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Erstmalig l997 gelang uns der Nachweis, dass die Methoden
der gerichteten Evolution funktionaler Proteine[1±4] auch zur
Erzeugung von enantioselektiven Enzymen angewandt wer-
den können.[5] Die Kombination geeigneter Mutagenese- und

Genexpressionsmethoden sowie Hochdurchsatzassays zur
Bestimmung der Enantioselektivität tausender Enzymmutan-
ten bildet die Basis eines grundsätzlich neuen Konzepts auf
dem Gebiet der asymmetrischen Katalyse. In nur vier Zyklen
von Zufallsmutagenese auf der Basis der fehlerhaften Poly-
merasekettenreaktion (epPCR) und Screening von etwa 8000
Enzymvarianten konnte der Selektivitätsfaktor E[6] der lipa-
sekatalysierten hydrolytischen kinetischen Racematspaltung
des Esters 1 zugunsten der (S)-Säure 2 von 1.1 auf 11
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gesteigert werden (Schema 1, links). Die epPCR-Versuche
wurden mit dem Gen der bakteriellen Lipase aus Pseudo-
monas aeruginosa bei niedriger Mutationsrate entsprechend
einer durchschnittlichen Zahl von einer Aminosäuresubstitu-
tion pro Enzymmolekül durchgeführt. Diese Lipase besteht
aus 285 Aminosäuren, einer Anzahl, die bei der Berück-
sichtigung des theoretischen Proteinsequenzraumes von Be-
deutung ist.[7] Da weitere epPCR-Zyklen nur kleine Stei-
gerungen der Enantioselektivität zur Folge hatte, wurde eine
Sättigungsmutagenese an den durch Aminosäuresequenzie-
rung identifizierten empfindlichen Stellen (¹hot spotsª) der
verbesserten Enzymvarianten durchgeführt, was zur Bildung
der Variante B mit deutlich erhöhter Enantioselektivität (E�
20) führte (Schema 1, links).[8] Im Zuge eines weiteren
epPCR-Zyklus wurde Variante C (E� 25) mit fünf Mutatio-
nen (V47G, V55G, S149G, S155F und S164G) erhalten
(Schema 1, links). Jedoch hat die Strategie der alternierenden
epPCR und Sättigungsmutagenese Grenzen, denn weitere
Versuche dieser Art führten zu keinen merklichen Verbesse-
rungen. Wir zeigen nun erstmals, dass die Anwendung
rekombinanter Methoden ein ausgezeichnetes Instrumenta-
rium zur Erhöhung der Enantioselektivität von Enzymen ist.

Da die bislang beste Enzymvariante C durch sequentielle
Anreihung kleiner struktureller ¾nderungen (jeweils nur ein
Aminosäureaustausch) entwickelt wurde, könnte eine Rück-
züchtung (¹back-crossingª) unter Verwendung von DNA-
Shuffling[3] die funktionellen Eigenschaften des Enzyms ver-
bessern, weil dadurch die Möglichkeit der Eliminierung
negativer Mutationen besteht. Wurde jedoch das Wildtyp-
Gen und das Gen, welches die Enzymvariante C kodiert, im
DNA-Shuffling verwendet, so lieûen sich keine signifikanten
Verbesserungen nachweisen. Mit dem Ziel, einen neuen
Ausgangspool an Mutationen zu erstellen und zu nutzen, die
nicht ausschlieûlich aufeinander aufbauen, wurde zunächst
das Wildtyp-Gen einer epPCR mit höherer Fehlerrate
entsprechend drei Aminosäuresubstitutionen pro Enzymmo-
lekül unterworfen.[7]

Im Screening wurden 15 000 Varianten untersucht, von
denen mehrere eine erhöhte (S)-Selektivität relativ zum
Wildtyp aufwiesen, z.B. Variante D (mit den Mutationen
S53P, C180T und G272A; E� 3) und Variante E (D20N,
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S161P und T234S; E� 7). Die entsprechenden beiden Gene
sowie das Gen, welches Variante C kodiert, wurden dann im
DNA-Shuffling eingesetzt (Fragmentgröûe 30 ± 50 Basen-
paare (bp)). Dieser Versuch erwies sich als erfolgreicher als
das vorangegangene DNA-Shuffling, denn es wurde ein
kleiner Pool von sehr enantioselektiven Enzymen erhalten.
Die beste Variante (F) mit fünf Mutationen (V47G, S149G,
S155F, S199G und T234S) führt zu einem E-Wert von 32
(Schema 1, rechts).

Obwohl ein weiteres Durchsuchen des Proteinsequenz-
raumes[7] auf der Basis von epPCR, Sättigungsmutagenese
und/oder DNA-Shuffling durchaus möglich wäre, erwogen
wir zur methodischen Weiterentwicklung erstmals die An-
wendung der Kassetten-Mutagenese[4] in Form einer verein-
fachten Version der kombinatorischen multiplen Kassetten-
Mutagenese (CMCM).[9] Die ursprüngliche von Stemmer
beschriebene Form der CMCM ist eine spezielle Art des
DNA-Shufflings, die auf dem Gebiet der funktionalen Anti-
körper angewandt wurde und mit der Bibliotheken von
Genmutanten hergestellt werden können, bei denen das
Wildtyp-Gen und Kassetten aus definierten Sequenzen ran-
domisiert sind.[9a] Aufgrund vorangegangener Untersuchun-
gen bezüglich der ¹hot spotsª lieûen sich die Positionen um
die Aminosäure 160 als für die Enantioselektivität emp-
findliche Region (¹hot regionª) identifizieren.[5, 8] Da die
Kassetten-Mutagenese in einem nicht zu groûen Bereich
durchgeführt werden sollte,[4] wählten wir die Region 160 ±
163. Die Mutagenese wurde mit dem Wildtyp-Gen und einer
einzigen Oligo-Kassette, hergestellt aus äquimolaren Mengen
von Nucleotidmischungen, im Zuge einer vereinfachten

CMCM durchgeführt. Dadurch wurde die Sättigung an allen
vier Positionen sichergestellt. Durch das Screening wurde in
einer Bibliothek aus 5000 Varianten unter anderem eine
enantioselektive Variante (G, E� 30) mit vier Mutationen
(E160A, S161D, L162G und N163F) entdeckt. Da schon
frühere Arbeiten die Einführung von Glycin an bestimmten
Stellen im Enzym zur Erhöhung der Enantioselektivität
geführt hatte,[8] richtete sich unser Augenmerk auf die Muta-
tion L162G. Neben dieser Position hatten wir schon früher die
Position 155 als ¹hot spotª im Enzym identifiziert.[5b] Deshalb
inserierten wir eine Kassette (Gröûe 69 bp) mit doppelter
Sättigung an den Positionen 155 und 162 in das Wildtyp-Gen.
Somit wurden diese beiden Positionen mit äquimolaren
Nucleotidmischungen im Zuge eines vereinfachten CMCM-
Verfahrens gesättigt. Nach Expression und Screening wurden
zwei sehr enantioselektive Enzymvarianten identifiziert: H
(S155S, L162G) und I (S155V, L162G) mit E-Werten von 34
bzw. 30 (Schema 1, rechts). In beiden Fällen bleibt die
Mutation L162G erhalten ± ein interessanter Befund, der
frühere Vermutungen hinsichtlich der Bedeutung dieser
Aminosäuresubstitution bestätigt.[8]

Suchprogramme obiger Art sind zwar erfolgreich, schrän-
ken aber den zugänglichen Proteinsequenzraum stark ein.
Deshalb entschlossen wir uns, ihn durch Modifizierung des
CMCM-Verfahrens zu erweitern. Dies wurde erreicht mit
DNA-Shuffling[3, 9a] unter Verwendung von Genmutanten, die
die Enzymvarianten D und E kodieren, und einer Oligo-
Kassette mit gleichzeitiger Sättigung an den Positionen 155
und 162 (Schema 2). Dadurch wurde eine maximale Rekom-
bination sichergestellt. Tatsächlich fanden wir nach Expres-

Schema 1. Überblick über die gerichtete Evolution von enantioselektiven Enzymen (Lipasevarianten), die die hydrolytische kinetische Racematspaltung
des Esters 1 katalysieren.
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sion und Screening mehrere enantioselektive Enzyme, da-
runter Variante J mit sechs ausgetauschten Aminosäuren
(D20N, S53P, S155M, L162G, T180I und T234S) und einer
fast verdoppelten Enantioselektivität von E > 51 (ee� 95 %;
Schema 1, rechts).

Unsere Arbeiten zeigen erstmals, dass rekombinante Ver-
fahren bei der gerichteten Evolution von enantioselektiven
Enzymen erfolgreich angewandt werden können. Wir haben
gelernt, dass der Proteinsequenzraum bezüglich der Enantio-
selektivität am besten durch die Abfolge von drei Arbeits-
stufen durchsucht werden kann: 1) Herstellung von Mutanten
mittels epPCR bei hoher Mutationsrate; 2) Identifizierung
von ¹hot regionsª im Enzym und Einkreisen auf ¹hot spotsª
durch epPCR und vereinfachte CMCM; und 3) Erweiterung
des CMCM-Verfahrens,[9] um eine definierte Region im
Proteinsequenzraum abzudecken. Insgesamt wurden weniger
als 40 000 Enzymvarianten im ee-Screening untersucht.[10]

Derzeit versuchen wir, die hier beschriebenen methodischen
Entwicklungen bei der gerichteten Evolution anderer enan-
tioselektiver Enzyme[11] zu nutzen. Sie dürften aber auch bei
der evolutionären Verbesserung anderer Enzymeigenschaften
nützlich sein.
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Schema 2. Erweiterte CMCM bei der Evolution einer (S)-selektiven Lipasevariante J; siehe Schema 1, rechts
(grüner Stern: Position 20; lilafarbener Stern: Position 161; gelber Stern: Position 234; roter Kreis: Position 53;
orangefarbener Kreis: Position 180; blauer Kreis: Position 272).


