy-
me den Erfordernissen der Synthese-
chemie anpassen.  

Lokalisierte Enzymeigenschaften 
wie Substratspezifität, Aktivität, Re-
gio- und Stereoselektivität lassen sich 
gezielt verändern, falls für ein Enzym 
detaillierte Informationen zur dreidi-
mensionalen Struktur (Proteinkris-
tallographie, NMR, Homologiemo-
dell) vorliegen. Diese als „rationales 
Enzymdesign“ bekannte Methode 
baut auf dem Verständnis von Struk-
tur-Funktions-Beziehungen auf. Um 
lokalisierte Enzymeigenschaften zu 
verbessern, sind die Aminosäuresei-
tenketten in Enzymen entscheidend, 
da diese an an Substratbindung, -ori-
entierung und -umsetzung beteiligt 
sind. Nach Identifizierung dieser 
Aminosäureseitenketten im Struktur- 
oder Homologiemodell werden sie 
zunächst über eine In-vitro-Mutage-
nese gezielt gegen eine bestimmte 
(Punktmutation) oder gegen alle 19 
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Abb. 1. 

Typischer Ablauf 

 eines Experiments 

zur gelenkten 

Enzym evolution. 

Limitierungen  

� Die Qualität der Variantenvielfalt 
ist für jedes Experiment zur gelenk-
ten Evolution entscheidend. Ideal 
wäre eine Methode, die es erlaubt, je-
de Aminosäure einer Proteinsequenz 
gegen jede der anderen 19 weiteren 
Aminosäuren auszutauschen. Die 
durch die Natur vorgegebene Organi-
sation des genetischen Codes und Ba-
senpaarungseigenschaften der DNA 
erschweren jedoch die Entwicklung 
von Methoden, welche die theo-
retisch mögliche Vielfalt voll aus-
schöpfen können.  

Der genetische Code ist so orga-
nisiert, dass jeweils drei aufeinander 
folgende Nukleotide in der Gense-
quenz eine Aminosäure auf Protein-
ebene kodieren. Berücksichtigt man, 
dass pro Nukleotidposition vier Nu-
kleotide möglich sind, so ergeben 
sich daraus 43 = 64 Möglichkeiten. 
Diese 64 Möglichkeiten kodieren je-
doch nur 20 Aminosäuren, so dass 
im Durchschnitt ungefähr drei 
Codons pro Aminosäure verwendet 
werden können. Der genetische 
Code ist jedoch ungleich verteilt: so 
kodieren gleich sechs Codons die 
Aminosäuren Arginin, Lysin und Se-
rin, die Aminosäuren Methionin 
und Tryptophan kodiert dagegen 

Mutieren hingegen zwei aufeinan-
der folgende Nukleotide in einem 
Codon, so sind 316 Aminosäure-
substitutionen möglich.  

Eine weitere Limitierung betrifft 
die DNA-Synthese, da meist Metho-
den der fehlerhaften Polymeraseket-
tenreaktion (error-prone-PCR) einge-
setzt werden, um die genetische Viel-
falt zu generieren. Dabei werden die 
Gene durch Erhöhen der Fehlerrate 
der DNA-Polymerase mutiert, die 
zum Vervielfältigen der DNA einge-
setzt wird. Aufgrund der Doppelhe-
lixstruktur der DNA und den Bin-
dungseigenschaften der Nukleotide 

nur eines. Diese Ungleichverteilung 
verursacht bei Zufallsmutagenesen 
einen bevorzugten Austausch hin zu 
Aminosäuren die durch vier und 
sechs Codons kodiert werden. 

In gelenkten Evolutionsexperi-
menten werden Mutagenesefre-
quenzen durch Beschränkungen 
der Durchmusterungstechniken so 
eingestellt, dass pro Enzym etwa 
ein bis vier Aminosäuren aus-
getauscht werden. Bei einer ange-
nommenen Gesamtlänge von 200 
Aminosäuren (600 Nukleotiden) ist 
die Wahrscheinlichkeit zweier auf-
einanderfolgender Nukleotidaus-
tausche gering. In einem kürzlich 
publizierten Übersichtsartikel zu 
gelenkten Evolutionsexperimenten 
von Mono oxy genasen gab es keinen 
einzigen Bericht über aufeinander-
folgende Nukleotidaustausche in 
einem Codon, die durch eine Zu-
fallsmutagenese des jeweiligen 
Gens generiert wurden.4) Ohne sol-
che Mutationen ist ein großer Teil 
der möglichen genetischen Diver-
sität nicht zugänglich, da durch den 
Austausch eines Nukleotids pro 
Codon von 380 Möglichkeiten (alle 
20 Aminosäuren jeweils durch die 
19 anderen Aminosäuren aus-
getauscht) nur 150 Möglichkeiten 
realisierbar sind (Abbildung 2).5) 
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Abb. 2. Tauscht man im Codon GGA nur ein Nukleotid gegen  

die jeweils drei anderen Nukleotide aus, sind nur vier Amino -

säure-Substitutionen möglich. 



weniger verwandte Nukleotide) zu 
generieren, und dies führt in den 
Mutanten bibliotheken zu einer sig-
nifikant höheren chemischen Vielfalt 
in den Aminosäuresubstitutionen.9)  

Durchmusterungssysteme 

� Neben der Generierung der Viel-
falt entscheidet die Entwicklung 
von Durchmusterungssysteme über 
den Erfolg gelenkter Evolutions-
experimente. Dabei muss ein sol-
ches Durchmusterungssystem nicht 
nur verbesserte Enzymvarianten zu-
verlässig identifizieren, sondern vor 
allem sehr viele Proteinvarianten 
testen können. Letzteres sollte unter 
solchen Bedingungen geschehen, 
die denjenigen der angestrebten An-
wendung ähneln. In den letzten Jah-
ren wurden mit der Entwicklung 
von In-vitro-Kompartimentierungs-
techniken10,11) und durch Display-
techniken12) methodische Durch-
brüche erzielt, die es erlauben, bis 
zu 109 Varianten durchzumustern. 
Bei der In-vitro-Kompartimentie-
rung werden zunächst Wasser-in-Öl-
Emulsionen hergestellt, in die ein-
zelne Zellen oder zellfreie Transkrip-
tions- und Translationssyteme ein-
geschlossen werden. Jedes dieser 
Kompartimente ist ein unabhängiger 
Reaktionsraum, in dem einzelne En-
zymvarianten unabhängig voneinan-
der durch Durchflusszytometrie un-
tersucht werden können.  

türlichen Vielfalt generieren.7) Statis-
tisch werden lediglich 3,15 bis 7,4 
Aminosäureaustausche pro Protein 
generiert und bestimmte Regionen 
(mutagene hotspots) werden stark 
bevorzugt oder so gut wie nicht mu-
tiert (Abbildung 3).  

Die Sequence-Saturation-Muta-
genesis-Methode (Sesam) ist eine 
einfache Methode (mittlerweile 
auch kommerzialisiert: www.sesam-
biotech.com), die jedes Nukleotid 
vollkommen zufällig mutiert und 
auch partiell aufeinanderfolgende 
Mutationen einführt.8)  

Ein Sesam-Experiment umfasst 
vier Arbeitsschritte: Zuerst wird eine 
Bibliothek aus DNA-Fragmenten des 
Gens von Interesse mit zufälliger Län-
genverteilung generiert. An diese 
Fragmente werden Nukleotidanaloga 
mit degenerierten Nukleotidpaa-
rungseigenschaften angehängt und 
die so modifizierten Fragmente zum 
vollständigen Gen verlängert. Nach 
Reinigung vervielfältigt eine PCR die 
Voll längen gene, wobei im Gegen-
strang der Nukleotidanaloga natürli-
che Nukleotide eingebaut werden. Bei 
der Sesam-Methode lässt sich das 
Spektrum der Nukleotidaustausche 
durch Auswahl und Kombination von 
universellen Nukleotiden (nukleoti-
danaloge Basen mit degenerierten Ba-
senpaarungseigenschaften) steuern. 
Dadurch ist es möglich, statt Tran-
sitionen bevorzugt Transversionen 
(Nukleotidaustausch gegen chemisch 

Abb. 3. MAP-Analyse der Aminosäureaus tausche, generiert durch fehlerhafte PCR für das grün fluoreszierende Protein (GFP) aus Aequorea victoria 

(PDB-Eintrag: 1GFL). Blaue Regionen haben eine hohe, rote Regionen eine niedrige Wahrscheinlichkeit für  einen Aminosäureaustausch.  

bevorzugen DNA-Polymerasen aber 
den Austausch von Nukleotiden 
durch chemisch ähnliche Nukleotide: 
Purine (A und G) durch Purine und 
Pyrimidine (T und C) durch Pyrimi-
dine. Diese als Transitionen bezeich-
neten Mutationen bewirken auf Pro-
teinebene überwiegend die Substitu-
tion von Aminosäuren durch che-
misch ähnliche Aminosäuren.6) Ein 
Vergleich von 19 zur Verfügung ste-
henden Mutagenesemethoden mit 
dem statistischen MAP-Programm 
(Mutagenesis Assistant Program) 
zeigte, dass alle diese Mutagenese-
techniken nur einen Bruchteil der na-
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Displaytechniken präsentieren 
Proteinbibliotheken auf Oberflächen 
von Bakteriophagen oder Bakterien 
und selektieren verbesserte Varian-
ten über deren Bindung an immobi-
lisierte Zielmoleküle. Die Zielmole-
küle ähneln häufig den Übergangs-
zuständen von Substraten, oder sie 
sind Selbstmordsubstrate, die nach 
Umsetzung durch das Enzym irre-
versible, kovalente Bindungen mit 
Aminosäuren des aktiven Zentrums 
eingehen.  

Trotz der enorm großen Zahl test-
barer Enzymvarianten wird die Ka-
pazität solcher Hochdurchsatz-
durchmusterungssysteme niemals 
ausreichen, um den Sequenzraum 
von Enzymen komplett zu durch-
mustern: Allein von einem kleinen, 
nur zehn Aminosäuren langen Oligo-
peptid gibt es 2010 (1,024·1013) 
mögliche Sequenzvarianten. Reprä-
sentierte die Höhe des Mount Eve-
rest diesen Sequenzraum und wür-
den eine Milliarde Varianten durch-
gemustert, stiege man nur 86 Zenti-
meter auf.  

Deshalb sind Methoden zur Her-
stellung intelligent generierter Mu-
tantenbibliotheken gefragt, welche 
die generierte funktionelle Vielfalt 
auf ein durchsuchbares Maß reduzie-
ren. Für die Generierung solch fokus-
sierter und hochfunktionaler Mutan-
tenbibliotheken ist das iterative Zu-
sammenspiel bioinformatischer und 
molekularbiologischer Methoden un-
verzichtbar. Obwohl es noch großer 
Anstrengungen bedarf, sind mit den 

zur Verfügung stehenden Methoden 
und Verfahren bereits viele Enzyme 
für Anwendungen in der Synthese-
chemie verbessert worden. Ein Bei-
spiel ist die Modifizierung der Cyto-
chrom-P450-Monooxygenase BM-3, 
um ihre Toleranz gegenüber organi-
schen Lösungsmitteln zu erhöhen. 
Diese fehlende Toleranz war der 
Grund für die geringe katalytische 
Aktivität der Monooxygenase. Nach 
proteinkristallographische Unter-
suchungen reduziert z. B. DMSO die 
Enzymaktivität indem ein DMSO-
Molekül im aktiven Zentrum über-
raschenderweise über das S-Atom an 
das Eisenatom des Häm-Cofaktors 
koordiniert (Abbildung 4).13) Durch 
gelenkte Enzym evolution wurden 
Monooxygenase varianten identifi-
ziert, deren Resistenz gegenüber dem 
Ausgangsenzym in Lösungsmitteln 
wie DMSO, THF und Ethanol erhöht 
ist.14) Die beste Enzymvariante zeigt 
noch bei einer 2,1-molaren Ethanol-
konzentration eine unverändert hohe 
Aktivität.  

Das Zusammenspiel von rationa-
lem Enzymdesign und gelenkter 
Evolution haben das Verständnis 
von Struktur-Funktions-Zusam-
menhängen in Enzymen in den letz-
ten Jahren stark vorangebracht. Die-
se Fortschritte werden in der kom-
menden Dekade die Entwicklungs-
zeiten maßgeschneiderter Enzyme 
für die Industrie stark verkürzen. 
Dadurch werden langfristig biologi-
sche und chemische Katalyse zu-
sammenwachsen.  

Abb. 4. Koordinierung von DMSO über das S-Atom an das Eisenatoms des Häms, welches 

das aktive Zentrum der Cytochrom-P450-Monooxygenase BM3 bildet (PDB-Eintrag: 2J1M). 

DMSO koordiniert über das S-Atom aufgrund von Wechselwirkungen mit den Aminosäure-

resten Thr268 und Phe87. 
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