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organischen Lösungsmitteln für enzymati-
sche Reaktionen eingesetzt werden und 
Schutzgruppen sind auch für die Herstellung 
komplexer Verbindungen meistens nicht not-
wendig. Zudem können Enzyme relativ ein-
fach rekombinant mikrobiell exprimiert wer-
den und durch die genetische Kodierung 
steht eine Vielzahl an modernen molekular-
biologischen Methoden zur Verfügung, um 
Enzyme durch Enzym Engineering mittels 
gerichteter Evolution (directed evolution) für 
industrielle Prozessbedingungen zielgerich-
tet zu optimieren.

Enzymoptimierung mittels 
gerichteter Evolution
Die Grundsteine des Enzym Engineering 
durch gerichtete Evolution wurden Mitte der 
90er-Jahre maßgeblich von Willem P. Stem-
mer und Frances H. Arnold (Nobelpreis 
2018) in wegweisenden Arbeiten gelegt [3]. 
Wurden Enzyme vorher durch rationale 
Mutagenese für einzelne Reaktionsparame-
ter optimiert, erlaubt gerichtete Evolution 
nun die Anpassung an eine Vielzahl von Pro-
zessparametern, unabhängig von tieferge-
hendem Wissen über die Enzymstruktur 
oder den enzymatischen Reaktionsmechanis-
mus. Gerichtete Evolution besteht aus zwei 
Schlüsselschritten (Abb. 1). In einem ersten 
Schritt werden Mutationen in das codierende 
Gen eingeführt, sodass eine Sammlung an 
Enzymvarianten generiert wird. Im zweiten 
Schritt werden in einem Enzym-Screening 
Varianten mit verbesserten Eigenschaften 
identifi ziert. Enzymvarianten mit Mutatio-
nen, die zu einer Verbesserung führen, die-
nen als Ausganspunkt weiterer Runden 
gerichteter Evolution in einem iterativen 
Prozess. Anfänglich stellte jedoch die lang-
wierigen Verfahren von Enzymidentifi kation, 
Enzym Engineering und Prozessoptimierung 
hin zu einem etablierten Industrieprozess 
große Hindernisse für den weitreichenden 
Einsatz von Biokatalysatoren in industriellen 
Verfahren dar. Inzwischen beschleunigen 
rasche Entwicklungsfortschritte bei moleku-
larbiologischen und bioinformatischen 
Methoden – aktuell über das Design von 
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ó Die Biokatalyse ist eine attraktive Alter-
native zur „klassischen“ organischen Synthe-
se. Enzyme ermöglichen die industrielle 
Herstellung von komplexen Feinchemikalien 
und pharmazeutischen Wirkstoffen mit dem 
Vorteil hoher Selektivität, Umweltfreundlich-
keit und Nachhaltigkeit [1, 2]. So bietet die 

große Molekularstruktur von Enzymen, mit 
zahlreichen unterschiedlichen funktionellen 
Aminosäuren, die ideale Voraussetzung um 
Verbindungen durch zahlreiche Interaktio-
nen selektiv zu binden und Reaktionen mit 
hoher Chemo-, Regio- und Stereoselektivität 
zu katalysieren. Wasser kann anstelle von 

Enzym Engineering/Biokatalyse

Optimierte Designer-Enzyme 
für die pharmazeutische Industrie

˚ Abb. 1: Workfl ow Enzym Engineering durch gerichtete Evolution. Das Wildtyp-Gen dient als 
Ausgangspunkt, um durch molekularbiologische Methoden Mutationen in das Gen einzuführen 
(Diversifi kation). Die hierdurch erzeugte DNA-Sammlung kann mikrobiell exprimiert werden und 
die Enzym-Sammlung durch eine geeignete Screening-Methode (u. a. UV-vis-, GC- oder HPLC- 
Analyse) nach Enzymvarianten mit verbesserten Eigenschaften durchsucht werden (Identifi zie-
rung). Die Varianten mit deutlicher Verbesserung dienen als Ausgangspunkt für weitere Optimie-
rungsrunden.
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torischen Mutationen zu identifi zieren und 
so den gesamten Screening-Aufwand deut-
lich zu verringern. Nach lediglich drei Evolu-
tionsrunden konnte die Vorstufe für 
GSK2879552 mittels der optimierten IRED 
mit 84 Prozent Ausbeute, 99,9 Prozent Pro-
duktreinheit und über 99 Prozent Enantiome-
renüberschuss enzymatisch gewonnen wer-
den. Im Vergleich mit dem vorherigen che-
mischen Syntheseweg für diese Zielverbin-
dung wurden die Reaktionsschritte, toxische 
Nebenprodukte und der Einsatz von Lösungs-
mitteln reduziert, sodass der biokatalytische 
Syntheseweg deutlich nachhaltiger und 
umweltfreundlicher war.

HIV-Inhibitor-Synthese
Sicherlich eines der herausragendsten Bei-
spiele für den Erfolg von Enzym Engineering 
ist die biokatalytische Syntheseroute für 
Islatravir, einem Reverse-Transkriptase-Inhi-
bitor zur Behandlung von HIV [5]. Insgesamt 
wurden fünf Enzyme durch gerichtete Evolu-
tion optimiert, um in einer ausschließlich 
biokatalytischen Reaktionskaskade in drei 
Schritten und in einer „Eintopf-Synthese“ 
den finalen Wirkstoff Islatravir mit drei 

henden chiralen Amine sind eine wichtige 
Produktklasse für die pharmazeutische 
Industrie. Jedoch verhinderten das limitierte 
Substratspektrum, ein hoher Aminüber-
schuss und eine verhältnismäßig hohe 
Enzymbeladung die industrielle Anwendung 
von IREDs. Für die chirale Vorstufensynthese 
von GSK2879552, einem LSD1-Inhibitor für 
die Behandlung von Leukämie und Lungen-
krebs, gelang es durch gerichtete Evolution 
eine IRED soweit zu optimieren, dass die not-
wendige Substratkonzentration, die Enzym-
beladung, der Puffer-pH und die Produktaus-
beute für einen industrielle Anwendung 
erreicht wurden [4]. Da die Wildtyp-IRED zu 
Beginn der gerichteten Evolution unter den 
gewünschten Prozessbedingen inaktiv war, 
wurden die Reaktionsbedingungen während 
der Evolution schrittweise verschärft. Zuerst 
wurden 256 von 296 Aminosäurepositionen 
der Wildtyp-IRED durch Einzel-Sättigungs-
mutagenese gezielt verändert. In der zweiten 
und dritten Evolutionsrunde wurden dann 
nützliche Mutationen aus der ersten Runde 
rekombiniert. Moderne bioinformatische 
Methoden ermöglichten additive, synergisti-
sche oder nachteilige Effekte von rekombina-

small, but smart-Bibliotheken unterstützt 
durch machine learning – sowie die Entwick-
lung effizienter Hochdurchsatzverfahren 
Enzym Engineering drastisch. Daher werden 
Biokatalysatoren nun in zahlreichen indus-
triellen Anwendungen für die Herstellung 
von komplexen Verbindungen eingesetzt.

Insbesondere die pharmazeutische Indus-
trie, angetrieben durch hohe Anforderungen 
an Produktreinheit sowie zunehmende mole-
kulare Komplexität, aber auch eine gesteiger-
te Nachfrage nach umweltfreundlichen und 
nachhaltigeren Prozessen, greift verstärkt 
auf biokatalytische Methoden zurück. So las-
sen sich Syntheserouten verkürzen, Neben- 
und Abfallprodukte verringern und höhere 
Ausbeuten erzielen. Neue und herausragen-
de biokatalytische Syntheserouten der phar-
mazeutischen Industrie, bei denen evolvierte 
Enzyme zum Einsatz kommen, werden nach-
folgend näher vorgestellt.

Cytostatika-Synthese
Imin-Reduktasen (IREDs) katalysieren die 
reduktive Aminierung von Aldehyden oder 
Ketonen mit Aminen unter Verwendung des 
Ko-Faktors NAD(P)H. Die daraus hervorge-

˚ Abb. 2: Biokatalytische Syntheserouten der pharmazeutischen Industrie. A, Synthese der GSK2879552-Vorstufe mittels einer optimierten Imin-
Reduktase (IRED). B, Multienzymkaskade für die Herstellung von Islatravir mit fünf optimierten Enzymen in drei Reaktionsschritten. Für eine bessere 
Übersichtlichkeit sind Hilfsenzyme (vier Enzyme) nicht dargestellt. GOase: Galaktoseoxidase; PanK: Pantothenatkinase; DERA: Deoxyribose-5-Phos-
phat-Aldolase; PPM: Phosphopentomutase; PNP: Purine-Nukleosid-Phosphorylase. C, Derivatisierung von humanem Insulin mittels einer evolvierten 
Penicillin-G-Acylase (PGA). Neben der hier dargestellten Acetylierung ist auch die selektive Hydrolyse von Phenylacetyl-Schutzgruppen möglich, sodass 
alle sechs möglichen Insulinvarianten mit einfacher oder doppelter Phenylacetyl-Schutzgruppe durch unterschiedliche PGA-Varianten hergestellt 
 werden konnten.
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nellem Lernen werden sich Enzyme noch 
effi zienter an industrielle Anforderungen 
anpassen lassen. Daher ist davon auszuge-
hen, dass zukünftig optimierte Biokatalysa-
toren noch viele weitere Synthesewege in der 
Chemie und Pharmazie deutlich verein-
fachen werden. ó
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konnten auch selektiv Schutzgruppen entfer-
nen. Dieser Ansatz erforderte die Optimie-
rung von sechs evolvierten PGA-Varianten 
über bis zu sechs Runden gerichteter Evolu-
tion bei denen zwischen acht und 26 Amino-
säuren in den PGA-Enzymen verändert wur-
den. Während der gerichteten Evolution 
wurde neben der Selektivität auch die Akti-
vität der PGA deutlich verbessert. Nach der 
selektiven Protektion von Insulin durch die 
Phenylacetyl-Schutzgruppen konnten gezielt 
Biokonjugate mit den verbleibenden freien 
Aminogruppen hergestellt werden. Hierfür 
wurden in einem chemischen Reaktions-
schritt u. a. kleine organische Moleküle, aber 
auch größere Zucker- und Peptidkonjugate 
zur Funktionalisierung verwendet. Anschlie-
ßend konnten die Phenylacetyl-Schutzgrup-
pen enzymatisch unter milden Reaktionsbe-
dingungen entfernt werden, sodass die Insu-
linanaloga mit hoher Selektivität und Aus-
beute gewonnen werden konnten.

Ausblick
Die vorhergehenden Beispiele für hochopti-
mierte und komplexe mehrstufi ge Biokataly-
seprozesse demonstrieren eindrucksvoll die 
Leistung von Enzym Engineering im Bereich 
der pharmazeutischen Industrie, wie in 
einem kürzlich erschienenen Highlight dar-
gelegt [7]. Enzyme können in relativ kurzer 
Zeit an unterschiedliche Substrate und die 
gewünschten Prozessbedingungen durch 
gerichtete Evolution zielgenau angepasst 
werden. Die Entwicklungszeit für die Opti-
mierung von Enzymen hat sich dabei so weit 
verkürzt, dass innerhalb weniger Monate 
eine enzymatische Syntheseroute etabliert 
werden kann. Dies ist eine wichtige Grund-
voraussetzung, um dem Anspruch der phar-
mazeutischen Industrie an kurze Entwick-
lungszyklen zu entsprechen [8]. Durch 
moderne bioinformatische Methoden für 
Enzym Engineering, wie den Einsatz von 
machine learning sowie künstlicher Intelli-
genz [9], werden sich diese Entwicklungszeit 
und auch der fi nanzielle und materielle Auf-
wand noch weiter reduzieren. So können 
bereits jetzt mit Alphafold Proteinstrukturen 
von beliebigen Enzymen mit hoher Genauig-
keit vorhergesagt werden. In Kombination 
mit experimentellen Daten und maschi-

 Stereozentren herzustellen. Zusätzlich wur-
den vier weitere Enzyme zur Regeneration 
von Ko-Faktoren eingesetzt. Diese eindrucks-
volle Kombination von Enzymen außerhalb 
eines Ganzzellsystems wurde maßgeblich 
durch die Optimierung aller fünf einzelnen 
Enzyme realisiert. Dabei wurden die Enzyme 
nicht nur hinsichtlich ihrer Aktivität für die 
nicht natürlichen Substrate, sondern auch 
ihrer Selektivität, Produktinhibition sowie 
Stabilität optimiert. Hierfür wurden bis zu 34 
Aminosäuren für einzelne Enzyme in über 
zwölf Evolutionsrunden verändert. Mit ins-
gesamt neun eingesetzten Enzymen in einer 
Reak tionskaskade konnte Islatravir letztend-
lich mit einer Ausbaute von 51 Prozent in 
drei Schritten gewonnen werden. Gegenüber 
der chemischen Synthese, mit über 16 Schrit-
ten und lediglich 16 Prozent Ausbeute, stell-
te dies eine deutliche Verbesserung der 
Reaktionsschritte und Atomökonomie dar. 
Insbesondere die Effi zienz von Enzymen, 
Substrate mit hoher Selektivität umzusetzen, 
ermöglichte es so, viele Reaktionsschritte in 
einer Reaktionskaskade zu kombinieren und 
die aufwendige Isolierung von Zwischenpro-
dukten zu vermeiden.

Insulinanaloga-Synthese
Neben der Herstellung niedermolekularer 
Verbindungen gewinnt auch die selektive 
Funktionalisierung höhermolekularer Struk-
turen, wie z. B. pharmazeutischer Peptid- 
und Proteinkonjugate, mittels enzymatischer 
Verfahrenen zunehmend an Bedeutung. So 
sind Insulinanaloga, die durch Biokonjugati-
on ausgehend von rekombinantem humanem 
Insulin hergestellt werden und unterschied-
liche pharmakokinetische Profi le aufweisen, 
für die Behandlung von Diabetes besonders 
von Bedeutung. Humanes Insulin besitzt drei 
freie Aminogruppen (Abb. 2C), die gezielt 
durch Biokonjugation verändert werden kön-
nen. Jedoch ist eine selektive, rein chemische 
Unterscheidung der freien Aminogruppen, 
um diverse Modifi zierungen einzuführen, 
nur bedingt möglich. Deutlich vielverspre-
chender ist eine kürzlich veröffentlichte che-
moenzymatische Strategie [6]. Evolvierte 
Varianten des Enzyms Penicillin-G-Acylase 
(PGA) fügten hierfür gezielt Phenylacetyl-
Schutzgruppen in humanes Insulin ein oder 


