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Auf dem Weg zu Antikorper-Glycosidasen**

Jaehoon Yu, Linda C. Hsieh, Lynn Kochersperger,
Shirlee Yonkovich, James C. Stephans,
Mark A. Gallop* und Peter G. Schultz*

Die Entwicklung von Katalysatoren zur sequenzspezifischen
Spaltung von Oligosacchariden wire ein wichtiger Fortschritt
bei der Erforschung der Struktur und Wirkungsweise von Koh-
lenhydraten!!, Katalytische Antikorper erscheinen fiir diese
Aufgabe besonders geeignet, da die Antikorper-Spezifitét iiber
das Design eines Haptens vorgegeben werden kann. Mechanisti-
sche Untersuchungen der enzymatischen Oligosaccharid-Hy-
drolyse weisen darauf hin, da} die Bindungsstelle eines katalyti-
schen Antikdrpers dazu dienen muB, die delokalisierte positive
Ladung und/oder die Halbsessel-Konformation des energierei-
chen Oxocarbenium-Ions, das durch sdurekatalysierte Abspal-
tung der Abgangsgruppe entsteht, zu stabilisieren [Gl. (a)] L

&+ ¥
o "t (0] /O +
L7 (7, {7
OR ‘OH
R
+
ROH

H,0 0

———

(a)

OH

Als Teil eines Programms zur Gewinnung von Antikdrpern
mit Glycosidase-Aktivitit haben wir monoklonale Antikdrper
gegen Ubergangszustands-Analoga fiir die Hydrolyse der Mo-
dellacetale und Glycosid-Substrate 1—4 entwickelt. Vorlage fiir
das Design des Haptens 5 sind die bekannten Glycosidase-Inhi-
bitoren mit cyclischer Aminstruktur wie Nojirimycin und Casta-
nospermin ), Man nimmt an, daB das positiv geladene Ammo-
nium-lon funktionelle Gruppen in der Antikorper-Bindungs-
stelle induziert, die bei der Hydrolyse des Substrats 1 entweder
den Ubergangszustand mit delokalisierter Ladung stabilisieren
und/oder die siurekatalysierte Abspaltung der Abgangsgruppe
unterstiitzen. Die 5-Bromindolyl-Abgangsgruppe, die an der
Luft schnell zu Bromindigo oxidiert wird, ermoglicht einen ein-
fachen, dirckten Nachweis fiir katalytische Aktivitit in Zellkul-
turiiberstinden, was das Screening wihrend der Hybridombil-
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dung wesentlich erleichtert ). Zusitzlich dient diese Gruppe als
ein gemeinsames Erkennungselement von Substrat und Hapten,
um die Bindung des Substrats sicherzustellen. Vorlage fiir das
Hapten 6 sind Amidin-enthaltende Glycosidase-Inhibitoren,
von denen man annimmt, daB sie sowohl die Halbsessel-Kon-
formation als auch die positive Ladung des energiereichen
Oxocarbenium-Ions nachahmen®!, Die schwicher aktivierte
benzylische Abgangsgruppe im Substrat 2 sichert die Protonie-
rung der Amidingruppe im entsprechenden Hapten und liefert
das gemeinsame Erkennungselement. Zum Vergleich wurden
auch Antikdrper gegen das p-Galactal-Derivat 7 geziichtet, das
ein neutrales Analogon zu dem bei der Hydrolyse des Substrats
3 entstehenden Halbsessel-Oxocarbenium-Ion ist!®.

Der erste Reaktionsschritt bei der Darstellung des Haptens §
war die Formylierung von 5-Bromindol mit POCI, in Dimethyl-
formamid (DMF). AnschlieBend wurde der Indoi-Stickstoff mit
Dimethylpyrocarbonat geschiitzt. Durch schrittweise Um-
setzung mit NaBH, und PPh,/Br, wurde die Formylgruppe in
das entsprechende primire Bromid uibergefithrt, welches fiir die
Alkylierung von 2-Hydroxymethylpiperidin verwendet wurde.
Durch Derivatisierung der primiren Hydroxygruppe mit 5-Iso-
cyanvaleriansduremethylester und anschlieBende Verseifung
entstand das Hapten 5. Dieses wurde {iber einen N-Hydroxy-
succinimidester (NHS) an die Trigerproteine KLH =
(,.keyhole limpet hemocyanin“ = Himocyanin aus Megathura
crenulata) und Rinderserumalbumin (bovine serum albumin,
BSA) gebunden!™. Bei der Synthese des Haptens 6 wurde 8- Va-
lerothiolactam mit m-Nitrobenzylamin unter wasserfreien me-
thanolischen Bedingungen umgesetzt®l. Nach dem Ansiuern
wurde die Nitrogruppe mit H,/Pd(OH), reduziert und das dabei
entstehende Amin mit Thiophosgen umgesetzt. Das Hapten 6
wurde iiber eine Thioharnstoffgruppe mit den Tragerproteinen
KLH und BSA verkniipft!®, Die Darstellung des Haptens 7
erfolgte durch Kupplung von 1-Tributylstannyl-3,4,6-tri-O-tert-
butyldimethylsilylglucal mit m-Nitrobenzylbromid in Gegen-
wart eines Pd°-Katalysators und anschiieBende Desilylierung
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mit Tetrabutylammoniumfluorid 1. Die bereits oben beschrie-
bene Umsetzung mit 5-Isocyanvaleriansduremethylester lieferte
das Hapten 7, welches an KLH und BSA gebunden wurde!*°l.

Balb/c-Miuse wurden mit den KLH-Konjugaten der Hapte-
ne 5-7 immunisiert, und es wurden nach Standardverfahren
monoklonale Antikérper erhalten!!. Es konnten 28, 29 bzw.
60 fiir die Haptene §, 6 bzw. 7 spezifische Hybridomzellinien
isoliert werden.

Die Zellkulturiiberstinde und Rohascites von Zellinien, die
Antikorper gegen das Hapten 5 produzierten, wurden direkt mit
dem Substrat 1 auf ihre katalytische Aktivitit getestet!?. Zehn
der monoklonalen Antikérper aus Zellkultur-Uberstinden wa-
ren katalytisch aktiv, und acht dieser Antikdrper behielten ihre
Aktivitit in Ascites-Fliissigkeit. Einer dieser Antikérper,
AA71.17, wurde nach Reinigung durch Protein-A-Affinitéts-
chromatographie und Ionen(MONO-S)-Austauschchromato-
graphie™3! genauer charakterisiert. Die Hydrolyse des Sub-
strats 1 durch den Antikérper AA71.17 wurde durch Umkehr-
phasen(RP)-HPLC verfolgt. Es wurden 10 mm 2-(N-Morpho-
lino)ethansulfonsdure(MES)- oder N-(2-Hydroxyethyl)pipera-
zin-N'-3-propansulfonsdure(EPPS)-Pufferl6sungen bei pH 5.5,
7.0 und 8.5 und einer Ionenstirke von 100 mm NaCl unter-
sucht'¥. Die Antikorper-katalysierte Hydrolyse zeigte eine
Sittigungskinetik mit einem k_,~Wert von 0.904 h™' und einem
K,~Wert von 324 um (pH 5.5), was einer scheinbaren Ge-
schwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung von 2.3x
10> M~ *h™! entspricht (Abb. 1). Als Vergleich wurde die Ge-
schwindigkeitskonstante zweiter Ordnung fiir die Hintergrund-
Hydrolyse des Substrats 1 durch normale Sduren AcOH ermit-
telt. Diese lag bei 1.3 x 107! m~*h™*. Die Antikdrperreaktion
konnte durch das Hapten § kompetitiv gehemmt werden; dies
spricht dafiir, dafl die Reaktion an der Antikérper-Bindungs-
stelle stattfindet. Die Dixon-Analyse mit dem Hapten 5 ergab
einen K-Wert von 35 um. Bei pH 7.0 und 8.5 wurden &, und
K,-Werte von 0.0913h7!/154 um bzw. 1.00h~*/178 pm be-
stimmt. Dieses Ergebnis zeigt, dafl die Antikdrper-Reaktion so-
wohl sdure- als auch basenkatalysiert ablduft. Fiir die Hydroly-
se des Substrats 1 durch AcO~ wurde eine Geschwindigkeits-
konstante zweiter Ordnung kleiner 1.6 x 10" 2mM " th™? ermit-
telt. Bei einer chemischen Modifizierung des Antikdrpers mit
Diazoacetamid in Abwesenheit des Haptens § wurde eine um
33 % geringere katalytische Aktivitit beobachtet als bei chemi-
scher Modifizierung des Antikérpers in Gegenwart von 2 mm
Hapten, was auf die Beteiligung einer Carboxylatgruppe im ak-
tiven Zentrum hindeutet *¥,

T 0.4}

-1
nMj
0.2t

01

0.0 -/ . R R , .

-4 -2 o] 2 4 <] 8 10

Cob MM 1] —

Abb. 1. Lineweaver-Burk-Diagramm fiir die durch den Antikérper AA71.17 kata-
lysierte Hydrolyse des Substrats 1 bei pH 3.5. ¢, = Konzentration des Substrats.
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Neunundzwanzig fiir das Hapten 6 spezifische Antikdrper
wurden wie oben beschrieben bis zur Homogenitit gereinigt!!?!
und auf ihre Fihigkeit untersucht, die Hydrolyse des Substrats 2
zu katalysieren. Dazu wurde sowohl eine Pufferldsung beste-
hend aus 50 mm MES, 50 mM NaCl und 0.02% NaNj; bei
pH 5.5 als auch eine Pufferlosung bestehend aus 10 mm Borat
und 100 mm NaCl bei pH 8.25 verwendet ¢\, Die gleichen Anti-
korper wurden auch mit dem Substrat 4 getestet (pH 5.5 und
8.25), da das Hapten 6 ein ,explodiertes Analogon fiir den
Ubergangszustand der Hydrolyse sein konnte!*®l. Bei keinem
der Substrate wurde ein katalytischer Effekt beobachtet. Sech-
zig fiir das Hapten 7 spezifische Antikorper sind bis zur Homo-
genitit gereinigt™ ! und auf ihre Fihigkeit untersucht worden,
die Hydrolyse der a- und §-Isomere des m-Nitrophenyl-D-gluco-
sids 3 zu katalysieren 7!, Auch in diesem Fall wurde keine kata-
lytische Aktivitdt beobachtet 8],

Sowohl diese Untersuchung als auch eine Arbeit von Rey-
mond et al. zeigen, dafl mit Haptenen, die eine dem amomeren
Zentrum eines cyclischen Acetals entsprechende positive La-
dung aufweisen, Antikérper mit hydrolytischer Aktivitat er-
zeugt werden konnen1®1. Zwei Versuche, die Struktur des Halb-
sessel-Ubergangszustands anzupassen, waren jedoch erfolglos.
Die fehlende katalytische Aktivitdt der fiir die Haptene 6 und 7
spezifischen Antikérper kdnnte darauf zuriickzufithren sein, da3
die planare Struktur dieser Haptene die axiale Abgangsgruppe
in den Substraten nicht beriicksichtigt. Im Fall des Haptens 7
konnte auch der Unterschied in der Lage der Doppelbindung im
Vergleich zum Oxocarbenium-Ion eine Rolle spielen 1291, Ein ver-
bessertes Hapten-Design, das sich der Struktur des Ubergangs-
zustands samt Abgangsgruppe besser anpaBt, sollte zu Antikdr-
per-Glycosidasen fithren. Wir untersuchen zur Zeit eine Reihe
von Azazuckern als Haptene fiir die Oligosaccharid-Hydrolyse.
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Schnelle Spaltung von Amidbindungen unter
milden Bedingungen; ein evolutionirer Ansatz
zur bioorganischen Katalyse **

Fredric M. Menger* und Zheng X. Fei

Von F. Monod stammt der Satz ,,Nature is a tinkerer<{t!,
Dieses Zitat kdnnte man auch lesen als ,,Die Natur ist ein Kes-
selflicker ohne zeitliche Zwange**. Denn die Natur hatte 4.5 Mil-
liarden Jahre Zeit, ohne jede Eile unzihlige Verbindungen zu
synthetisieren und auszuprobieren und nach und nach die niitz-
lichsten auszuwéhlen. Dieses durch den Zufall bestimmte Stre-
ben nach Verbesserung brachte eine Gruppe katalytisch wirksa-
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mer Proteine, die Enzyme, hervor. Chemiker stehen nun vor
einem scheinbar unlésbaren Problem, wenn sie Enzyme nach-
machen wollen: der begrenzten Lebensspanne menschlicher We-
sen. Die Synthese komplexer Molekiile mit potentiell enzymarti-
ger Wirkung ist eine zeitraubende Angelegenheit, und Chemiker
konnen in den Jahren, die ihnen vergdnnt sind, nur eine be-
grenzte Anzahl solcher Molekiile untersuchen. Ein evolutioni-
rer Ansatz — wie ihn die Natur so erfolgreich angewendet hat —
erscheint im organisch-chemischen Laboratorium als ein hoff-
nungsloses Unterfangen.

Uns kam nun der Gedanke, daB3 das Problem, dem sterbliche
Chemiker gegeniiberstehen, ein klein wenig erleichtert werden
konnte, wenn man kovalente Bindungen vermeidet. Der Aufbau
kovalenter Bindungen verschlingt die meiste Zeit, wenn man
versucht, Enzyme nachzumachen. Wirde man stattdessen die
Enzymimitate Uber nichtkovalente Bindungen herstellen, konn-
te man eine Vielzahl solcher Spezies testen, denn nichtkovalente
Bindungen entstehen praktisch sofort.

Unsere urspriingliche Idee bestand also darin, Mengen lang-
kettige Verbindungen mit Imidazol-, Carbonsdure-, Hydroxy-
oder Amin-Funktionen an den Enden in Wasser in unterschied-
lichen Verhdltnissen zu mischen. Aufgrund hydrophober Wech-
selwirkungen soliten diese Verbindungen Assoziate bilden, die
wir als ,,Klumpen* bezeichnen. Ein solcher Klumpen ist eine
Vielkomponentenmischung schwach assoziierter Verbindun-
gen, die alle eine potentiell katalytisch wirksame Gruppe tragen,
die zusammen mit den benachbarten Gruppen wirksam werden
kann.

Wir haben nun Hunderte von ,,Klumpen* mit Hilfe eines
zweiminiitigen spektralphotometrischen Tests darauthin unter-
sucht, ob sie die Hydrolyse des Esters 1 beschleunigen. Auf diese
Weise entdeckten wir Systeme, die die Hydrolysegeschwindig-
keit von 1 so stark erhdhen, daB sie mit konventionellen Metho-
den nicht mehr meBbar ist. Zu unserer Uberraschung erwies sich
reines Hexadecanoat dabei als das wirksamste dieser Systeme.
Multikomponentenklumpen mogen zwar bel anderen Reak-
tionstypen wahrscheinlich etwas wirksamer sein (dies wird gera-
de untersucht)?), uns hatten jedoch die schnellen Hexadeca-
noat-induzierten Hydrolysen so neugierig gemacht, daB wir
weitere Untersuchungen mit einem weniger reaktiven Substrat,
dem Amid 2, durchfiihrten. Bevor wir auf Einzelheiten zu den
kinetischen Untersuchungen eingehen, sollte noch etwas zu Hy-
drolysereaktionen an Amiden gesagt werden.

CH3 CH3
C12H95-+B]I-CH2COOPhN02 Br- C12H5—+I~]I-CH2CONI-{PhN02
H3 CH3
1 2

Die Hydrolyse von Amiden ist bei biologischen Systemen
hiufig anzutreffen, aber dies ist nicht der einzige Grund dafiir,
daB diese Reaktion seit Jahren das Interesse bioorganischer
Chemiker weckt!> ™ 8. Amidgruppen sind resonanzstabilisiert
und schwierig zu hydrolysieren. So verlangt z.B. eine typische
Arbeitsvorschrift zur chemischen Hydrolyse aliphatischer Ami-
de 10 h RiickfluB3 in 8 N HC1'®1, Daher stellen Amide fiir Chemi-
ker, die sich fur die Katalyse von Reaktionen sehr reaktionstra-
ger Gruppen interessieren, eine besondere Herausforderung
dar. Bis heute ist man dieser hauptséchlich durch intramoleku-
lare Katalyse begegnet!®~ #; auch wir haben dazu ein Beispiel
beigesteuert (namlich ein Amid der Kempschen Tricarbonsiure,
dessen Hydrolyse um den Faktor 1012 oder mehr beschieunigt
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