Antikorper als Katalysatoren

Von Peter G. Schultz*

Das unermeflliche Bindungsrepertoire des Immunsystems kann ausgenutzt werden, um mal-
geschneiderte biologische Katalysatoren zu erzeugen. Katalytisch aktive Antikorper, mit de-
nen sich eine Fiille von Reaktionen mit exquisiter Spezifitdt ausfithren lassen, sind nach mehre-
ren Methoden zugiinglich. Die Erzeugung und Charakterisierung dieser neuartigen Katalysa-
toren ermdglicht nicht nur neue Einsichten in die Natur der molekularen Erkennung und der
Katalyse selbst, sondern diirfte auch einen Anstof3 zur Entwicklung weiterer neuartiger Kata-
lysatoren fiir chemische, biologische und medizinische Anwendungen geben.

1. Einleitung

Die Synthese von Katalysatoren mit maBgeschneiderten
Spezifitidten und Eigenschaften stellt sowohl fiir Chemiker
als auch fiir Biologen eine Herausforderung dar. Eine
Schiiisselrolle beim Entwurf von enzyméhnlichen Katalysa-
toren nimmt die Gestaltung von Rezeptoren ein, die vorge-
gebene Liganden unterscheiden, d. h. mit hoher Selektivitit
binden kdnnen. Um dieses Problem zu 16sen, hat man sich
bis heute meistens auf Synthese und Funktionalisierung von
Wirtmolekiilen mit kleinen Kavitdten sowie auf die Ande-
rung der naturgegebenen Spezifitit von Enzymen durch che-
mische Modifikation oder durch gezielte genetische Mutage-
nese konzentriert.

Dank der Hybrid-Technologie ' ist es nun méglich, ein-
heitliche Immunoglobuline zu erzeugen, deren Bindungsstel-
len eine groBe Anzahl strukturell verschiedener Liganden
mit hoher Affinitdt und Selektivitdt komplexieren kénnen.
So konnten zum Beispiel Antikérper gegen grofle Biopoly-
mere wie Nucleinsduren, Peptide und Polysaccharide, gegen
Naturstoffe wie Steroide und Prostaglandine und gegen klei-
ne synthetische Verbindungen wie zum Beispiel Phenylphos-
phonate und Benzylamine gewonnen werden. Die Fahigkeit
des Immunsystems zur Produktion solch spezifischer Anti-
kérper fithrte zu deren breiter Verwendung 1) in der Thera-
pie und als Kontrastmittel, 2) als Diagnosehilfen sowie 3) als
Sonden fiir Isolierung und Strukturaufkldrung von komple-
xen Biomolekiilen!!® 2],

Gerade weil Immunoglobuline (Antikorper) gegen beina-
he jede interessierende Verbindung erhalten werden konnen,
kommt der Entwicklung allgemeiner Methoden zur Einfith-
rung katalytischer Aktivitdt in ihre Bindungsstellen grolie
Bedeutung zu. Dies wiirde nidmlich zu einer neuen Klasse
von enzymihnlichen Katalysatoren mit den geforderten
mafgeschneiderten Spezifitdten fiihren. Katalytisch aktive
Antikdrper kdnnten wertvolle Dienste als biochemische oder
molekularbiologische Werkzeuge, als therapeutische Mittel
oder als Hilfen bei der Synthese von Pharmaka und anderen
neuen Stoffen erweisen. Bis heute sind zwei allgemeine Rou-
ten zur Herstellung von katalytisch aktiven Antikdrpern
eingeschlagen worden: Einerseits wurde die sterische und
elektronische Komplementaritit eines Antikdrpers zum ent-
sprechenden Hapten (der Ligand, gegen weichen der Anti-
korper erzeugt wurde) ausgenutzt, um Bindungsstellen zu
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erzeugen, welche 1) komplementér zum geschwindigkeitsbe-
stimmenden Ubergangszustand sind, 2) als Templat zur
Uberwindung der entropischen Barriere durch Orientierung
der Reaktionspartner dienen, 3) eine korrekt positionierte
katalytisch aktive Aminosdure-Seitenkette enthalten oder 4)
Bindungsstellen fir Cofaktoren aufweisen. Andererseits
konnten katalytisch wirkende funktionelle Gruppen auch
direkt durch chemische Modifikation, durch ortsspezifische
Mutagenese oder durch genetische Selektion in die Bin-
dungsstelle eingebracht werden. Antikdrper, die mit solchen
Gruppierungen und/oder Mikroumgebungen ausgeriistet
sind, kénnen nicht nur spezifische Reaktionen katalysieren,
sondern auch helfen, die Beitrdge der an der enzymatischen
Katalyse beteiligten Faktoren wie etwa Stabilisierung des
Ubergangszustands, generelle Siure-Basen-Katalyse, nu-
cleophile Katalyse, Grundzustandsspannung sowie Nach-
bargruppeneffekte aufzuschliisseln.

2. Herstellung, Struktur und Funktion
von Antikirpern

2.1. Wechselwirkungen zwischen Antikérper und Ligand

Ein groBer Teil unserer derzeitigen Kenntnisse iber die
Natur der Antikdrper-Ligand-Wechselwirkung beruht auf
Messungen der Affinititen von heterogenen polyklonalen
Antikorpern zu einer Reihe von Haptenen (Substanzen, wel-
che erst nach Kupplung an ein Trdgermolekiil immunogen
werden) definierter Struktur ). Die hohe Spezifitdt von An-
tihapten-Antikdrpern kann durch experimentelle Beispiele
illustriert werden. So wurden etwa polyklonale Antikdrper
gegen die Gruppe (das Hapten) 1

p-HOOC—C,H,—N=N—-CH,—~N=N-(p) 1

(im biochemischen Sprachgebrauch p,p’-Azophenylazo-
benzoat) erzeugt, die als Konjugat mit dem Trigerprotein
Rinderserumalbumin (BSA) vorlag™. Es wurde nun ge-
priift, ob diese Antikorper auch an analoge Haptene binden;
durch Messungen der Fillungsinhibition lie sich die relative
mittlere Bindungsaffinitit ermitteln!®. Diese Antikdrper
komplexierten Sulfonat-(SOY), Phosphonat-(PO;H®), Ar-
sonat-(AsO,H®) oder Hydroxy-(OH)-substituierte Arene
deutlich schlechter als Arene mit dem plandaren Anion
Carboxylat. AuBerdem verhinderten weder Acetat noch Cy-
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clohexancarboxylat die Fédllungsreaktion — ein Indiz fiir die
Spezifitdt des Antikdrpers fiir den planaren Phenylring. Ka-
rush zeigte, daB polyklonale Antikorper, welche gegen die
p-konfigurierte Azoverbindung 2 gerichtet sind, die L-Ver-
bindung 3 ungefidhr 200mal schwicher binden als deren b-

Isomer !4,

I|’h
—N:NO—CO“NH*CH—COOH 2
Ph

!
OZNO*CO—NH*CH—COOH 3

Bei der Erkennung von Haptenen durch Antikorper spie-
len elektrostatische Wechselwirkungen eine wichtige Rolle.
Wie Pressman et al. durch chemische Modifikation zeigten,
sind in der Bindungsstelle von Antikorpern gegen die
HOOC-C,H,-N =N-(,,Azobenzoat"-)Gruppe positiv gela-
dene Arginin- und Lysinreste vorhanden. Umgekehrt konnte
die Anwesenheit von Carboxylatgruppen in Antikérpern,
welche spezifisch die p-Trimethylammouniophenylazo-(,,p-
Azobenzoltrimethylammonium*)-Gruppe binden, nach-
gewiesen werden!®l. Auch hydrophobe Wechselwirkungen
sowie Wasserstoffbriicken tragen entscheidend zur Antikor-
per-Hapten-Erkennung bei. So ist aus NMR-Experimenten
bekannt, dafl es im Anti-2 4-dinitrophenyl(DNP)-Antikor-
per MOPC315 zu einer n-Stapelwechselwirkung zwischen
dem Indolring eines Tryptophanrestes und dem Benzolring
des Haptens kommt!™. In einem Antilysozym-Antikdrper
konnte durch Rontgenstrukturanalyse gezeigt werden, dafB3
Wasserstoffbriicken einen wichtigen Beitrag zur Bindung
von Lysozym leisten®!. Dasselbe gilt auch fiir die Erkennung
von Phosphorylcholin durch den Antikérper McPC603 1.

Immunglobuline binden in der Regel Liganden mit einer
GréBe von 6 bis 34 A mit Assoziationskonstanten zwischen
10* und 10'* M~ ') Die Geschwindigkeitskonstanten der
Hinreaktion des Haptens mit dem Immunoglobulin bewegen
sich typischerweise im Bereich von 107 bis 108 M~ "' s~ 1[+01
wihrend die Geschwindigkeitskonstanten der Riickreaktion
betrdchtlich variieren konnen. Beim Anti-DNP-Antikdrper
MOPC315 beispielsweise betragen sie etwa 1.1~ ! fiir &
DNP-Lysin und etwa 1300s~ ! fiir DNP-Glycin*9],
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2.2. Struktur von Immunoglobulinen

Immunoglobuline sind relativ groBle Molekiile (150000
Dalton fir ein IgG-Monomer) und bestehen aus vier Poly-
peptidketten: zwei identischen schweren Ketten mit einem
Molekulargewicht von 50000 und zwei identischen, via Di-
sulfid-Bindungen an die schweren Ketten gekuppelten leich-
ten Ketten mit einem Molekulargewicht von 2500011, Die
leichten Ketten sind in die beiden Doméinen V, (variabel)
und C_ (konstant) unterteilt, wihrend die schweren Ketten
aus V-, Cy,-, Cyy5- und Cy5-Dominen bestehen. Aminosiu-
resequenzanalysen zeigten, dafl sowohl leichte als auch
schwere Ketten derselben Klasse von Antikérpern eine kon-
stante Sequenz im C - und Cy-Bereich haben; dagegen sind
die V- und V,-Regionen individuell und fiir jeden einzelnen
Antikorper hochgradig polymorph. Die Bindungsstelle der
Immunoglobuline (IgG) fiir Antigene besteht aus sechs hy-
pervariablen Regionen (Regionen mit sehr unterschiedlicher
Aminosdurezusammensetzung) und wird etwa aus den er-
sten 110 Aminosiduren der leichten (V,) und schweren (V,))
Kette gebildet{*!! (Abb. 1). Durch Zusammenfiigen der
Gensegmente, welche fiir die V- und V-Ketten codieren,
sowie durch Zusammenfiigen der verschiedenen leichten
Ketten mit den verschiedenen schweren Ketten ergibt sich
unter Ausnutzung aller kombinatorischen Moglichkeiten ei-
ne Molekiilvielfalt von ca. 108 Individuen. Durch Mutatio-
nen (somatische Mutation) wird das Basisrepertoire der Re-
zeptoren noch drastisch erweitert!*2l, Die proteolytische
Spaltung eines Immunoglobulins mit Papain ergibt ein F -
Fragment, welches sowoh! die intakte leichte Kette als auch
die V- und C,;,-Region der schweren Kette enthdlt (Abb. 1).

Die strukturelle Basis der Bindungsaffinitdt und -spezifi-
tdt von Antikdrpern konnte durch Rontgenstrukturanalyse,
ESR- und NMR-Studien mit spinmarkierten Haptenen so-
wie durch Affinitdtsmarkierung sondiert werden. Die hoch-
auflosende Rontgenstrukturanalyse hat es ermoglicht, die
dreidimensionale Struktur einer Anzahl von Antikorper-F -
Fragmenten aufzukldren. Dazu zdhlen der Komplex des F ;-
Fragmentes des Myelomproteins McPC603 mit Phosphoryl-
cholin®® des F,,-Fragmentes des menschlichen Proteins
New mit einem Vitamin-K-Derivat!!?l, der F,,-Fragmente
von zwei Immunoglobulinen mit Lysozym!®!, eines F,,-
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Abb. 1. Struktur von Immunoglobulinen {Antikérpern), schematisch. Die
CDR1-Region ist dus , Schuarnier'* der schweren Ketten.

Fragmentes mit dem viralen Protein Neuraminidase!!4
sowie des F,,-Fragmentes Kol!' ],

2.3. Herstellung von monoklonalen Antikérpern

Bis heute beschéftigten sich die Arbeiten iiber katalytisch
aktive Antikorper ausschlieBlich mit der Herstellung von
monoklonalen Antikorpern. Ein monoklonaler Antikorper
ist eine einzelne Spezies mit definierter Affinitét und Spezifi-
tit zum entsprechenden Hapten!!!. Priparationen polyklo-
naler Antikorper hingegen bestehen aus einer groBlen Anzahl
verschiedener Molekiile gegen ein und dasselbe Hapten. Sol-
che Priparationen kénnen sich in Affinitdt und Spezifitét
unterscheiden, und die Zusammensetzung kann variieren. Es
1st deshalb sinnvoller (und auch aussagekriftiger), die kata-
lytischen Eigenschaften monoklonaler Antikérper und nicht
die gemittelten Eigenschaften eines polyklonalen Gemisches
zu charakterisieren. Uberdies ist diec Herstellung von mono-
kionalen Antikdérpern in hohem MabBe reproduzierbar und
im Gramm-MaDBstab durchfiihrbar.

Das Prozedere zur Herstellung von monoklonalen Anti-
korpern ist in Abbildung 2 skizziert!"). Nachdem eine Im-
munantwort gegen das gewiinschte Antigen erreicht worden
ist, werden antikérperproduzierende Plasmazellen der Milz
mit unsterblichen Zellen eines Myeloms fusioniert (oder hy-
bridisiert). Dieser Schritt bewirkt, daB die antikdrperprodu-
zierenden Zellen kultiviert und zu unendlicher Vermehrung
veranlafBt werden konnen. Diese Hybride werden anschlie-
Bend geklont oder in Kolonien von Zellen, welche nur einen
Antikorpertyp produzieren, aufgeteilt. An soichen Zell-Li-
nien kann mit der ELISA-Technik berpriift werden. ob sie
Antikorper produzieren, welche selektiv und mit hoher Affi-
nitiit das gewiinschte Hapten binden (Abb. 3)!'61.

Da kleine Haptene erst dann immunogen wirken, wenn sie
an ein Trdgermolekiil gekuppelt sind, wurden alle in dieser
Ubersicht beschriebenen Haptene an die Trdgerproteine
Rinderserumalbumin (BSA) und Napfschneckenhidmocya-
nin (Keyhole limpet hemocyanine, KLH) gebunden. Die
Ldnge des ,.Armes™, welcher das Hapten mit dem Protein
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Abb. 2. Schritte zur Herstellung monoklonaler Antikorper.

verkniipft, betrdgt etwa 6 bis 8 A. Dies ist lang genug, um
jegliche sterische Komplikationen mit Seitenketten des Tri-
gerproteins auszuschlieBen!!”). Im allgemeinen wurden die
Haptene mit dem wasserloslichen Kupplungsreagens N-(3-
Dimethylaminopropyl)- N'-ethyl carbodiimid oder als N-Hy-
droxysuccinimidester bei pH 5.5 in Wasser kovalent an die
Proteine BSA und KLH gekuppelt!' . Andere Kupplungs-
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Abb. 3. Technik des Enzyme-Linked /mmunosorbent Assay (ELISA) zum
Screening von Antikorpern auf Selektivitidt und hohe Affinitdt.

strategien enthalten Disulfid-Austauschreaktionen, elek-
trophile aromatische Substitution mit Diazoniumsalzen und
reduktive Aminierungsreaktionen!!”), Normalerweise wur-
den unter diesen Bedingungen 8 bis 15 Haptenmolekiile an
ein Trdgerproteinmolekiil gebunden.

Maiuse der Stimme Balb/c, Swiss Webster oder AJ1 wur-
den mit den KLH-Hapten-Konjugaten (emulgiert in Freunds
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komplettem Adjuvans) immunisiert!!®]. Fiir die Zellfusio-
nen, nach Standardmethoden, dienten Sp2/0O-Myelomzellen
als Fusionspartner{!®!. Die Antikérper wurden mit der ELI-
SA-Technik gepriift, ob sie an das BSA-Hapten-Konjugat
binden, ob freies Hapten die Bindung inhibiert und ob die
Bindung an das freic Protein KLH unterbleibt. Durch
Affinitdtschromatographie der Ascitesfliissigkeit an Pro-
tein A29 oder durch Mono-Q-Ionen-Austauschchromato-
graphie konnten die Immunoglobuline gereinigt und durch
denaturiecrende 12% Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese auf Homogenitit untersucht werden!”?.,

3. Katalytisch aktive Antikorper

3.1. Herstellung von Antikdrpern mit
katalytisch wirkenden Aminosiure-Seitenketten
in den Bindungsstellen

3.1.1. Hapten-Antikirper- Komplementaritiit

Eine f-Eliminierungsreaktion: Eine Moglichkeit, um kata-
lytisch wirkende funktionelle Gruppen (zum Beispiel ba-
sische oder saure Aminoséure-Seitenketten) in die Bindungs-
stelle einzubringen, besteht in der Erzeugung von Anti-
korpern gegen ein Hapten, dessen Struktur komplementir
zur katalytisch aktiven Gruppe ist. In der Tat ist die Ablei-
tung von allgemeinen Regeln, welche die Haptenstruktur mit
der Struktur der entsprechenden katalytisch wirksamen
Gruppen oder mit der Mikroumgebung der Bindungsstelle
korrelieren, ein wichtiges Ziel bei der Gestaltung von Anti-
korper-Katalysatoren. So wurde zum Beispiel die elektrosta-
tische Komplementaritit zwischen Hapten und Antikorper
ausgenutzt, um eine Aminosiure-Seitenkette zu erzeugen,
die dann die B-Eliminierungsreaktion 4 — 512!1 kataly-
sierte. Diese Reaktion, bei welcher ein kohlenstoffgebun-

A A
Oye—
O,N O,N"

denes Proton abstrahiert wird, gehort zu einer Klasse chemi-
scher Umsetzungen, deren wichtigste Vertreter Eliminierun-
gen und Isomerisierungen sowie Aldol- und Claisen-Kon-
densationen sind. Bei Enzymen, welche solche Reaktionen
katalysieren, wird die Protonabstraktion meist durch die
Carboxylatgruppe eciner Glutaminsdure- oder Asparagin-
sdure-Seitenkette ausgefiihrt. Solche Reste im hydrophoben
aktiven Zentrum von Enzymen weisen im allgemeinen einen
pK,-Wert auf, der hoher liegt als normal22),

Aspartat- und Glutamatreste konnten in der Bindungs-
stelle von Antikdrpern unter Ausnutzung der Ladungskom-
plementaritdt zwischen Hapten und zugehdrigem Antikor-
per erzeugt werden'®). Daraus schlossen wir, daf} sich mit
einem positiv geladenen Hapten moglicherweise eine Bin-
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dungsstelle im Antikorper herstellen 1d8t, in der die Carb-
oxylatgruppe und ein abstrahierbares Substratproton eng
genug benachbart fir eine chemische Bindung sind. Dabei ist
es wichtig, daB die geladene Gruppe des Haptens die gleiche
Position wie die zu deprotonierende C-H-Gruppe des Sub-
strates einnimmt. Das Hapten 6 enthilt eine Ammonium-
gruppe an der Stelle, an welcher sich die a-CH,-Gruppe des
Substrates 4 befindet. Die Tatsache, da3l sowohl das Hapten
als auch das Substrat ein gemeinsames Erkennungsmerkmal
haben, die p-Nitrophenylgruppe, sollte eine akzeptable Bin-
dungsaffinitdt des Substrates an die Antikérper gewihrlei-
sten. Uberdies sollte der Ersatz des Haptens in der Bindungs-
stelle durch ein Substratmolekiil den pK,-Wert der kataly-
tisch aktiven Carboxylat-Seitenkette als Kompensation fiir
den Verlust einer stabilisierenden Salzbriicke ansteigen las-
sen.

Von sechs Antikdrpern, die gegen das KLH-Konjugat von
6 hergestellt wurden, katalysierten vier die B-Eliminierung
4 5 5. Das Immunoglobulin IgG 43D4-3D3 folgte der
klassischen Michaelis-Menten-Gleichung [Gl. (1)] (k,,, =
0.2min"'. K, = 182 uM bei 37°C und pH 6.0), zeigte Sub-
stratspezifitdt und konnte durch das Hapten kompetitiv in-
hibiert werden (K; = 290 nm).

k Keu
rg+ské1g-s—a1g+P )
1
ka[EIS] kT
K, +I[8] ’ i k,

Dieser Antikdrper wurde chemisch mit dem carboxylat-
spezifischen Reagens Diazoacetamid in Gegenwart und in
Abwesenheit von gebundenem Hapten modifiziert. Diese
Experimente ergaben, daB eine Glutamat- oder Aspartat-
Seitenkette fiir die katalytische Aktivitdit maBgeblich ist. Die
Bestimmung von k_,, als Funktion des pH-Wertes in Gegen-
wart von gebundenem Substrat lieB auf einen pK,-Wert der
Carboxylatgruppe von 6.2 schlieBen. Dieser hohe Wert ist
konsistent mit dem Verlust einer Salzbriicke beim Ersatz des
Haptens 6 durch Substrat im Antikdrper-Substrat-Komplex.
Die in diesen Komplex eingefithrte Carboxylat-Seitenkette
erhoht die Reaktionsgeschwindigkeit relativ zu derjenigen in
Gegenwart von freiem Acetat in Losung bei pH 6.0 um einen
Faktor 8.80 x 10*. Dieser Wert dhnelt der enzymbedingten
Geschwindigkeitserhdhung um einen Faktor 10, die im Fal-
le der Staphylokokkennuclease der Base Glu 431231 ynd im
Falle von Trypsin der Base Asp 102**] zugeschrieben wird.

Eine [2 + 2]-Cycloreversionsreaktion: Wiederum wurde
eine Haptenstruktur ausgenutzt, um eine katalytisch aktive
Seitenkette in einem Antikorper zu erzeugen. Dieser modifi-
zierte Antikorper katalysiert die lichtabhidngige [2 + 2]-Cy-
cloreversion des Thymindimers 7a!?%). Thymindimere sind
die hauptsichlichsten, durch UV-Licht induzierten Photold-
sionsprodukte in der DNA. Nach Modellstudien kénnen
Photosensibilisatoren wie Indole, Chinone oder Flavine re-
versibel ein Elektron an ein Thymindimer abgeben oder von
ihm aufnehmen; dadurch wird das intermedidre Thymindi-
mer-Radikal leicht gespalten 26~ 28] Diese Resultate fiithrten
uns zur Hypothese, daB eine Bindungsstelle im Antikdrper,
welche thymindimer-spezifisch ist und zugleich einen korrekt
positionierten Sensibilisator enthilt, mdglicherweise wie ein
Photoreparaturenzym wirken konnte. In Analogie zu den
Immunoglobulinen, welche gegen positiv geladene Haptene
gerichtet sind und einen komplementiren Aspartat- oder
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Glutamatrest aufweisen !, erwarteten wir, daf die Antikor-
per dem polarisierten n-System dieses Pyrimidindimers einen
komplementdren Tryptophanrest entgegenstellen wiirden.
Um diese Hypothese zu iiberpriifen, wurden Antik&rper ge-
gen das cis,syn-Thymindimer 7b hergestellt.

(8] (0] (6]
MeMcH |
e
7a: R = OH Hj\ lH 5 Hj\ \
7b: R = NHCH,COOH 07 °N N7Y0 0” "N

\fo S;o \fo

Finf von sechs Antikérpern, welche durch Immunisie-
rung gegen das KLH-Konjugat des Dimers 7b erhalten wur-
den, katalysierten die Photoreversion des Dimers 7a zum
entsprechenden Monomer bei Bestrahlung mit monochro-
matischem Licht der Wellenldnge 300 nm. Die Geschwin-
digkeitskonstante k_, von IgG 29E5 betrug 1.2 min~"' (bei
nichtsittigender Lichteinwirkung). Dieser Wert licgt nahe hei
k. =34 min~" fir das Reparaturenzym Escherichia-coli-
DNA-Photolyvase, welches das Thymindimer spaltet'®9). Als
Quantenausbeute der photolytischen Spaltung, bezogen auf
die Anzahl vorhandener Tryptophanreste, ergab sich
@ > 0.75; der entsprechende Wert der DNA-Photolyase be-
tragt ungefihr 1.0. Die hohe Substratspezifitat dieses Anti-
korpers manifestierte sich in der mangelnden katalytischen
Aktivitdt gegeniiber dem N, N'-Dimethylderivat. Die Abhédn-
gigkeit der Quantenausbeute von der Wellenldnge sowie Er-
gebnisse von FluoreszenzlGschungsexperimenten wiesen auf
die Beteiligung eines Tryptophanrestes an der Katalyse hin.
Durch Pulsradiolyseexperimente konnte gezeigt werden, dafl
(Methylthymin)dimer- und (Dimethylthymin)dimer-Radi-
kalanionen mit einer Frequenz von 0.05 zu Monomeren zer-
fallen!*°!. Da nun die Quantenausbeute der antik drpersensi-
bilisierten Reaktion betrdchtlich hoher ist als 0.05, scheint
das Immunoglobulin am Zerfall des intermedidren Radikal-
anions beteiligt zu sein. Um den Mechanismus dieser anti-
kdrperkatalysierten Reaktion im Detail aufzukldren, werden
zur Zeit weitere Experimente ausgefiihrt.

In den beiden oben angefithrten Beispielen war ein hoher
Prozentsatz der isolierten Antikorper katalytisch aktiv. Dies
konnte bedeuten, dul} die Ausnutzung von elektrostatischen
und n-Stapetungswechselwirkungen zur Erzeugung komple-
mentdrer Bindungsstellen von allgemeiner Bedeutung ist.
Die Erzeugung von Antikorpern, die Beschleunigungen in
der GréBenordnung von 10® oder mehr bewirken, wird
wahrscheinlich die gleichzeitige Anwendung von zwei oder
mehreren Strategien zur Einfilhrung der katalytischen Akti-
vitat in die Antikorper erfordern. Selbstverstandlich sind da-
bei Strategien wie die oben beschriebenen, die zu einem ho-
hen Prozentsatz an katalytisch wirksamen Antikorpern
(bezogen auf die Gesamtzahl die isolierten haptenspezifi-
schen Antikérper) fithren, am wiinschenswertesten und am
leichtesten zu verallgemeinern. Es sind viele andere Reaktio-
nen denkbar, welche unter Anwendung der obigen (oder in
Verbindung mit der in Abschnitt 3.1.2 erlduterten) Strategie
antikorperkatalysiert ablaufen kdnnten: so zum Beispiel
Aldolreaktionen (mit einem B-Aminophosphonat-Hapten),
Ester/Amid-Hydrolysen (mit einem N-Oxid-Hapten) oder
Oxy-Cope-Umlagerungen (mit einem Aminocyclohexan-
Hapten). Es sei hier angemerkt, daB3 es auch monoklonale
Antikorper gibt, deren nucleophile Reste zufdlligerweise sto-

Mc
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chiometrisch mit einem aktivierten Esteranalogon des ent-
sprechenden Haptens reagieren[*!l,

3.1.2. Ortsspezifische Mutagenese

Einen anderen Weg zur Einfiihrung von katalytisch akti-
ven Gruppen in die Bindungsstelle eines Antikdrpers erdff-
net die Technik der ortsspezifischen Mutagenase, wie am
Beispiel des Immunoglobulins MOPC315 gezeigt wurde*21.
MOPC315 bindet 2,4-Dinitrophenylderivate mit Assozia-
tionskonstanten von 1073 bis 1077 M~ !133:34 Die Bin-
dungsstelle wurde spektroskopisch (UV, Fluorometrie,
NMR), durch chemische Modifikation und durch Sequenz-
analyse der variablen Regionen charakterisiert. Auflerdem
ist durch iltere Affinitdtsmarkierungsstudien mit unter-
schiedlichen Verbindungen bekannt, daB3 in der Nihe des
Bindungszentrums eine definierte Anzahl von reaktiven
Aminosiure-Seitenketten vorliegt.

Da keine Réntgenstrukturanalyse von MOPC315 exi-
stiert, dienten Experimente zur chemischen Modifikation als
Leitlinien fiir die spezifische Mutagenese. Obwohl 14 poten-
tiell reaktive Seitenketten in der hypervariablen Region vor-
handen sind (2 Histidin-, 2 Lysin-, 3 Arginin- und 7 Tyrosin-
reste), wurden vorwiegend nur zwei davon, ndmlich Tyrosin
34L und Lysin 52H, durch DNP-enthaltende Affinitdtsmar-
ker alkyliert 331 Tyrosin 34L wurde als erstes Ziel fiir die
Mutagenese ausgewdhlt, weil ein Histidin an dieser Stelle
geeignet schien, um die Hydrolyse der Ester 8a—c zu kataly-
sieren. Die Beteiligung von Tyrosin 34L beim Binden von
DNP-Derivaten wurde bisher nicht genau eruiert. Es ist je-
doch bekannt, daf3 Affinitdtsmarkierung dieses Tyrosinrests
zum entsprechenden 5-Mercapto-2-oxopentylether das Bin-
den von Liganden, wahrscheinlich durch sterisches Blockie-
ren des Einganges zur Bindungstasche, verhindert. Die Ni-
trierung des Tyrosinringes hat keinen EinfluB auf die
Bindungseigenschaften 2%, Es wurde auch Phenylalanin ein-
gebaut, um den Beitrag der Hydroxygruppe von Tyrosin zur
Haptenbindung zu untersuchen.

NO (6] =
i 2 L mene
e 0" "0 8b:n=4
8c:n=275

O,N

Um Mutanten des Antikérpers MOPC315 herzustellen,
beschlossen wir, seine variable Region (F ) in E. coli zu expri-
mieren. MOPC315-IgA kann mit Pepsin proteolytisch in die
funktionellen F - oder F -Fragmente gespalten werden!*71.
Das F,-Fragment (26 kD) ist ein Heterodimer aus zwei Pep-
tiden, namlich V, (14 kD) und V,_ (12kD) (siehe auch
Abb. 1). Es enthilt alle ndtigen Sequenzen zur korrekten
Faltung der Bindungsstelle und zur Erkennung der DNP-
Haptene. Reduzierte und getrennte V- und V,-Peptide von
MOPC315 sowie von mehreren anderen Antikorpern kon-
nen zu einem stabilen funktionellen F -Fragment rekombi-
niert werden (Abb. 4)137). Die Disulfidbriicke in V, oder V,,
kann vor der Rekonstitution sehr effizient durch Oxidation
der reduzierten Form gebildet werden®”!. Die Einfachheit
und die Wirksamkeit der Rekonstitution macht das Frag-
ment F, zu einem begehrten Ziel der Expression einer Anti-
korper-Bindungsstelle in E. coli. Wir haben diese Eigen-
schaften ausgenutzt, um Hybrid-F -Fragmente herzustellen,
in welchen rekombinantes V,, exprimiert in E. coli mit V,,
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von MOPC315-IgA vereint wurde. Funktionelle F - und F -
Fragmente anderer Antikdrper wurden kiirzlich in E. coli
exprimiert*®]. Ein Gen, welches fiir die 115 N-terminalen
Aminosduren der leichten Kette von MOPC315 codiert,
wurde chemisch synthetisiert und in E. coli als Fusionspro-
dukt mit dem Lambda-cII-Gen exprimiert[3%1, Das entstan-
dene Hybridprotein wurde mit Faktor Xa an einer einzigen
Stelle gespalten, das so erhaltene freie V -Peptid mit V,, re-
konstituiert und das resultierende F -Fragment durch Gelfil-
tration und Affinititschromatographie gereinigt.

ab pH 3.8

@
88 Pepsin S5
S—5
v U
¢
Fv +

Fragmente
(%] (2]

MOPCa15

Abb. 4. Struktur des Antikérpers MOPC315, schematisch, und seine Zerle-
gung durch Pepsin.

Wildtyp-F, (F,(315)) und die Phenylalanin-Mutante
(F.(Y34F,)) binden DNP-L-Lysin mit dhnlicher Affinitit bei
pH 6.8 (K = 250 + 20 nm), wihrend die Histidin-Mutante
(F.(Y34H,)) DNP-Lysin sechsmal weniger stark bindet
(Kp = 1400 + 200 nm). Das histidinmutierte F -Fragment
beschleunigte die Hydrolyse (k.../K./k4-wme) des Esters 8b
um einen Faktor von 6.0 + 3.0 x 10° beziiglich der Reaktion
mit 4-Methylimidazol bei pH 6.8. Die Anfangsgeschwindig-
keit der Esterspaltung ist SOmal hoher als diejenige des Wild-
typ-F, oder der F (Y34F,)-Mutante. Des weiteren wird die
Spaltung der homologen Ester 8a und 8c nicht wesentlich
beschleunigt, was im Einklang mit dem postulierten Ort der
Histidin-34-Seitenkette im aktiven Zentrum ist.

Die ortsspezifische Mutagenese diirfte ein wirkungsvolles
Werkzeug sein, um sowohl die Effizienz anderweitig herge-
stellter, katalytisch aktiver Antikérper zu erhodhen als auch
die katalytische Aktivitdt vorgegebener Antikdrper schritt-
weise weiterzuentwickeln. Zusitzlich konnten auch gene-
tische Selektion oder Screening-Verfahren zur Auswahl von
katalytisch wirksamen Resten in der Bindungsstelle eines
Antikérpers herangezogen werden, der bereits substratspezi-
fisch (oder spezifisch fiir ein Analogon des Ubergangszu-
stands) ist.

3.2. Erzeugung von Antikérpern
gegen Analoga von Ubergangszustinden

Ein Antikorper gegen ein Hapten, das dem Ubergangszu-
stand einer gegebenen Reaktion #hnelt, sollte den Uber-
gangszustand stabilisieren und dadurch die Aktivierungs-
energie der Reaktion relativ zu Substraten und Produkten
herabsetzen %, Tn der Tat sind die aktiven Zentren von vie-
len Enzymen in Struktur und Elektronenverteilung komple-
mentir zum geschwindigkeitsbestimmenden Ubergangszu-
stand. Dies konnte sowohl durch Studien an aktiven Zentren
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von Enzymen "1 als auch durch Inhibitionsstudien mit Ana-
loga von Ubergangszustinden*?! gezeigt werden. Antikdr-
per gegen solche Analoga kénnen die verschiedensten Reak-
tionen katalysieren (sieche Abschnitt 3.2.1 bis 3.2.3); dazu ge-
héren Carbonat-, Ester- und Amidhydrolysen, die Claisen-
Umlagerung von Chorisminsidure zu Prephensiure, bimole-
kulare Amidbildungsreaktionen, Bildung eines sechsgliedri-
gen Lactons und Bildung der Peptidbindung.

3.2.1. Carbonat-, Ester- und Amidhydrolyse

Die ersten katalytisch aktiven Antikorper, die spezifisch
gegen Analoga von Ubergangszustinden erhalten wurden,
binden tetraedrische Phosphate und Phosphonate; es han-
delt sich dabei um Analoga des Ubergangszustands der Hy-
drolyse von Carbonaten und Carbonsdureestern®3: 441,
Beim Entwurf dieser ersten Generation von katalytisch akti-
ven Antikdrpern wurden mehrere Faktoren beriicksichtigt.
Carbonate und Carbonsiureester erfahren drastische struk-
turelle und elektronische Anderungen auf ihrem Reaktions-
weg vom Substrat zum Produkt. Dies ermdglichte ein spezi-
fisches Binden und Stabilisieren des Ubergangszustandes.
Dariiber hinaus konnten die tetraedrischen Ubergangszu-
stinde dieser Hydrolysereaktionen erfolgreich mit Phospho-
nat-, a,a-Difluoracyl- und Hydroxymethylengruppen imi-
tiert werden. Hydrolysereaktionen verlangen nicht unbe-
dingt katalytisch aktive Seitenketten (zum Beispiel eine nu-
cleophile Serin-Seitenkette); ein einfacher Angriff eines in
das aktive Zentrum cindringenden Wassermolekiils an der
polarisierten Carbonylgruppe des Substrates geniigt. Wiin-
schenswert wiren im weiteren gemeinsame strukturelle Er-
kennungsmerkmale sowohl im Substrat als auch im Uber-
gangszustand sowie eine geringere Affinitdt des Antikorpers
zu den Reaktionsprodukten als zu den Substraten.

Monoklonale Antikorper, welche spezifisch gegen die te-
traedrischen Analoga 11, 14 und 15 von Ubergangszustin-
den gerichtet sind, katalysieren die Hydrolyse der entspre-
chenden Substrate 9 (UUbergangszustand 10), 12 bzw. 13
gemiB der Michaelis-Menten-Gleichung [G1. (1)]** %41, Die
antikOrperkatalysierten Reaktionen wurden durch die Ana-
loga der Ubergangszustinde kompetitiv inhibiert. Die Inhi-
bitionskonstanten (K;) waren in jedem Falle deutlich kleiner
als die entsprechenden K_-Werte der Substrate, woraus ge-
schlossen werden kann, daB die Stabilisierung des Uber-
gangszustands einen Beitrag zur Katalyse leistet. Beim Ver-
gleich der Reaktionsgeschwindigkeiten der antikorperkata-
lysierten Reaktionen [GI. (2)] mit denjenigen der hydroxid-
abhingigen Hydrolysen [Gl. (3)] ergaben sich Geschwindig-
keitserhbhungen um Faktoren von 10? bis 105431,

b, = kyyll - SIIOH] @
ou = kou[SJ[OH] (3)

Diese Beschleunigungen bewegen sich in einem fiir die Stabi-
lisierung des Ubergangszustands in hydrolytischen Enzymen
theoretisch erwarteten und auch experimentell bestdtigten
Bereich. So wird zum Beispiel ein p-Nitroanilinopeptid in
Gegenwart einer Dreifachmutante des Enzyms Subtilisin, in
welcher jede Aminosdure der katalytischen Triade His, Ser
und Asp durch Alanin ersetzt wurde, 3000mal schneller als
ohne diesen Katalysator hydrolysiert. Daraus 148t sich etwa
die Groflenordnung der Katalyse abschitzen, welche durch
die Stabilisierung des Ubergangszustands mit anderen Bin-
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dungsdeterminanten als der katalytischen Triade zustande-
kommt ™31 In allen Fillen erwiesen sich die Antikérper auch
als duBerst substratspezifisch.

Die dreidimensionale Struktur des Antikérpers
McPC603, der in hohem MaBe homolog zu den phosphoryl-
cholinbindenden Antikérpern T15 und MOPC167 ist, konn-
te ermittelt werden. Die ROntgenstrukturanalyse ermdglicht
es, die Aminosdurereste, die an der Katalyse beteiligt sind, in
der Bindungstasche direkt zu erkennen (Abb. 5)®. Das
Hapten wird in der Kavitit von McPC603 so gebunden, dal
die Cholingruppe tief im Inneren verborgen ist und die Phos-
phatgruppe an der Oberfliche Kontakt mit dem wéBrigen
Loésungsmittel hat. Die Reste Tyr 33H und Arg 52H aus der
schweren Kette, die in allen bis heute sequenzierten phos-
phorylcholinbindenden Immunoglobulinen invariant auftre-
ten[*®], binden die Phosphatgruppe an den Sauerstoffato-
men iiber Wasserstoffbriicken und elektrostatische Wechsel-
wirkungen. Die Bindungsstelle von McPC603 ist sowohl ste-
risch als auch elektronisch komplementidr zum tetraedri-
schen, negativ geladenen Phosphatrest des Phosphorylcho-
lins. Da nun tetraedrisches Phosphat dieser Art den
Ubergangszustand der hydroxidkatalysierten Hydrolyse des

/
NH
Tyr 33H ’
HN
co—
Arg 52H
OH
A o NH
o—Pg HN
1 @
o NH

Abb. 5. Phosphorylcholin im Bindungszentrum des Antikérpers McPC603.
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Carbonats 12 imitiert, ist zu erwarten, da3 diese Antiphos-
phoryl-Antikérper die Carbonatgruppe von 12 so zu polari-
sieren vermogen, daB ein Angriff eines Hydroxid-Ions im
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt begiinstigt wird. An-
gesichts des Befundes, daB die Struktur von 12 im Grundzu-
stand betrichtlich von derjenigen im Ubergangszustand ab-
weicht (vgl. 10), sollten sich die verschieden starken
Bindungsaffinititen des Antikorpers zu diesen beiden Spe-
zies in einer verminderten Aktivierungsenergie fiir die be-
trachtete Reaktion dulern. Tatséchlich beobachtet man, daf3
das Ubergangszustandsanalogon 4-Nitrophenylphosphoryl-
cholin 14 durch die Immunoglobuline MOPC167 und T15
stirker gebunden wird als das entsprechende Substrat!#6!
(K; = Spum, K_, = 208 puM fiir MOPC167). Trotzdem 148t sich
die GroBenordnung der Geschwindigkeitserhohung durch
T15 und MOPC167 nicht vollstindig mit den differenzierten
Bindungseigenschaften des Analogons 14 und des Carbonats
12 erkldren. Es ist also anzunehmen, daB3 im Falle von T15
und MOPC167 auBler der durch Rontgenkristallographie
und Affinititsstudien belegten spezifischen Stabilisierung
des Ubergangszustandes noch andere Faktoren zur Herab-
setzung der Aktivierungsenergie und somit zur Reaktionsbe-
schleunigung beitragen. Gegenwirtig werden Experimente
zur ortsspezifischen Mutagenese ausgefiihrt, um die Rollen
der verschiedenen Aminoséiure-Seitenketten im aktiven Zen-
trum der phosphorylcholinspezifischen Antikérper bei der
Katalyse aufzudecken. Biophysikalische Studien und Expe-
rimente zur chemischen Modifikation deuten darauf hin,
daB Tyrosin und Arginin in den fiir das Hapten 11 spezifi-
schen Antikérpern katalytisch wirksam sind*31, Diese Reste
konnen wiederum den tetraedrischen Ubergangszustand sta-
bilisieren. Bei Antikdrpern, welche spezifisch fiir das Hapten
15 sind, wird vermutet, daB Histidin oder Tyrosin an der
Katalyse teilnehmen. Es ist jedoch unbekannt, welche Rolle
sie dabei spielen.

Durch Immunisierung gegen Phosphonat-Analoga von
Ubergangszustinden konnten auch Antikdrper gewonnen
werden, welche die stereospezifische Hydrolyse von nicht
aktivierten Alkylestern unter milden Bedingungen katalysie-
ren™31. Diese Antikorper wurden gegen das Hapten 16 er-
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zeugt, ein Phosphonat-Analogon des Ubergangszustands
der basischen Hydrolyse des Esters 17. Sowohl 16 als auch 17
sind Peptide. Es ist anzumerken, daB} das Hapten 16 auch
Analoga der fluorogenen Gruppen am N- und C-Terminus
des Substrats 17 enthdlt. Diese Gruppen ermoglichen es, den
Hydrolyseverlauf anhand des Fluoreszenzanstiegs zu verfol-
gen, welcher auftritt, wenn die fluoreszierende 2-Aminoben-
zoylgruppe und die fluoreszenzloschende 4-Nitrobenzylcar-
bamoylgruppe getrennt werden!*”). Diese empfindliche
Analysemethode erlaubt ein direktes Screening an ELISA-
Platten auf katalytische Aktivitit, was die Produktion kata-
lytisch aktiver Antikorper vereinfacht.
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Interessanterweise katalysieren alle 18 aktiven Antikorper
(von 25 insgesamt) die Hydrolyse des D-Phenylalanin enthal-
tenden Diastereomers des Esters 17, obwohl ein Diastereo-
merengemisch zur Erzeugung der Antikorper verwendet
wurde ®!, Die Reaktion mit den Antikdrpern verlief 50- bis
300mal schneller als mit Hydroxid-Ionen. Bei relativ groBen
Ubergangszustandsanaloga wie etwa dem Tripeptid 16 ist es
moglich, daB das tetraedrische Phosphonat proportional we-
niger zur Gesamtbindungsenergie des Hapten-Antikdrper-
Komplexes beisteuert als es in kleineren Analoga der Fall ist.
Demzufolge wire eine kleinere Geschwindigkeitszunahme
zuerwarten als bei Antikdrpern, welche gegen kleinere Uber-
gangszustandsanaloga gerichtet sind. Die antikdrperkataly-
sierte Reaktion war in hohem MaQe spezifisch fiir den b-
Phenylalanin enthaltenden Ester 17. Bei drei von funf
Immunglobulinen war das Geschwindigkeitsverhiltnis von
L-Phe- versus D-Phe-Hydrolyse kleiner als 0.5%. Die Anti-
korper zeigten auch eine hohe Substratspezifitit. Die Hydro-
lyse von Estern, die Nitrophenylalanin, Leucin oder Trypto-
phan anstelle von Phenylalanin enthielten, wurde von
keinem der AntikOrper katalysiert. Solche Antikdrper kdnn-
ten sich zur Enantiomerentrennung von racemischen Ami-
nosiuren und Alkoholen eignen49-74],

Mit Antikorpern lassen sich auch Reaktionen an wasser-
unléstichen organischen Substraten katalysieren. Immuno-
globuline, die spezifisch gegen das Analogon 18 geziichtet
wurden, konnen die Hydrolyse von Essigsdurephenylester in
inversen Micellen beschleunigen*°!, Die k_,,- und K_-Werte
des in inversen Micellen in Isooctan solubilisierten Antikor-
pers betrugen 3.74 min~! bzw. 650 pM [Wo-Wert (Wasser:
Detergens) von 23] und in wiBriger Losung 18.8 min ™! bzw.
157 uMm. Der optimale Wo-Wert ist deutlich héher als bei
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Enzymen, was in Einklang mit dem héheren Molekularge-
wicht der Immunoglobuline ist. Die Fdhigkeit von kataly-
tisch aktiven Antikérpern, auch in inversen Micellen zu wir-
ken, diirfte den Wert dieser Spezies fiir Katalyse und
Immunoassays erhohten.

OH
0. _Me
SIS

Kiirzlich wurden Antikorper gegen das KLH-Konjugat
des Arylphosphonamidatsll9 erhalten. Ein Antikdrper kata-
lysierte die Hydrolyse des Nitroanilinids 20" mit
k., = 0.08 min~! und K = 562 pm. Die antikorperkataly-
sierte Reaktion ist durch hohe Spezifitit und eine Geschwin-
digkeitserhdhung um einen Faktor von 2.5 x 10° gegeniiber
der unkatalysierten Reaktion gekennzeichnet. Die Energie-
differenz zwischen der Komplexierung des Phosphonami-
dats 19 als Ubergangszustandsanalogon (K) und des
Substrats (K_) [AAG* = —2.2kcal mol™'] erkldrt die
GroBenordnung der Geschwindigkeitszunahme nicht voll-
stindig. Demnach miissen auch noch andere Faktoren, zum
Beispiel Sdure- oder Basenkatalyse oder Destabilisierung des
Grundzustands, einen Beitrag zur Katalyse leisten. DaB sich
eine Bindungsstelle mit diesen zusétzlichen katalytischen Ei-
genschaften gebildet hat, konnte ganz einfach das Produkt
der immunologischen Vielfalt (ein Immunoglobulin von 44
war katalytisch aktiv) oder aber eine Folge der Struktur des
Haptens selbst gewesen sein. Im Hapten haben sowohl die

(@)
N 0N
sy :
H
H OH
H

P-NH- als auch die P-O-Gruppe mindestens je ein freies
Elektronenpaar, das als Wasserstoffbriickenacceptor dienen
kann, aber nur die P-NH-Gruppe kann auch als Wasserstoff-
briickendonor wirken. Es ist vorlaufig noch unklar, wie sol-
che Unterschiede im Wasserstoffbriickenmuster sich auf die
Natur der Bindungsstelle auswirken. Eine mechanistische
Analyse dieser antikdrperkatalysierten Reaktion konnte
wichtige Impulse zur Herstellung von Immunoglobulinen
liefern, welche die verwandte, jedoch bedeutend mehr Ener-
gie erfordernde Hydrolyse von Peptidbindungen katalysie-
ren. Es sind auBerdem auch Analoga fiir den Ubergangszu-
stand der Hydrolyse von Glycosidbindungen (Nojirimycin-
derivate) und Phosphodiesterbindungen (Nucleosid-Vana-
dyl-Komplexe) denkbar.
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3.2.2. Eine Claisen-Umlagerung

Es ist auch durchaus vorstellbar, Antikdrper zu erzeugen,
deren katalytische Aktivitdt durch das Herabsetzen der en-
tropischen Barrieren von Reaktionen zustande kommt. Die
Bindungsenergie wird in diesem Fall ausgenutzt, um die
Translation und Rotation der Reaktanten durch korrekte
Anordnung der reagierenden Gruppen in der Bindungsstelle
des Antikorpers zu verringern. Diese Methode sollte sowohl
auf intramolekulare (zum Beispiel Bildung makrocyclischer
Lactone) als auch auf intermolekulare Reaktionen (zum Bei-
spiel Diels-Alder-Reaktionen und Bildung von Peptiden) an-
wendbar sein.

Von diesen Vorstellungen geleitet haben wir Antikérper
hergestellt, welche die formale Claisen-Reaktion von Choris-
minsiure 21 zu Prephensiure 2352 katalysieren. Diese ther-
mische 3,3-sigmatrope Umlagerung verlduft iber einen
asymmetrischen, sesselfdrmigen Ubergangszustand 22, in
welchem die C-O-Bindung bereits vor dem Beginn der C-C-
Bindungsbildung zum groBten Teil gebrochen ist'**l Fir
diese Reaktion wurde eine Aktivierungsentropie von
—12.85cal K™! mol ! und eine Aktivierungsenthalpie von
20.7 kcal mol ™! ermittelt!33). Die unimolekulare Umlage-
rung wird durch das Enzym Chorismat-Mutase um einen
Faktor von ungefihr 10% beschleunigt. Das Enzym ist an der
Biosynthese der aromatischen Aminosduren in Bakterien
und Pflanzen beteiligt **1. Es wurde gezeigt, daB die enzym-
katalysierte Reaktion iiber einen sesselfdrmigen Ubergangs-
zustand verliduft, doch weill man sonst wenig tiber den Kata-

lysemechanismus %!,

OH OH OH
21 22 23
HO,C 0 \_CO,H 24a: R =H o

s
[ 24b: R = )LN
6R H/v\©\
NEX©

Man wiirde erwarten, daf3 die Bindungsstelle eines Anti-
korpers, welche komplementér zur konformationell fixierten
Struktur des Ubergangszustandes ist, vermutlich aber {iber
keine katalytisch aktiven Aminosidure-Seitenketten verfiigt,
die Claisen-Reaktion von Chorismin- zu Prephenséure kata-
lysiert. Deshalb wurden monoklonale AntikOrper gegen das
bicyclische Analogon 24a des Ubergangszustands 22 er-
zeugt; 24a ist der potenteste bisher bekannte Inhibitor der
Chorismat-Mutase mit einem K-Wert von 0.15 um%¢1. Einer
von acht Antikorpern (IgG) gegen das KLH-Konjugat von
24b katalysierte die Claisen-Umlagerung 21 — 23 mit An-
fangsgeschwindigkeiten, die mit der Michaelis-Menten-Glei-
chung [Gl. (1)] kompatibel sind (k. =2.7min"!, K =
260 um bei 10 °C). Die Geschwindigkeit der antikorperkata-
lysierten Reaktion konnte direkt mit derjenigen der unkata-
lysierten, thermischen Umlagerung verglichen werden; dabei
ergab sich, daB die katalysierte Reaktion 10*mal schneller
verlduft (bei 10°C und pH 7.0). Diesem Faktor sei die
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3 x 10%fache Beschleunigung gegeniibergestellt, welche mit
Chorismat-Mutase aus £. coli unter denselben Bedingungen
erzielt wurde. Von den Mechanismen, die fiir die enzymkata-
lysierte Umlagerung vorgeschlagen wurden, konnen die mei-
sten flr die antikGrperkatalysierte Reaktion ausgeschlossen
werden. Zum Beispiel spricht die Tatsache, daB3 der (+)-Me-
thylether 25 von Chorisminsdure zum (+ }-Methylether 26
von Prephensdure umgewandelt wird, gegen den Mechanis-
mus, in welchem die 4-Hydroxygruppe z. B. unter Bildung
von 27 oder eines C-4-Kations wie 28 verloren geht. Uber-
dies schliet die Abwesenheit eines Isotopeneffektes beim

CO,H HO,C.
: CO,H
1gG-2ett
DL = (9
- 0~ "CO,H >
OCH, OCH,
25 26
HO,C
2 \]/COEH CO,H CO,H
7 3\
65 Ol OLL
5~ NO”TCO,H =" N0 CO,H
27 28 OH
He
\‘B-Enzym
29

Arbeiten in D,0 generelle Siure- oder Basenkatalyse (vgl.
29) im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt aus. So bleibt
die mechanistisch ansprechende Variante Gibrig, wonach der
Antikorper die Reaktion katalysiert, indem er eine zum kon-
formationell fixierten Ubergangszustand komplementiire
Umgebung schafft. Dafiir sprechen die Werte von AH*
und AS*. die fiir die antikdrperkatalysierte Reaktion
18.3 kcal mol~! bzw. —1.2 cal K~ ! mol~ ' betragen71.

Unabhédngig von unseren Arbeiten wurde ein weiterer An-
tikorper gegen ein estergebundenes Analogon von 24a er-
zeugt. Dieses Immunoglobulin konnte ebenfalls die Umlage-
rung von Chorismin- zu Prephensdure katalysieren, jedoch
100mal langsamer®® als unser Antikdrper. Hier stimmte
aber das Verhiltnis K;/K_ mit der beobachteten Geschwin-
digkeitserhohung ungefdhr liberein und war somit im Ein-
klang mit der bevorzugten Komplexierung des Ubergangs-
zustandsanalogons durch den Antikdrper. Die Stabilisie-
rung war groBtenteils enthalpischer Natur. AuBerdem han-
delte es sich dabei um einen hoch stereospezifischen Antikor-
perkatalysator, der ausschlieSlich das {—)-Isomer der Cho-
risminsdure als Substrat akzeptierte *).

3.2.3. Transacylierungsreaktionen

Die Beschrinkungen, die eine Antikorper-Bindungstasche
threm Substrat aufzwingt, sollten ausreichen, um eine intra-
molekulare Cyclisierungsreaktion durch Verringerung der
Rotationsentropie zu beschleunigen %), Benkovic et al. zeig-
ten, daB ein Antikdrper gegen das Ubergangszustandsanalo-
gon 32 die Bildung des Lactons 31 aus dem Substrat 30
katalysiert. Das Geschwindigkeitsverhdltnis der katalysier-
ten zur unkatalysierten Reaktion betrug 167:1. Wiederum
lieB sich die antikorperkatalysierte Reaktion mit dem ent-
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sprechenden cyclischen Phosphonat kompetitiv inhibieren.
Die RingschluBreaktion war auBerdem enantioselektiv und
ermoglichte die Isolierung des Lactons 31 mit einem Enan-
tiomereniiberschuB von 94%16% Die gegen 32 erzeugten
Antikorper katalysierten auch die stereoselektive Bildung
des Amids 33 aus dem racemischen Lacton 31 und 1,4-Di-
aminobenzol!¢'!. Der Antikdrper bindet 1,4-Diaminobenzol

0 O 0 OH 0 o@
\\P/
+
R7% OH * R « R
30 31 32

9 0 OH
oy O
R H
.
31 3

und das Lacton 31 mit K_-Werten von 1.2 mM bzw. 4.9 mm;
fiir die Bindung des Ubergangszustandsanalogons 32 wurde
K, =75 nm bestimmt. Die Geschwindigkeitserhohung der
antikdrperkatalysierten relativ zur unkatalysierten Reaktion
betrug 16 M; zum Vergleich: K - K,,/K; = 155 M. An einem
zweiten Phosphonamidat-spezifischen Antikdrper konnte
gezeigt werden, daB er eine bimolekulare Amidbildung mit
einer effektiven Molaritidt von 10.5 M katalysiert (in diesem
Fall war die Abgangsgruppe nicht Teil des Haptens) 62 Die-
se Werte sind um GroéBenordnungen kleiner als der Wert
108 M, der als hypothetischer oberer Grenzwert einer anti-
korperkatalysierten Reaktion relativ zur unkatalysierten bi-
molekularen Variante angesehen wird (3!, Nichtsdestoweni-
ger legt die Demonstration einer antikorperkatalysierten,
bimolekularen Reaktion nahe, dafBl sich Peptidbildungs-,
Diels-Alder- und Transglycosylierungsreaktionen sowie Ma-
krolidsynthesen auf analoge Weise katalysieren lassen!’>..

3.3. Einfiihrung von synthetischen Katalysatoren
in Bindungsstellen von Antikdrpern

3.3.1. Semisynthetische Antikirper

Katalytisch aktive Gruppen, zum Beispiel Ubergangsme-
tallkomplexe, Cofaktoren, Basen oder Nucleophile, kdnnten
auch durch selektive chemische Modifikation in die Bin-
dungsstelle von Antikdrpern eingebracht werden. Kaiser et
al. zeigten, daB Enzyme selektiv mit Cofaktoren modifiziert
werden konnen und dabei semisynthetische Enzyme mit
neuen Eigenschaften bilden ¥4, Diese Methode konnte kiirz-
lich auch auf Antikorper iibertragen werden, was zu einer
Kombination der exquisiten Bindungsspezifititen des Im-
munsystems mit den verschiedensten hocheffizienten Kata-
lysatoren der synthetischen Chemie fiihrte!®%: 6],

Der Schliissel zum Erfolg bei der Herstellung von semisyn-
thetischen, katalytisch aktiven Antikorpern liegt in der Ent-
wicklung von milden Methoden zur selektiven Einfiithrung
von derivatisierbaren funktionellen Gruppen mit einzigarti-
ger Reaktivitdt in die Bindungsstelle oder ihre engere Umge-
bung. Diese Gruppen konnen nun in einem zweiten Schritt
mit anderen funktionellen Einheiten wie Cofaktoren, Me-
tall-Ligand-Komplexen, Fluorophoren etc. beladen werden.
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Eine solche Gruppe ist die derivatisierbare freie Thiolfunk-
tion, welche selektiv via Disulfidaustausch oder elektrophile
Reaktionen modifiziert werden kann, weil sie stark nucleo-
phil ist und sich leicht oxidieren 1dBt. AuBerdem k&nnte die
Einfiihrung einer nucleophilen Thiolgruppe in die Bindungs-
stelle direkt zu einem katalytisch aktiven Antikérper fith-
ren. Wir haben spaltbare Affinititsmarker verwendet, um
selektiv die Bindungstasche des Immunoglobulins (IgA)
MOPC315 mit einer solchen Thiolgruppe auszuriisten[®%),
Diese Methode erfordert keinerlei Kenntnis der dreidimen-
sionalen Struktur des Immunoglobulins und sollte deshalb
auf eine groBe Anzahl solcher Proteine anwendbar sein.

Es wurden Reagentien zur Affinitdtsmarkierung syntheti-
siert, in denen die DNP-Gruppe liber eine spaltbare Disulfid-
oder Sulfidfunktion mit einem elektrophilen Aldehyd oder
einem oa-Bromketon verkniipft ist (vgl. 34 bzw. 35). Da die

H
. H
jsaaardlNonre:
O,N NO, 0 O,N NO, 0

2

Ma:n=1 35a:n=1
34b:n =2 35h:n=2

3Sec:n=3

N 0
JONR
O,N NO, = 8a
(¢]
0

Position einer nucleophilen Lys-, His- oder Tyr-Seitenkette
in der Bindungsstelle des Antikorpers nicht genau bekannt
war, variierte man bei den Affinititsmarkern die Distanz
zwischen der DNP-Gruppe und dem elektrophilen Rest. Die
kovalente Verkniipfung des Markers mit dem Immunoglo-
bulin, gefolgt von der Abspaltung und anschlieffenden Ent-
fernung des DNP-Liganden, ergab einen Antikdrper vom
Typ 36a mit einer gezielt eingefiihrten freien Thiolgruppe
(Abb. 6). Im Falle der Derivatisierung mit dem Aldehyd 34b

1) <S—S~CHO  pgrinitdts -

2) NaCNBHy chromatographie
oderq-f\-s«vﬁ—CHZBr
o]
)55 R-S
&

1) DTT

o @

36a:R=H; 36b:R=

36¢:R= “5/\(;/"*

N

Abb. 6. Prinzip der Einfihrung von synthetischen Katalysatoren in die Bin-
dungsstellen von Antikérpern. DTT = Dithiothreitol.
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in Gegenwart von NaCNBH, erhielt man nach Spaltung der
Disulfidbriicke einen homogenen Antikérper, dessen freie
Thiolgruppe an Lys 52H 3! gekniipft war (das Bromketon
35b fiihrte zu einem einheitlichen, an Tyr 34L. modifizierten
Antikorper). Die Bindungsaffinitdt dieses Antikdrpers, der
an Lys 52H thiolmodifiziert war, an N-DNP-Glycin dhnelte
derjenigen an unverindertem MOPC315. Die Thiolgruppe
selbst ist so positioniert, dal sie bei der Thiolyse des Cuma-
rinesters 8a als Nucleophil wirken kann 631, Der semisynthe-
tische Antikorper wies Sattigungskinetik auf und konnte mit
DNP-Glycin kompetitiv inhibiert werden (K; = 8 uM). Die
Hydrolyse von 8a verlief in Gegenwart des Thiolantikérpers
6 x 10*mal schneller als in Gegenwart von Dithiothreitol.
Dieser Wert ist demjenigen der antikérperkatalysierten B-
Eliminierungsreaktion recht dhnlich und zeigt, daB die Nihe
einer Base oder eines Nucleophils zum komplexierten Sub-
strat den AG*-Wert der Reaktion um bis zu 7 kcal mol ™!
senken kann.

Eine solche Thiolgruppe lieB sich auch als Anker benut-
zen, um andere chemische Gruppen in die Bindungsstelle
einzubringen®%- 5! §o konnte Imidazol durch Reaktion des
Pyridyldisulfid-Adduktes des AntikOrpers mit 4-(Mercapto-
methyl)imidazol in mehr als 90 % Ausbeute eingebaut wer-
den!®8! (Abb. 6). Der so erhaltene semisynthetische Antikor-
per vom Typ 36¢ hydrolysierte den Cumarinester 8a
1000mal schneller als 4-Methylimidazol selbst. Wahrschein-
lich wirkt Imidazol bei der Hydrolyse von 8a als generelle
Base oder als Nucleophil. DaB die Hydrolyse in Gegenwart
dieses Antikorpers nicht schneller verlduft, kénnte mit der
erhohten Flexibilitit der Imidazolseitenkette erkldrt werden.
Der semisynthetische Antikérper hydrolysierte spezifisch
den 3-(DNP-Amino)propionsdureester 8a und diskriminier-
te die homologen N-DNP-Glycin- und 4-(DNP-Amino)but-
tersdureester.

Es ist interessant, die Katalyse durch F,(Y34H,) (siche
Abschnitt 3.1.2) mit derjenigen durch modifiziertes
MOPC315 zu vergleichen, dessen Lysin 52H mit Imida-
zol iber ein acht Bindungen langes ,,Distanzstiick® ver-
bunden wurde!®. Durch F (Y34H,) wurde 8a rund 16mal
schneller als durch das imidazolderivatisierte F,,-Fragment
hydrolysiert. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich auf die
verringerte Flexibilitdt der Histidin-34-Seitenkette (aufge-
zwungen durch das Proteinriickgrat und die umgebenden
Seitenketten) zuriickzufithren. AuBerdem konnte der Imida-
zolkern fiir einen Angriff an der Carbonylfunktion oder
fiir die Aktivierung eines Wassermolekiils besser orientiert
sein.

Der thiolderivatisierte Antikérper 36a konnte auch mit
einem Fluorophor beladen werden!®%. Durch Zugabe des
Liganden N-DNP-Glycin zum Addukt 36b verminderte sich
dessen Fluoreszenz, was direkt zur Messung der Komplexie-
rungsreaktion diente. Die Bindungskonstante, die durch die
Ausloschung der Fluorescein-Fluoreszenz ermittelt wurde,
stimmte innerhalb der experimentellen Fehlergrenze exakt
mit dem publizierten Wert fiir das unmodifizierte Immuno-
globulin MOPC315 iiberein**. Semisynthetische Antikor-
per dieser Art kénnten wertvolle Dienste als Sensoren oder
Diagnostika leisten. Die Derivatisierung von Antikdrpern
mit anderen Gruppen (Zn?®- oder Co*®-Ligand-Komplexe,
Flavine, Pyridoxamin etc.) diirfte zu semisynthetischen Anti-
korpern mit einer Vielfalt neuartiger katalytischer Eigen-
schaften fithren. Auch therapeutisch wichtige Agentien lie-
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Ben sich mit dieser Strategie in nidchste Nidhe zur
Bindungsstelle bringen.

3.3.2. Bindungsstellen fiir Cofaktoren

Bel einer weiteren Moglichkeit zum Einbringen kataly-
tisch aktiver Gruppen in die Bindungsstelle von Antikdrpern
mul zusétzlich zur Substrat-Bindungstasche eine Bindungs-
stelle fiir natiirliche oder synthetische Cofaktoren bereit-
gestellt werden!®7!. In diesem Sinne wurden zuniichst Anti-
korper gegen das Flavin 37 erzeugt. Das Flavin 37 und das

o) o
O)K/\(OH O)K/YOH
= T

H

Me N /NYO 20 a0 Me N NYO

AUNH ° I ~u
Me N Me N
o . H 9o
37 38

1,5-Dihydroflavin 38 haben grundsétzlich verschiedene elek-
tronische und geometrische Eigenschaften!®®). Ein Antikor-
per gegen 37 bindet dieses Flavin 4 x 10*mal stirker als das
1,5-Dihydroflavin 38. Diese unterschiedliche Stabilisierung
der oxidierten und der reduzierten Form des Cofaktors in
der Bindungsstelle des Antikdrpers machte den Ig - 38-Kom-
plex zu einem bedeutend stdrkeren Reduktionsmittel als
freies Dihydroflavin in Lésung. Das Reduktionspotential
des Komplexes betrigt —342 mV, das des freien Flavins (E_)
—206 mV; somit unterscheiden sich die Reduktionspoten-
tiale um ca. 5kcal mol™'. Diese Eigenschaften bewirken,
dal3 das Substrat Safranin T (E£_ = —289 mV) vom Antikor-
per-38-Komplex schnell reduziert wird, wihrend freies 38
unter denselben Bedingungen inaktiv ist. Dieser Antikorper-
Flavin-Komplex kann somit Redoxprozesse ausfithren, wel-
che fiir das freie Flavin thermodynamisch nicht erreichbar
sind. Wiirde man zusétzlich eine Substratbindungsstelle in
solche Antikérper einbauen, so diirfte dies zu katalytisch
aktiven Antikérpern fithren, welche stereoselektive che-
mische Reduktionen ausfithren konnten.

Ein hervorragendes Resultat auf dem Gebiet der kataly-
tisch wirksamen Antikdrper ist die kiirzlich gelungene Syn-
these eines Immunoglobulins, welches einen Metallkomplex-
Cofaktor bindet und die spezifische Hydrolyse der
Gly-Phe-Bindung des Peptidsubstrats 40 bei neutralem pH
katalysiert!®®L Die Antikorper wurden durch Immunisie-

HZN/W
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[ Co’ H 0 H H 0
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rung mit dem Hapten 39 hergestellt, einem Co"-Peptid-
Komplex mit dem Liganden Triethylentetramin (,,Trien*).
Antikorper dieser Art kdnnen nicht nur den Trien-Komplex
von Co", sondern auch Trien-Komplexe vieler weiterer Me-
talle binden. Der Antikdrper-Trien-Metallkomplex spaltete
selektiv die Gly-Phe-Bindung des Peptides 40. Einer dieser
Antikérper wurde im Detail untersucht; mit den Antikor-
per-Trien-Komplexen von Zn", Ga™, Fe!", In", Cu", Ni',
Lu", Mg" oder Mn'! als Cofaktoren lieB sich das Peptid 40
spalten. Der Umsatzwert betrug 6 x 10~ * s~ !. Interessanter-
weise ist die hydrolysierte Amidbindung um eine Einheit von
der Bindung entfernt, die nach Modellstudien von Bucking-
ham et al. gespalten werden sollte!”%!. Nichtsdestoweniger
markiert diese Arbeit den Startpunkt fiir die Herstellung von
sequenzspezifischen Peptidasen, dem Restriktionsenzym-
Aquivalent fiir Proteine.

Die Erzeugung von Bindungsstellen fiir natiirliche und
synthetische Cofaktoren in Antikorpern diirfte ein alige-
meingiiltiger, wichtiger Weg zur Herstellung von neuen Anti-
korperkatalysatoren fiir Hydrolyse- und Redoxreaktionen
sein. Es sollte jedoch darauf hingewiesen werden, daf3 Stollar
et al. schon vor Jahren die Erzeugung von Antikdrpern ver-
sucht hatten, die Pyridoxamin binden und die Bildung von
Schiff-Basen sowie Transaminierungen katalysieren soll-
ten!”!, Der MiBerfolg dieser Arbeiten kdnnte auf die Ver-
wendung von polyklonalen Antikdrpern zuriickzufiihren
sein.

4. Verwandte Anwendungen
in der Organischen Chemie

Antikorper diirften sich in vielen Bereichen der Organi-
schen Chemie anwenden lassen. Als Beispiel einer schon ge-
lungenen Anwendung sei angefithrt, daB Immunoglobuline
kiirzlich als Template zur Kontrolle des stereochemischen
Verlaufes von Photoadditionsreaktionen eingesetzt wur-
den!”2]_ Antikorper, die komplementir zu cyclischen Pepti-
den sind, konnten bei der gezielten Entwicklung von Arznei-
mitteln helfen, denn mit ihnen sollte sich der EinfluB konfor-
mationeller Einschrankungen auf deren Bindung kldren las-
sen. Zu kovalent miteinander verbundenen Elektronendono-
ren und Elektronenacceptoren komplementidre Antikorper
konnten als Geriist dienen, um Through-bond- und Through-
space-Effekte auf die Elektronentransfergeschwindigkeit zu
beobachten. Und Antikdrper gegen Azoalkane konnten ver-
wendet werden, um Umgebungseffekte auf Radikalreaktio-
nen zu studieren. Die Herstellung maBgeschneiderter Mi-
kroumgebungen in Form monoklonaler Antikorper eréffnet
dem Organiker mit Sicherheit neue, vielversprechende Mog-
lichkeiten.

5. Schluf

In der kurzen Zeitspanne seit den ersten Berichten iiber die
Katalyse durch Antikorper im Jahre 198643 4 konnte eine
ganze Reihe von Reaktionstypen der Antikdrperkatalyse zu-
ginglich gemacht werden. Die Spezifitidten dieser Katalysa-
toren sind hoch, und es konnten Geschwindigkeitserhéhun-
gen festgestellt werden, die sich denjenigen von Enzymen
nédhern. Fir die Erzeugung katalytisch aktiver Antikérper
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wurde eine Anzahl allgemeingiiltiger Strategien entwickelt.
Die Herstellung von Antikodrpern, welche fihig sind, Reak-
tionen um das 10%-fache oder noch stirker zu beschleunigen,
verlangt eine sorgfdltige mechanistische Analyse der Fakto-
ren, die fiir die Katalyse maBgeblich sind; auBerdem wird es
unerldBlich sein, Immunoglobuline zu erzeugen, die mehrere
dieser Fuaktoren in sich vereinigen. Dieser ProzeB wird nicht
nur neue Einsichten in die Natur der molekularen Erken-
nung und der Katalyse selbst bringen, sondern dirfte auch
zu maBgeschneiderten Katalysatoren fiir Anwendungen in
Chemie, Biologie und Medizin fiihren.

Der Autor dankt allen seinen Mitarbeitern, deren Namen in
den Literaturzitaten aufgefiihrt sind, fiir ihre wertvollen Bei-
trdage; dem Office of Naval Research, der National Science
Foundation, dem Department of Energy und den National
Institutes of Health ist er fiir finanzielle Unterstiitzung eben-
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