Katalytische Antikorper: eine neue Klasse von Ubergangszustands-
Analoga zur Erzeugung hydrolytischer Antikorper **

Von Kevan M. Shokat, Marcia K. Ko, Thomas S. Scanlan, Lynn Kochersperger,
Shirlee Yonkovich, Suvit Thaisrivongs und Peter G. Schultz *

Design und Herstellung von selektiven Katalysatoren sind wichtige Ziele von Chemikern
und Biologen. Fiir die Katalysatorentwicklung gibt es eine Reihe von neueren Strategien, wie
die Derivatisierung von synthetischen Wirtverbindungen, die chemische Modifikation und die
ortsspezifische Mutagenese von Enzymen sowie die Beeinflussung der natiirlichen Enzymakti-
vitdten durch organische Losungsmittel. Seit 1986 nutzen mehrere Laboratorien das Immun-
system, um selektive Antikorper-Katalysatoren zu erzeugen, die eine breite Palette von chemi-
schen Transformationen katalysieren kénnen. Dazu gehéren zum Beispiel Acyltransfer-
Reaktionen, B-Eliminierungen, C,C-Verkniipfungen, C,C-Spaltungen, Porphyrin-katalysierte
Metallierungen, Peroxidierungen und Redoxreaktionen. Bandbreite und Zahl der Transfor-
mationen, die wihrend dieser kurzen Zeit durch Antikorper katalysiert werden konnten,
belegen die vielfaltigen Moglichkeiten dieser Technik zur Erzeugung selektiver Katalysatoren
fir die Anwendung in Chemie, Biologie und Medizin. Wir berichten hier iiber den Einsatz
einer neuen Klasse von ungeladenen Ubergangszustands-Analoga zur Erzeugung von Anti-
korpern, die die Hydrolyse von Estern und Carbonaten katalysieren, sowie iiber einen Ver-
gleich dieser Antikdrper mit Antikorpern gegen Analoga von tetraedrisch konfigurierten

Phosphat- und Phosphonat-Ubergangszustands-Analoga.

1. Einfithrung

Das Immunsystem hat das Potential zur Erzeugung von
10'* verschiedenen Antikorpern!'l, Dieses MaB an Diversi-
tit zu erzeugen und Molekiile mit den gewiinschten biologi-
schen Eigenschaften aus diesem enormen Repertoire auszu-
wihlen, ist einzig mit biologischen Systemen mdglich. Die
Leichtigkeit, mit der ein ganzes Sortiment von Antikorpern
mit der gewiinschten Bindungsspezifitit und Affinitit fiir
einen bestimmten Liganden produziert werden kann, zeigt
klar die Vorteile dieses Ansatzes zur Erzeugung ,,malge-
schneiderter* Proteine. Das Immunsystem generiert und
uberpriift diese riesige Kollektion von Antikorpern durch
den Mechanismus der klonalen Selektion. Jedes Antikdrper-
molekiil des primidren immunologischen Repertoirs wird in
die Zelloberfliche von Lymphocyten eingelagert. Wenn ein
Lymphocyt mit einem bestimmten Antikorper auf der Ober-
fliche auf das entsprechende Antigen trifft, teilt und diffe-
renziert sich die Zelle und beginnt, 1dsliche Antikérpermole-
kiile zu produzieren. Gleichzeitig lduft in den Genen, die fiir
die Antikorperbindungsstelle codieren, eine Verdnderung
ab, die zu einer Erh6hung der Affinitdt zum Hapten fiihrt.
Antikorper kénnen sowohl gegen nahezu jedes Biopolymer
als auch gegen kleine synthetische oder natiirlich vorkom-
mende Molekiile erzeugt werden. Aus der Méglichkeit, eine

[*] Prof. P. G. Schuitz, K. M. Shokat, M. K. Ko, Dr. T. S. Scanlan

Department of Chemistry, University of California
Berkeley, CA 94720 (USA)
Dr. S. Thaisrivongs
Cardiovascular Diseases Research
The Upjohn Company
Dr. L. Kochersperger, S. Yonkovich
Department of Bioorganic Chemistry
Affymax Research Institute

[**] Diese Arbeit wurde vom Office of Energy Research, Office General Life
Sciences, Structural Biology Division des U.S. Department of Energy
(DE-AC03-76SF00098) und der Damon-Runyan-Stiftung (7.5.S.) gefor-
dert. Wir danken Dr. Jeff Jacobs fiir hilfreiche Diskussionen wihrend der
friihen Phasen des Projekts.

Angew. Chem. 102 (1990) 13391346

© VCH Verlagsgesellschaft mbH, D-6940 Weinheim, 1990

Bindungsstelle fiir nahezu jedes potentielle Substrat erzeu-
gen zu konnen, entstand die Herausforderung, Strategien
zur Einfilhrung von katalytischen Aktivititen in diese Ma-
kromolekiile zu entwickeln. Enzyme nutzen mehrere Strate-
gien zur Katalyse von Reaktionen, wie die Stabilisierung von
Ubergangszustinden, allgemeine Sidure-Base-Katalyse so-
wie die Nutzung von Cofaktoren und Nachbarschafts-
effekten. Jede dieser Strategien wurde schon erfolgreich zur
Erzeugung von katalytischen Antikorpern angewendet und
mehrere Ubersichtsartikel iiber Design und Charakterisie-
rung katalytischer Antikorper sind erschienen!? ™3

Die ersten Beispiele fiir Antikorper-katalysierte Reaktio-
nen basierten auf dem Konzept der Stabilisierung von Uber-
gangszustinden. Vor iiber zwanzig Jahren schlug Jencks als
erster vor, daB Antikorper gegen Analoga von Ubergangszu-
stinden den Ubergangszustand besser als das Substrat bin-
den und die Reaktion katalysieren sollten (Abb. 1)1é1. Tat-
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Abb. 1. Verlauf einer Antikorper-katalysierten und einer unkatalysierten Re-
aktion.

sichlich haben viele Enzyme ein aktives Zentrum, das
sterisch und elektronisch komplementir zum geschwindig-
keitsbestimmenden Ubergangszustand ist!”* 8. Die Aktivitit
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von hydrolytischen Enzymen wie der Zink-Peptidase Ther-
molysin beruht zumindest teilweise auf der selektiven Stabi-
lisierung des negativ geladenen, tetraedrisch konfigurier-
ten Intermediats der Peptid-Hydrolyse®. Es wurde gezeigt,
daB Ubergangszustands-Analoga potente Enzyminhibitoren
sind. Solche Ubergangszustands-Analoga erreichen durch
ihre Komplementaritit zum aktiven Zentrum des Enzyms
hohe Bindungsaffinitdten. Einer der stirksten Thermolysin-
Inhibitoren ist das Phosphonat 1, bei dem ein tetraedrisch
konfiguriertes Phosphoratom das Carbonyl-Kohlenstoff-
atom des Substrats ersetzt %),
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Da eine typische P-O-Einfachbindung 10-15% ldnger als
eine C-O-Einfachbindung ist, sind diese Analoga der tetra-
edrischen Struktur des Ubergangszustands sehr dhnlich, die
langere, nur partiell ausgebildete Bindungen hat. Durch die
Synthese einer Reihe von Analoga des Inhibitors 1 und der
entsprechenden Substrate mit Substitutionen an der carbo-
xyterminalen Aminosdure sowie der Messung der K- und
Ky/k..-Werte wurde gezeigt, daB das Phosphonat 1 ein Inhi-
bitor vom Typ der Ubergangszustands-Analoga ist. Die K-
Werte korrelierten nicht mit den K,,-Werten, sondern mit
Ku/kya.. Dies deutet darauf hin, daB die Faktoren, die die
Bindung der Inhibitoren bestimmen, in &hnlicher Weise die
Bindung des Ubergangszustands in Relation zu der des Sub-
strats beeinflussen.

Eine andere wichtige Klasse von Peptidase-Inhibitoren
sind ungeladene, tetraedrische Analoga des Ubergangszu-
stands wie hydratisierte Ketone!*®? und Fluorketone!'!) so-
wie sekundire Alkohole!'2). Dazu gehért Pepstatin, ein In-
hibitor der Aspartat-Protease Pepsin!'?l. Die Schliissel-
funktion dieses Inhibitors ist die ungewdhnliche Aminosdure
Statin, in der ein ungeladener sekundirer Alkohol die Car-
bonylfunktion der Amidbindung des Substrats ersetzt. In
einer dhnlichen Analyse wie im Fall von Thermolysin wur-
den eine Reihe von K,-Werten der Inhibitoren und K, /k,..-
Werte der Substrate fiir Pepsin verglichen. Sie ergaben keine
schliissigen Ergebnisse, weil zwei Geschwindigkeitskonstan-
ten in die gemessenen k,, -Werte dieses Enzyms eingehen ! %L,
Die Tatsache, daB die K;-Werte von Pepstatin nicht mit den
Ky~ oder K, /k,..-Werten korrelieren, laBt vermuten, dal3
diese Inhibitoren nicht ausschlieBlich als Inhibitor vom Typ
der Ubergangszustands-Analoga oder als Multisubstrat-In-
hibitor wirken. Statin-artige Strukturen dhneln zumindest
teilweise dem tetraedrischen Ubergangszustand bei der Hy-
drolyse einer Amidbindung. Daraus wurde geschlossen, daf3
ein Antikdrper gegen einen Inhibitor vom Statin-Typ mégli-
cherweise die Hydrolyse der korrespondierenden Ester oder
Amide katalysieren kdnnte. Tatsdchlich katalysieren Anti-
korper gegen den Alkohol 2 die Hydrolyse von para-Nitro-
phenylacetat und para-Nitrophenyl{(methyl)carbonat. Diese

Untersuchung erweitert die Strategie der Stabilisierung von
Ubergangszustinden zur Erzeugung von katalytischen Anti-
korpern um eine neue Klasse von Peptidase-Inhibitoren. Die
kinetischen Eigenschaften von Antikérpern gegen den
Statin-dhnlichen Inhibitor 2 werden mit denen der zahlrei-
chen Phosphonat-spezifischen Antikérper verglichen.

2. Phosphat- und Phosphonat-spezifische
Antikorper

Eine groBe Zahl von Antikorpern gegen Analoga der
Ubergangszustinde von hydrolytischen Reaktionen — io-
nische Verbindungen mit tetraedrisch konfiguriertem Phos-
phoratom — wurde charakterisiert; mehrere Beispiele davon
werden besprochen.

2.1. Phosphocholin-bindende Antikérper MOPC 167
und T15

Zwei der zuerst charakterisierten katalytischen Antikor-
per, MOPC 167 und T15, waren nicht gegen ein syntheti-
sches Immunogen gerichtet, sondern gehdren zu einer gut
untersuchten Klasse von Phosphocholin(PC)-bindenden
Antikdrpern. Diese Antikérper wurden bereits frither im
Hinblick auf Spezifitdt der Ligandenbindung!'#- %), Kinetik
und biochemische Struktur!'®! charakterisiert. Beide sind
spezifisch fiir para-Nitrophenylphosphocholin 3, ein Analo-
gon des Ubergangszustands 5 der Hydrolyse des Carbonats
4 (P steht in diesem Beitrag auch fiir Produkt). Tatsdchlich
katalysieren MOPC 167 und T1S die Hydrolyse von 4 mit
einer Michaelis-Menten-Kinetik ! 7- 18],
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Die Michaelis-Konstante K, ist gleich der Substratkon-
zentration [S], die zu halbmaximalen (k,,, [E{]) Geschwin-
digkeiten fiihrt; [E;] entspricht der gesamten Enzymkonzen-
tration und k,,, ist die Geschwindigkeitskonstante des uni-
molekularen katalytischen Schritts. Die &,,,- und K,,-Werte
von MOPC 167 und T1S sind k,,, =04 min~! und
Ky = 208 uM bzw. k,,, = 0.32 min~! und K,, =708 uM. Die
hohe Spezifitdt der Antigen-Antikdrper-Erkennung fithrt zu
hochspezifischen Katalysatoren. Zum Beispiel wird para-Ni-
trophenyl{ethyl)carbonat nicht durch MOPC 167 umgesetzt.
Die fiir MOPC 167 und T15 gemessenen Inhibitionskonstan-
ten betragen 5 pm bzw. 55 uM. Zwischen pH 6.25 und pH 8.0
sind beide Antikorper-katalysierten Reaktionen in bezug auf
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das Hydroxid-lon Reaktionen erster Ordnung. Der Ver-
gleich der Geschwindigkeiten von OH ®-katalysierter Reak-
tion, ko, [OH®] (korrigiert fiir die intramolekulare Unter-
stiitzung durch das Tetraalkylammonium-Ion), und Anti-
korper-katalysierter Reaktion, k,,,, erbrachte eine 11 500-
fache Geschwindigkeitserhohung mit MOPC 167 und eine
9200fache Erhohung mit T15. Die unterschiedliche Bin-
dungsenergie von Ubergangszustands-Analogon und Sub-
strat (K,,/K,) ist jedoch nicht fiir die gesamte Geschwindig-
keitserhohung verantwortlich. Es miissen also noch andere
Faktoren zu der beobachteten Erhohung der Reaktionsge-
schwindigkeit beitragen.

2.2. Rontgenstrukturanalyse des Phosphocholin-
spezifischen Antikorpers McPC603

McPC603, ein Antikdrper mit hoher Homologie zu T15,
wurde rontgenstrukturanalytisch charakterisiert!*®. Dies
ermoglichte die direkte Identifizierung von Aminoséurere-
sten der Bindungsstelle, die fiir die Katalyse verantwortlich
sind (Abb. 2)['®. Phosphocholin wird in einer Vertiefung
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Abb. 2. Modell der Wechselwirkungen zwischen Phosphocholin und Amino-
sdureseitenketten in der Bindungsstelle von McPC603.

von McPC603 gebunden. Die Cholingruppe liegt tief im In-
nern, wihrend das Phosphat nach auBen gerichtet ist und
Kontakt zum umgebenden Wasser hat. Die Aminosdurereste
Tyr 33H und Arg 52H der schweren Kette, die in allen bisher
sequenzierten Phosphocholin-bindenden Antikdrpern vor-
handen sind, binden das Phosphat iiber Wasserstoffbriicken
und elektrostatische Wechselwirkungen mit den Phosphat-
Sauerstoffatomen. Die Rontgenstrukturanalyse ergab, daB
die Bindungsstelle von McPC603 sterisch und elektronisch
komplementir zum tetraedrischen, negativ geladenen Phos-
phatrest von Phosphocholin ist. In gleichem MaBe wie dieses
tetraedrische Phosphat den Ubergangszustand der OH®-ka-
talysierten Hydrolyse von 4 imitiert, sollten Phosphocholin-
Antikorper in der Lage sein, das gebundene Carbonat fiir
den Angriff des Hydroxid-Ions im geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt auszurichten. Weil die Struktur des Grund-
zustands von 4 sich grundlegend von der des Ubergangszu-
stands der Hydrolyse, 5, unterscheidet, resultieren unter-
schiedliche Bindungsaffinititen des Antikorpers zu diesen
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beiden Zustinden und daraus eine niedrigere Aktivierungs-
energie der Reaktion.

2.3. Ortsspezifische Mutagenese des Phosphocholin-
spezifischen Antikorpers S107

Mit Hilfe der ortsspezifischen Mutagenese des PC-spezifi-
schen Antikorpers S107, der die gleiche variable Sequenz der
schweren Kette wie T15 hat, lieB sich die katalytische Rolle
der Aminosaurereste Arg 52H und Tyr 33H weiter aufkli-
ren!?%]. Beide Reste wurden ersetzt durch ungeladene oder
entgegengesetzt geladene Aminosduren oder solche mit Sei-
tenketten, die spezielle katalytische Funktionen wie all-
gemeine Sdure- oder Basen-Katalyse ermoglichen. Eine
Mutante (Tyr — His 33H) zeigte erhOhte katalytische Aktivi-
tdt gegeniiber dem Wildtyp. Der Aktivitdtsanstieg wurde der
Funktion von His 33H als Base zugeschrieben. Die mutier-
ten S107-Antikdrper wurden in Myelomzellen exprimiert,
die von sich aus keine Antikorper bilden. Die mutierte DNA
wurde durch Elektroporation in die Myelomzellen einge-
fithrt, wobei eine Azaserin/Hypoxanthin-Selektion ange-
wendet wurde. Grofle Mengen der Mutanten (1-50 mg)
wurden aus Ascites von immunsupprimierten Mausen iso-
liert, denen transfizierte Zellen injiziert worden waren.

Ferner wurde Tyrosin 33H zu Phe, Glu, Asp und His
mutiert. Alle Mutanten zeigten nur einen leichten Anstieg
des K,-Werts von 4 im Vergleich zum Wildtyp S107. Mit
Ausnahme der His-Mutante war der EinfluB der Tyr-Muta-
tionen auf die katalytische Aktivitdt gering. Diese Ergebnis-
se lassen vermuten, daB Tyr 33H nicht an der Bindung oder
Katalyse der untersuchten Reaktionen beteiligt ist. Durch
den Austausch von Tyr zu His an Position 33H wird eine
Base in unmittelbare Nachbarschaft zum gebundenen Car-
bonyl-Kohlenstoffatom von 4 gebracht, wie durch Molecu-
lar Modelling auf der Basis der Kristallstruktur von McPC
603 gezeigt wurde. Die His-33H-Mutante beschleunigt die
Hydrolyse von 4 um den Faktor 6700 im Vergleich zur Um-
setzung mit Methylimidazol in Loésung. Auch der Einbau
einer Sdurefunktion wie der B- oder y-Carboxygruppe von
Asp oder Glu in die Bindungsstelle sollte zu einer erhohten
Katalyse im Vergleich zum Wildtyp fithren. Die Tatsache,
daB diese Substitutionen den Umsatz nicht erhéhen, legt den
SchluB nahe, daB die Bildung des negativ geladenen Uber-
gangszustands bei der Hydrolyse von 4 bei neutralem pH in
Gegenwart des negativ geladenen Carboxylats erschwert ist.

Arginin 52 wurde zu Lys, Gln und Cys mutiert. Die Lys-
52H-Mutante zeigte eine nur wenig abgeschwichte kataly-
tische Aktivitdt im Vergleich zum Wildtyp $107. Im Gegen-
satz dazu hatten die GIn-52H- und Cys-52H-Mutanten
deutlich geringere Katalysewirkung. Dies ist vermutlich auf
den Verlust der positiven Ladung zuriickzufithren, die fiir die
Stabilisierung des negativ geladenen Sauerstoffatoms des
Ubergangszustands der Reaktion nétig ist. Die Cys-Muta-
tion wurde eingefiihrt, um die Derivatisierung mit Cofakto-
ren oder Signalmolekiilen zu erméglichen und semisynthe-
tische katalytische Antikorper zu erzeugen!?'-?2l Die
Ergebnisse der Mutagenese von S107 unterstreichen die Be-
deutung von elektrostatischen Wechselwirkungen fir die
Stabilisierung von Ubergangszustinden und zeigen, daB die
katalytische Aktivitit eines Antikdrpers durch gezielte Ver-
dnderungen erhoht werden kann.
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2.4. Antikorper gegen Phosphonat- und Phosphoamidat-
Ubergangszustands-Analoga

Nachdem Antikdrper, die mehr zufillig Ubergangszu-
stands-Analoga der Carbonat-Hydrolyse binden, studiert
worden waren, wurde versucht, Antikorper gezielt zu ent-
wickeln, die Ubergangszustinde von spezifischen Reaktio-
nen binden. Die Hydrolyse von para-Nitrophenyl(methyl)-
carbonat 6 verlduft iber den tetraedrischen, negativ
geladenen Ubergangszustand 7. Das entsprechende Phos-
phonat-Ubergangszustands-Analogon 8 wurde synthetisiert
und an Napfschnecken-Hdmocyanin (keyhole limpet hemo-
cyanin, KLH) gekuppelt!23]. Da kleine Molekiile nicht im-
munogen sind, miissen sie kovalent an ein Protein gebunden
werden, um eine Immunantwort hervorzurufen. Auf diese
Weise wurden 14 monoklonale Antikorper gegen 8 gewon-
nen. Es wurde dann gepriift, ob sie die Hydrolyse von para-
Nitrophenyl(methyl)carbonat 6 und para-Nitrophenylacetat
9 beschleunigen. Von den 14 Antikorpern katalysierten zwei
die gewiinschte Reaktion und wurden durch das freie Hap-
ten 8 inhibiert. Die Hemmung durch das freie Hapten ist ein
deutlicher Hinweis darauf, daf3 die Hydrolyse direkt durch
die Bindungsstelle des Antikorpers katalysiert wird. Der An-
tikérper 48G7-4A1 katalysierte die Hydrolyse des Esters 9
mit k,,, =7.4min" ! und K,, = 430 uM. Die fiir die Hydro-
lyse des verwandten Carbonats 6 ermittelten Werte waren
k,,, = 26.2 min~ ' und K,, = 360 uM. Der Umsatz wurde um
den Faktor 1600 fiir 9 und 7300 fiir 6 gegeniiber dem unkata-
lysierten Umsatz gesteigert. Mit dem freien Hapten 8 wurde
Inhibition mit einem K-Wert von 330 nMm gefunden.

59 8° *
/IOJ\ 0, OH
OZNOO 07 = 02N~©»0>\o/ =
6 7
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OZNOO 0" ——p
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P OH OZNOOJ\
OZNOO \/\/\n/
0
8 9

Die Katalyse konnte auf mehreren Mechanismen beru-
hen: Direkter OH®-Angriff, allgemeine Basenkatalyse oder
Acylierung des Antikorpers mit anschlieBender Hydrolyse
(Abb. 3). Durch die pH-Abhingigkeit der Antikdrperkata-
lyse zwischen pH 7.5 und 9.4 konnte gezeigt werden, daB3 die
Reaktion erster Ordnung in Bezug auf Hydroxid-Ionen ist,
was fiir etnen direkten Angriff des Hydroxid-lons innerhalb
dieses pH-Bereichs spricht. Wenn allgemeine Basenkatalyse
vorléige, wirde die pH-Abhéngigkeit von k_,, die Abhidngig-
keit vom pK, eines spezifischen Aminosdurerests der Bin-
dungsstelle widerspiegeln. Wire die Reaktion tatsichlich ba-
senkatalysiert, konnte ihr pK, nicht im Bereich von 7.5-9.4
liegen. Kinetische Untersuchungen mit hohen Antikérper-
konzentrationen zeigten keinen starken Anstieg der para-Ni-
trophenolat-Konzentration zu Beginn der Reaktion, so daf3
der dritte Mechanismus, der eine Enzymacylierung beinhal-
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Abb. 3. Mogliche Reaktionsmechanismen fiir die Hydrolyse von 9 durch den
Antikorper 48G7-4A1. Ig = Immunglobulin, P = Produkt.

tet, ausgeschlossen werden kann. Durch chemische Modifi-
kation konnte gezeigt werden, dafB3 sich Tyrosin-, Arginin-
und Histidinreste in der Bindungsstelle dieses Antikorpers
befinden!24], Interessanterweise wurden bei dem Antikdrper
S107, der die Hydrolyse von para-Nitrophenyl(cholin)carbo-
nat 4 katalysiert, ebenfalls ein Arginin und ein Tyrosin ge-
funden. Vielleicht wird wie bei S107 das Sauerstoff-Anion,
das im Ubergangszustand der Ester- oder Carbonat-Hydro-
lyse gebildet wird, durch den Argininrest stabilisiert.

Der Antikorper, der die grofSte Umsatzsteigerung bei einer
Ester-Hydrolyse bewirkt, wurde mit Hilfe eines Phosphonat-
Ubergangszustands-Analogons erzeugt. Lerner, Tramontano
et al. isolierten 20 fiir Phosphonat 10 spezifische Antikorper.
Davon katalysierten fiinf die Hydrolyse des Esters 12251,
Die Geschwindigkeitskonstanten fiir den aktivsten Anti-
korper waren k., =20s ! und K, = 1.5mM. Das freie
Hapten 11 bindet extrem fest mit einem K; = 50 nM. Der
groBe Affinitdtsunterschied dieses Antikdrpers zu Substrat
und Inhibitor ist der wichtigste Grund fiir die groBe Umsatz-
steigerung von k., /k, .. = 6.25x 10°.

50
0”0
CF,COHN NHR

10, R = (CH,),COON(COCH,),
11, R = CH,

O
oy
CH,COHN NHCO(CH,),COOH
12

Es wurde gezeigt, daf3 Antikorper die stereospezifische
Hydrolyse von nicht aktivierten Estern katalysieren konnen.
Antikorper gegen die Phosphonate 13 und 15 katalysierten
die stereospezifische Hydrolyse von 14 bzw. 16. In beiden
Féllen wurde mit dem Racemat des Haptens immunisiert.
Von 18 Antikorpern, die spezifisch fiir 13 waren, katalysier-
ten neun die Hydrolyse von (R)-14 und zwei die Hydrolyse
von (S)-141261. Zwei Antikdrper, je einer der beiden Spezifi-
titen, wurde weiter charakterisiert. Die Hydrolyse von (R)-
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14 wurde durch den Antikérper 2H6 um den Faktor 80 0600
beschleunigt, wogegen der (S)-14-spezifische Antikorper
21H3 nur eine moderate 1600fache Umsatzsteigerung gegen-
iiber der unkatalysierten Reaktion bewirkte. Die R/S-Selek-
tivitit der Antikorper war groBer als 98 %.
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Von 25 Antikorpern, die spezifisch fiir das Tripeptid-Phos-
phonat 15 waren, beschleunigten 18 die Hydrolyse der ent-
sprechenden Ester!?”). Interessanterweise wurden aus-
schlieBlich Antikorper gegen ein Enantiomer gefunden. Alle
18 Antikorper reagierten selektiv mit dem p-Phenylalanyl-
Isomer von 16. Die Selektivitit fiir p- gegeniiber -Phenyl-
alanin war bei drei der fiinf charakterisierten Antikorper
groBer als 99.5%. Die maBige Umsatzsteigerung um den
Faktor 50-300 konnte eine Folge der GroBe des Immuno-
gens sein. Das tetraedrische Phosphonat triagt im Vergleich
weniger zur gesamten Bindungsenergie der Bindung des
Haptens an den Antikorper bei als bei kleineren Haptenen.
Das Substrat 16 enthdlt eine fluorogene und eine quenchen-
de Gruppe am Amino- bzw. am Carboxy-Terminus. Diese
Gruppen ermoglichen es, die Hydrolyse des Substrats durch
Messung des Fluoreszenzanstiegs zu verfolgen, der durch die
Abspaltung der fluoreszierenden 2-Aminobenzoyl- von der
quenchenden 4-Nitrobenzylamidgruppe zustande kommt.
Dieser empfindliche Nachweis konnte ein direktes Screening
von ELISA-Platten!?8] oder A-Genbanken, die bis zu 10°
verschiedene F,p-Fragmente exprimieren!?%], erméglichen.
Dadurch wiirde die Identifizierung von katalytischen Anti-
korpern sehr vereinfacht. Diese beiden Beispiele zeigen, daB3
sehr gute Stereoselektivitdt mit Antikorpern bei groBen und
kleinen Substraten mit dem Asymmetriezentrum im Alkohol
oder der Acylgruppe des Substrats erreicht werden kann.

Der Antikdrper NPN43C9 gegen das Phosphoamidat 17
katalysiert die Hydrolyse der aktivierten Amidbindung von
189, Es wurde eine Umsatzsteigerung um den Faktor
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2.5 x 10° gegeniiber der unkatalysierten Reaktion gefunden.
Diese Steigerung ist viel groBer als der Affinitatsunter-
schied zwischen Ubergangszustand und Substrat (AAG =
— 2.2 kcal mol " ). Diese Differenz in den Bindungsenergien
wdre nur fiir eine 100fache Umsatzerh6hung ausreichend. Es
miissen auch hier wieder andere Faktoren wie Sdure/Base-
Katalyse fiir die Steigerung verantwortlich sein. 150 mm
NaCl hemmen die Katalyse vollstindig. Eine Struktureigen-
schaft dieses Haptens, die die Induktion einer Sdure/Base-
Katalyse verursachen konnte, ist nicht erkennbar, weil die
NH-Gruppe des Phosphoamidats nicht geladen ist.

3. Peptidase-Inhibitoren vom Statin-Typ

Zusitzlich zu den negativ geladenen Phosphonaten sind
fiir hydrolytische Enzyme auch eine Reihe von ungeladenen
Analoga von Ubergangszustinden bekannt. Der bestcha-
rakterisierte davon ist der potente Pepsin-Inhibitor Pepsta-
tin, der das Aminosdure-Analogon Statin enthilt (Abb. 4).

Iva-Vai-Val-Sta-Ala-Sta

OH /b\ OH
HZM HN /[’\/\n/
0"®%0

HO H Q
Statin {Sta} 19

Abb. 4. Strukturen von Pepstatin und dem Phosphinat-Analogon 19 der unge-
wohnlichen Aminoséiure Statin.

Die Inhibitionskonstante K; filr Pepsin betrdgt 46 pm; Pep-
statin ist damit einer der stirksten bekannten Enzyminhibi-
toren. Statin muB als Dipeptid-Analogon angesehen werden,
bei dem die Amidbindung der Pepsin-Substrate durch eine
Hydroxygruppe ersetzt ist. Es wird angenommen, da die
Hydroxygruppe ein Wassermolekiil verdringt, das norma-
lerweise Kontakt zu zwei Aspartatresten von Pepsin hat, die
an der Katalyse beteiligt sind. Nach der Roéntgenkristall-
strukturanalyse des Pepstatinkomplexes der Aspartat-Pro-
tease von Rhizopus chinensis befindet sich die Hydroxygrup-
pe in einem Abstand zu den beiden Aspartatresten, der
innerhalb der Linge von Wasserstoffbriicken liegt >, Des-
halb muB Statin in doppelter Hinsicht als Substrat betrachtet
werden; es enthidlt sowohl die Bindungsdeterminanten des
Peptidsubstrats als auch des enzymgebundenen Wassers, das
an die zu spaltende Amidbindung des Substrat addiert. Der
sp>-hybridisierte, OH- tragende C-Atom imitiert dabei den
tetraedrischen Ubergangszustand der Amid-Hydrolyse.
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Die beiden Klassen von Inhibitoren, der ,,Phosphor-Typ*
und der ,,Statin-Typ*, konnen direkt verglichen werden, da
das Phosphinat-Analogon von Statin, 19, synthetisiert wer-
den konnte!*!). Der K-Wert des Pepstatin entsprechenden
Peptids, in dem Statin durch das Phosphinat-Analogon 19
ersetzt ist, betrdgt <70 pm. Dies bedeutet, dafl die beiden
Inhibitorklassen ungefihr das gleiche inhibitorische Poten-
tial haben.

HO, H OH
<I/~J { Nu HN
N NJ O)\N
0 0
HO HO
OH OH OH OH
20 21

AuBer den Peptidase-Inhibitoren konnten auch Inhibito-
ren von Nucleotid-Biosynthesen isoliert werden, die der
Klasse der ungeladenen Analoga von Ubergangszustinden
angehéren. Coformycin 20 inhibiert das Enzym Adenosin-
Desaminase und ist einer der stirksten Enzyminhibitoren
mit einem K, = 2.5 pM©?l. Diese Enzym hydrolysiert die
Amidingruppe von Adenin, wodurch Inosin entsteht. Tetra-
hydrouridin 21 ist eine weitere Verbindung dieser Klasse von
Inhibitoren!’3}, Eine interessante, noch unverstandene Ge-
meinsamkeit der Inhibitoren dieser Klasse ist ihre langsame
Bindung an das Enzym. Die Bildungskonstante des Enzym-
Inhibitor-Komplexes ist dulerst niedrig; die Halbwertzeit
der Dissoziation von Coformycin und Adenosin-Desamina-
se betrdgt 24 Stunden. Aufgrund der hohen Bindungskon-
stanten dieser Ubergangszustands-Analoga kénnte man er-
warten, daB mit Haptenen mit dhnlichen Strukturmerk-
malen katalytische Antikorper induziert werden konnen.

4. Hydrolytische Antikorper
gegen ungeladene Haptene

Wir haben fiinf Antikorper gegen racemische 6-Hydroxy-
7-(4-nitrophenyl)heptansdure 2 erzeugt, einem Statin-dhnli-
chen Ubergangszustands-Analogon, das die Hydrolyse von
para-Nitrophenylacetat 9 und para-Nitrophenyl(methyl)car-
bonat 6 inhibiert. Dieses Hapten wurde ausgewdhlt, da es ein
ungeladenes Analogon von Hapten 8!23 mit einer Hydroxy-
gruppe ist. Ein direkter Vergleich der katalytischen Eigen-
schaften von Antikdrpern gegen diese beiden Haptene ist
sehr einfach, da sie fiir die Katalyse der gleichen Reaktionen
gewonnen wurden. Tatsdchlich wurde ein Antikérper
(7K 16.2) gefunden, der die Hydrolyse von 6 und 9 kataly-
siert. Dies ist das erste Beispiel dafiir, da mit einem ungela-
denen Hapten ein als Esterase wirkender Antikdrper erzeugt
werden kann. Vor dem Hintergrund der Mutagenesestudie
mit Phosphocholin-bindenden Antikérper S10712%, die die
Bedeutung der Komplementaritit der Ladungen von Anti-
korperbindungsstelle und Ubergangszustand des Substrats
vor Augen fiihrte, ist dies ein sehr iberraschendes Ergebnis.
Die Hydroxycarbonsdure 2 wurde aus Adipinsduremono-
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ethylester und para-Nitrophenylacetat iiber 22 und 23 herge-
stellt (Schema 1).

NO
E[OZC/\/\/COZH 2
CO,Et
o NO,
Et0,C 2
CO,Et
NO,
/\/\w/ B
HO,C
NO
OH 2
T

Schema 1. HO,C

Experimentelles

22: Zu einer Losung von 102.3 mg (0.59 mmol) Adipinsduremonoethylester in
0.6 mL Tetrahydrofuran wurden unter Rithren 100 mg ¢0.62 mmol) Carbonyl-
diimidazol zugegeben und dann noch 45 min bei Raumtemperatur geriihrt. Zu
einer Losung von 0.62 mL (0.62 mmol) von 1M Natriumhexamethyldisilazid in
Tetrahydrofuran wurde dann unter Rithren bei — 78 “C unter Argon langsam
eine Losung von 123.3 mg (0.59 mmol) Ethyl-4-Nitrophenylacetat in 0.5 mL
Tetrahydrofuran gegeben, wobei sich eine purpurrote Reaktionsmischung bil-
dete. Nach 5 min wurde die Losung des Imidazolids langsam zugegeben. Die
Mischung wurde zuerst auf 0°C und nach 30 min auf Raumtemperatur er-
wirmt. Nach weiteren 30 min wurde der Reaktionsansatz zwischen Dichlorme-
than und wiBriger NH,Cl-Losung verteilt. Die organische Phase wurde mit
MgSO, getrocknet und eingeengt. Aus dem Riickstand wurden nach Chroma-
tographie an Kieselgel mit 20% Ethylacetat in Hexan als Laufmittel 182 mg
(0.5 mmol, 85%) 22 isoliert. IR (Film) ¥ = 3000, 1730, 1650, 1600, 1520,
1350cm™'; "H-NMR (250 MHz, CDCl,): (Keto- und Enoltautomere im
Gleichgewicht) 6 = 1.20 (m, 6H), 4.15 (m, 4H), 7.33, 7.55 (d, 2H, J = 9 Hz),
821, 824 (d, 2H, J=9Hz). Hochauflosungs-FAB-MS: m/z 366.1546
(M + H®).

23: Eine Losung von 145 mg (0.4 mmol) 22 in 2 mL 40% wiBriger H,SO,
wurde im Olbad 15 min auf 100 °C erwirmt. Die erkaltete Reaktionsmischung
wurde mit Wasser verdiinnt und mit Dichlormethan extrahiert. Die organische
Phase wurde mit geséttigter wiBriger NaCl-Losung gewaschen, mit MgSO,
getrocknet und eingeengt. Der Rickstand wurde an Kieselgel mit 5% Metha-
nol in Ethylacetat als Laufmittel gereinigt und ergab 44 mg (0.16 mmol, 42%)
23. IR (KBr): ¥ = 2950, 1710, 1605, 1520, 1340 cm ™ !; Fp = 103-105°C; 'H-
NMR (250 MHz, CDCl,): § = 1.63 (m, 4H), 2.36 (1. 2H, J =7 Hz), 2.55 (t, 2H,
J =7 Hz), 3.83 (s, 2H), 7.36 (d. 2H, J = 9 Hz), 8.19 (d, 2H, / = 9 Hz); Hoch-
auflésungs-FAB-MS: m/z 266.1021 (M + H®).

2: Zu einer Losung von 44 mg (0.16 mmol) 23 in ! mL Methanol wurden bei
0°C unter Rithren 13 mg (0.34 mmol) Natriumborhydrid gegeben. Nach 1 h
Riihren bei 0 °C wurde der Ansatz auf Raumtemperatur erwdrmt und zwischen
Dichlormethan und wiBrigem KHSO, verteilt. Die organische Phase wurde
mit MgSO, getrocknet und eingeengt: 44 mg (0.16 mmol, 100%) 2. IR (KBr):
¥ = 3000, 1710, 1700, 1600, 1510, 1320cm~!; Fp = 81-84°C; 'H-NMR
(250 MHz, CDCly): 8 =1.6 (m, 6H), 2.37 (t, 2H, J =7 Hz), 2.79 (dd, 1H,
J = 8.14 Hz), 2.91 (dd, 1H, J = 4.14 Hz), 3.90 (m, 1H), 7.38 (d, 2H, J = 9 Hz),
8.16 (d, 2H, J = 9 Hz); Hochaufldsungs-FAB-MS: m/z 268.1195 (M + H®).

4.1. Isolierung und Charakterisierung
des Antikorpers 7K16.2

Das racemische Hapten 2 wurde an die Carrierproteine
KLH und Rinderserumalbumin (BSA) iiber den N-Hydro-
xysuccinimid-aktivierten Ester, der bei pH 9.0 mit oberfla-
chenexponierten &-Aminogruppen von Lysinresten rea-
giert 33 gekuppelt. Durch UV-Differenzspektroskopie
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(£400.2 = 9100) wurde ein Verhiltnis von Hapten zu Protein
von 7 pro KLH-Monomer und 3 pro BSA-Monomer ermit-
telt.

Durch Fusion von P3X63-Myelomzellen mit Milzzellen
von Swiss-Webster-Mausen 1?4, die mit KLH-2-Konjugaten
immunisiert waren, wurden fiinf monoklonale Antik6rper
isoliert. Die monoklonalen Antikérper wurden in vivo ver-
mehrt und mit Hilfe von Affinitdtschromatographie an Pro-
tein-A-gebundener Sepharose 4B isoliert!**). Die weitere
Reinigung erfolgte mit Hilfe einer Pharmacia-FPLC-Mono-
S 10/10-Kationenaustauschersiule. Die Reinheit des Anti-
korpers wurde mit einer 12.5%-SDS-Polyacrylamidgelelek-
trophorese mit Coomassie-Blue-Firbung bestimmt(3%); sie
betrug > 95%. Einer dieser fiinf Antikdrper (7K16.2) be-
schleunigte die Hydrolyse von para-Nitrophenylacetat 9 und
para-Nitrophenyl(methyl)carbonat 6 und wurde durch das
freie Hapten gehemmt.

Die durch den Antikdrper 7K 16.2 katalysierten Reaktio-
nen folgten der klassischen Michaelis-Menten Kinetik. Bei
pH 7.5 aufgenommene Lineweaver-Burke-Diagramme wa-
renlinear (Abb. 5), und esergabensich: k, ,(9) = 0.72 min !,

25 1
20

151

(min M)

RV p——

Abb. 5. Lineweaver-Burke-Diagramm der vom AntikSrper 7K 16.2 katalysier-
ten Hydrolyse von 6 (@) und 9 (). Die Geschwindigkeiten wurden spektropho-
tometrisch durch Messung des anfanglichen Absorptionsanstiegs bei 400 nm
bestimmt (para-Nitrophenol 4., = 400 nm, ¢ = 4.05). Die Konzentration von
7K 16.2 (2.5 pm) wurde durch die Absorption bei 280 nm bestimmt; dabei wur-
de E (1 cm, 0.1%) = 1.37 und M, = 150000 fir [gG zugrunde gelegt. 7K 16.2
wurde bei 30 'C in 10 mm Natriumphosphat, 100 nM NaCl, pH 7.5 vorinku-
biert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 pL einer Stammldsung von 6
oder 9 in Tetrahydrofuran (THF) gestartet ; es wurde dadurch eine Endkonzen-
tration von 2% THF erreicht. Der unkatalysierte Umsatz wurde unter den
gleichen Bedingungen gemessen und ergab k,.,.(6) =3.2x10"*min"",
Komene(®) = 3.3x10 *min"*,

Ku(9) = 3.65mm; k., (6) =031 min"!, K,(6)=3.33mm.
Die Konstanten fiir die unkatalysierte Reaktion unter glei-
chen Bedingungen waren k,,,..(9) = 3.33x 10 *min~! und
ka6 = 3.2x10"*min~'. Der Antikérper wurde durch
das freie Hapten 2 mit einem K,-Wert von 140 pM kompetitiv
gehemmt (Abb. 6)1371. Wie auch schon bei anderen hydroly-
sierenden katalytischen Antikorpern ist die unterschiedliche
Bindungsenergie von Substrat und Inhibitor K,,(6)/K, = 24,
Ku(9)/K, = 26 bei 7K16.2 nicht allein fiir die Umsatzsteige-
1UNg Ky (6)/K ynie(6) = 930 und Ky (9)/K ynear(9) = 2250 ver-
antwortlich. Bei der gleichen Reaktion, jedoch durch den
Antikorper 48G7-4A1 gegen das Phosphonat 8 katalysiert,
betrug das Verhdltnis der Bindungsenergien K, (6)/
K,(8) = 1300. Demgegeniiber wurde eine Steigerung des
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Umsatzes um den Faktor k,,,(6)/k,...(6) =7300 gefunden.
Da die Diskrepanz zwischen den beiden Werten fiir den An-
tikorper 7K 16.2 sehr viel ausgeprigter ist, muB angenom-
men werden, daB andere Faktoren, die neben der Stabilisie-
rung von Ubergangszustinden ebenfalls die Katalyse
beeinflussen, groBere Bedeutung haben als bei dem Antikor-
per 48G7-4A1. Um die Unterschiede von katalytischen Anti-
korpern, die mit verschiedenen Inhibitor-Klassen erzeugt
wurden, genauer zu verstehen, muB eine groBe Zahl von
Antikorpern analysiert werden. Mit Hilfe der neuen Technik
der A-Genbanken miiBten statistisch signifikante Zahlen ver-
schiedener Antikdrper zuginglich sein2%),

V—\

[min pM"l 6

0 200 400 600 800 1000
(2] [uM] ——

Abb. 6. Dixon-Diagramm der Inhibition des Antikorpers 7K16.2 durch 2 bei
einer Antikorperkonzentration von 2.5 uM. Die Werte wurden fiir zwei Konzen-
trationen des Substrats 9 ermittelt: 500 uM (¢) und 1 mm (@). Die Pufferbedin-
gungen waren die gleichen wie in Abbildung 5 angegeben.

Die Katalyse einer energetisch schwierigeren Hydrolyse
durch den Antikérper 7K 16.2 wurde ebenfalls untersucht.
Die Hydrolyse von para-Nitrophenylacetanilid wurde bei
pH 9.0 nicht beschleunigt, wie durch HPLC mit para-Nitro-
benzamid als internem Standard ermittelt wurde. In einer
weiteren Untersuchung wurden Antikorper gegen ein KLH-
Coformycin-Konjugat erzeugt. Keiner der acht Coformycin-
spezifischen Antikorper beschleunigte die Umsetzung von
Adenosin zu Inosin (k,,,, = 1.8x107'%s™ ). Bei diesem
Experiment wurde der Umsatz anhand der Freisetzung von
Ammoniak *8] gemessen. Maoglicherweise kdnnen durch
weiteres Screening von Antikorpern gegen diese Haptene in
Zukunft katalytische Antikorper gefunden werden.

5. Ausblick

In den letzten fiinf Jahren wurde die Vielfalt des Immunsy-
stems dazu genutzt, Antikorper-Katalysatoren fiir viele Re-
aktionen herzustellen. Es wurden mehrere Strategien zur Er-
zeugung von katalytischen Antikorpern entwickelt. Einige
Konzepte miissen noch auf ihre Tauglichkeit gepriift werden,
z.B. das der Substratdestabilisierung durch molekulare De-
formation und das der genetischen Selektion zur Identifizie-
rung von zufdllig oder durch gezielte Mutagenese erzeugten
aktiveren Katalysatoren. Die effiziente und selektive Hydro-
lyse von Peptiden, Nucleinsiduren und Kohlenhydraten wird
auch in Zukunft ein Hauptziel der Erforschung katalytischer
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Antikorper sein. Antikorper werden eine immer wichtigere
Rolle in der Chemie iibernehmen. Derzeit werden neue auf-
regende Ansitze entwickelt, um die Diversitdt biologischer
Systeme zu erschlieBen!3® 4!l Diese Fortschritte werden
zweifellos zu neuen Molekiilen mit neuen biologischen Ei-
genschaften fiihren, wie das in ganz dhnlicher Weise auch bei
der Entwicklung der katalytischen Antikérper der Fall war.
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