HIGHLIGHTS

Die Nachahmung von Enzymen

Anthony J. Kirby*

Genau zu verstehen, wie Enzyme arbeiten, ist eine der groBen
intellektuellen Herausforderungen, die die Natur der Wissen-
schaft gestellt hat. Bis zu einem gewissen Grad kénnen wir die
Funktion von Enzymen ,.erkliren“: Ein Enzym stabilisiert
durch selektive Bindung den Ubergangszustand einer bestimm-
ten Reaktion!!. Aber unser gegenwirtiges Verstindnis reicht
nicht aus, um den strengeren praktischen Test zu bestehen: den
Entwurf und die Herstellung kiinstlicher Enzymsysteme mit ei-
ner katalytischen Leistungsfahigkeit, die der natiirlicher Enzy-
me nahekommt.

Die Nachahmung von Enzymen ist schon lange eines der
ehrgeizigen Ziele der Bioorganiker. Die augenblickliche Lage
bietet ein vertrautes Bild: Es gibt stetigen Fortschritt und gele-
gentlich aufflackernde Geistesblitze, und man wird sich mehr
und mehr bewuBt, wie komplex dieses Problem eigentlich ist. In
zwei kiirzlich erschienenen Arbeiten!?-3), die die Fragestellung
aus vollig verschiedenen Richtungen angehen, wird jedoch iiber
katalytische Leistungen berichtet, die vom bisherigen Kenntnis-
stand aus betrachtet auBergewohnlich sind. Doch sei zunidchst
der Hintergrund erldutert.

Der allgemeine Kenntnisstand basiert einerseits auf mechani-
stischen Untersuchungen an Enzymen und andererseits auf
(meist nicht von den gleichen Autoren durchgefithrten) Arbei-
ten zur Bindung und zur katalytischen Funktion bei einfacheren
kunstlichen Systemen. Enzyme sind natiirlich mehr als nur
hochentwickelte Katalysatoren: Sie sind Teil des Steuerungsap-
parates der Zelle und erkennen als solcher auch andere Molekii-
le als ihr spezifisches Substrat und Produkt und reagieren dar-
auf. Aber die Entwicklung von Enzymimitaten befindet sich erst
in einem Stadium, in dem die wirkungsvolle Kombination von
Bindung und Katalyse das Hauptziel ist. Ausgangspunkt kénn-
te einerseits ein System sein, das eine effektive Substratbindung
zeigt oder auch den Mechanismus der fraglichen Reaktion, denn
der geschwindigkeitsbestimmende Ubergangszustand ist das
wichtigste Ziel des Bindungsvorgangs. Die beiden Ansitze mils-
sen am Ende ineinander iibergehen, wenn die Nachahmung der
Enzymfunktion wirklich gelingen soll. Diese Arbeitsweise konn-
te kiinstliche Katalysatoren, die robuster sind als Proteine, fiir
interessante nichtnatiirliche Reaktionen hervorbringen. Ande-
rerseits ist der néchstliegende Ausgangspunkt fiir die Nachah-
mung eines Enzyms natiirlich das echte Enzym. Alle diese An-
sitze liefern zur Zeit interessante Ergebnisse.

Imitate auf Enzymbasis

Man kann ein natiirliches Enzym chemisch oder, hiufiger,
durch die Methoden des ,,Protein-Engineering® so verdndern,
daB sich seine Spezifitit dndert, und zwar sogar so weit, daB das
verdnderte System eine vollig andere Reaktion katalysiert. Sol-
che Systeme sind eher modifizierte als nachgeahmte Enzyme, als
die wir hier nur solche betrachten wollen, die kiinstlich herge-
stellt wurden.
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Als man in der Lage war, die funktionellen Gruppen im akti-
ven Zentrum eines Enzyms zu identifizieren, untersuchte man
natiirlich kleine Peptide mit der Aminosduresequenz eines akti-
ven Zentrums als mogliche Katalysatoren. Die Ergebnisse die-
ses Vorgehens waren ausnahmslos negativ. Wir wissen heute,
dabB die funktionellen Gruppen im aktiven Zentrum eines funk-
tionsfahigen Enzyms eine spezifische, dreidimensionale Anord-
nung aufweisen, in der sie signifikant mit dem Rest des Proteins
wechselwirken; dies 148t sich in zwei Dimensionen nicht simulie-
ren.

Bei einer wirklichen Imitation auf Enzymbasis sollte man ver-
suchen, die dreidimensionale Anordnung der funktionellen
Gruppen des aktiven Zentrums in einem synthetischen Geriist
nachzubauen. Das sagt sich leicht; von der Idee zu wirklichen
Molekiilen zu kommen ist schon schwieriger. Ein wichtiger Er-
folg dieser Vorgehensweise scheint jedoch die Arbeit von Atassi
und Manshouri!? iiber die Synthese von zwei ,,Pepzymen‘* zu
sein, dic durch ,,Oberflichensimulation* der aktiven Zentren
von Trypsin und Chymotrypsin entstanden. Dabei wurde zu-
nachst eine Reihe relativ kleiner (aus 29 Aminosduren aufge-
bauter) Peptide, die die wesentlichen bindenden und katalyti-
schen Aminosduresequenzen der Enzyme enthielten, entworfen
und synthetisiert. Diese wurden dann uber Glycin-Spacer so
miteinander verbunden, daB die aus Rontgenstrukturanalyscn
der Enzyme und ihrer Komplexe mit Substratanaloga bekannte
raumliche Anordnung modelliert wurde. Eine friithe Version, die
eine gewisse trypsinartige Bindungsaktivitit zeigte, wurde syste-
matisch so weit optimiert, bis mit dem Peptid A (Aminosduren
des natiirlichen aktiven Zentrums sind fett gedruckt) eines mit
aullergewohnlicher katalytischer Aktivitdt, besonders in der
dargestellten cyclischen (Disulfid-)Form, erhalten war.
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Dieses Molekiil hydrolysiert nicht nur das einfache Trypsin-
»substrat® N-Tosyl-L-argininmethylester mit Werten fiir %,
und K, die denen des natiirlichen Enzyms &hnlich sind, es
spaltet auch Testproteine zu dhnlichen Peptidmustern wie Tryp-
sin. Ein zu A analoges Peptid, das auf dem aktiven Zentrum von
Chymotrypsin basiert, zeigte dhnliche Aktivitat wie A und die
erwartete abweichende Spezifitit.

Diese hohe katalytische Aktivitdt — das muB man sagen — ist
iiberraschend, besonders bei Amidbindungen, und zur Zeit wer-
den intensive Anstrengungen unternommen, um die Ergebnisse
zu wiederholen. Wenn sie sich bestitigen lassen, wird man diese
Arbeit als wichtigen Fortschritt betrachten. Die Synthesepla-
nung ist durchaus komplex, aber mit modernen priparativen
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Methoden sind Peptide dieser GroBe noch mit verniinftigem
Aufwand zugénglich. In der Praxis findet dieser Ansatz, zumin-
dest im derzeitigen Entwicklungsstadium, seine Grenze — wie
alle Nachahmungsversuche auf Enzymbasis — in der Tatsache,
daB ein voller Erfolg gerade darin besteht, eine Reaktion genau-
so gut zu katalysieren wie ein natiirlicher zur Verfiigung stehen-
der Katalysator.

Enzymimitate auf der Grundlage des Reaktionsmechanismus

Im anderen Extremfall kann man eine enorme Erhéhung der
Reaktionsgeschwindigkeit mit recht einfachen Systemen errei-
chen, indem man den Bindungsvorgang iibergeht und die Reak-
tionen intramolekular verlaufen 14B¢t, d. h. indem man die betei-
ligten funktionellen Gruppen in dasselbe Molekiil einbaut!.
Typischerweise macht man die interessierende Reaktion zum
Teilschritt einer thermodynamisch giinstigen Cyclisierung und
kann so Systeme erhalten, bei denen die duBlerst stabilen, in
biologischen Systemen strukturbildenden Gruppen (Amid-,
Glycosid- und Phosphatestereinheiten haben unter physiologi-
schen Bedingungen bei etwa pH 7 Halbwertszeiten von vielen
Jahren) im Bruchteil einer Sekunde gespalten werden. Man
kann dann fiir bestimmte Reaktionen, die man unter den glei-
chen Bedingungen untersucht und die mit einer dhnlichen Ge-
schwindigkeit ablaufen wie die entsprechenden Reaktionen der
beiden (oder mehreren) funktionellen Gruppen am aktiven Zen-
trum eines Enzyms, den genauen Mechanismus der Katalyse
aufkldren. Fiir die katalytische Aktivitit gibt es zwei wichtige
Mafzahlen: die effektive Molaritit (EM), d.h. die effektive
Konzentration der katalytischen Gruppe, die nétig ist, um eine
intermolekulare Reaktion genauso schnell ablaufen zu lassen
wie die intramolekulare™, und natiirlich die absolute Reak-
tionsgeschwindigkeit. Denn Umsetzungen im aktiven Zentrum
eines Enzyms verlaufen duBerst schnell, so schnell, daBl viele
Enzyme ein perfektes evolutionires Stadium erreicht haben, das
von Albery und Knowles!™! als die katalytische Aktivitit defi-
niert wurde, bei der der geschwindigkeitsbestimmende Schritt
der Reaktion die Diffusion der Produkte weg vom Enzym ist.

EM-Werte von 10'*-10'* M — d.h. Halbwertszeiten in der
GroBenordnung von einer Sekunde — kdnnen in Systemen er-
reicht werden, in denen eine gewdhnliche aliphatische Amidein-
heit ganz in die Néhe einer COOH-Gruppe gebracht wird[®-9!
oder eine Phosphorsdurediestereinheit in die Nihe einer OH-
Gruppe!”, und man kann fiir solche Modellreaktionen den Me-
chanismus genau erkliren. Diese Modellreaktionen sind eine
wesentliche Grundlage fiir die Diskussion des Mechanismus der
entsprechenden Reaktion am aktiven Zentrum eines Enzyms
oder fiir das Entwerfen von Enzymimitaten. Denn es ist nicht
moglich — zumindest bis jetzt — auch nur annidhernd so grofle
Steigerungen der Reaktionsgeschwindigkeit zu erzielen, wenn
die reagierenden Gruppen durch nichtkovalente Bindungen zu-
sammengebracht werden.

Enzymimitate auf der Grundlage des Bindungsschritts

Eine Mindestanforderung an ein echtes Enzymimitat ist eine
bindende Wechselwirkung zwischen zwei Molekiilen vor der ka-
talytischen Reaktion; diese wird durch die Michaelis-Menten-
Kinetik beschrieben. Bei intramolekularen Systemen kann man
sehr hohe Reaktionsgeschwindigkeiten erreichen, weil man
durch entsprechende Synthese eine grofle Anniherung zwischen
funktionellen Gruppen erzwingen kann. Ein Enzym dagegen
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muB in einem dynamischen Gleichgewicht sein Substrat erken-
nen und nichtkovalent binden. Die Chemie der molekularen
Erkennungsvorginge, die hierbei eine Rolle spielen, gehort zu
den derzeit am intensivsten bearbeiteten Forschungsgebicten
und ist ein beliebtes Thema fiir Tagungen® %), Highlights!*
und Ubersichtsartikel™™ '), Wie bei der chemischen Katalyse
stammen viele unserer Erkenntnisse iiber nichtkovalente Wech-
selwirkungen aus Untersuchungen an einfachen Systemen, die
so angelegt wurden, dal man bestimmte Fragen zum grundle-
genden Vorgang beantworten konnte. Mehr Bedeutung fiir die
Entwicklung von Enzymimitaten haben Systeme, die so konzi-
piert wurden, daB die katalytische Funktion durch eine Bindung
erreicht wird, d.h. ohne eingebaute spezifische, katalytisch
wirksame Gruppen. Es gibt zwei wichtige Gruppen solcher Sy-
steme: synthetische Wirtmolekiile, die so konzipiert wurden,
daB sie die beiden Reaktanten in eine giinstige Anordnung zu-
einander bringen, und die meisten katalytischen Antikorper.
Die meisten bisher bekannten katalytischen Antikdrper!*?- 13!
wurden zur Hydrolyse von Carbonsidurederivaten hergestellt
und gegen Phosphonate 2 als Haptene geziichtet, die ein Modell
fiir den beteiligten tetraedrischen Ubergangszustand 1 sind. Mit

OR - o oH
R Ao, R-_T" OR R‘——Pi—- OR
[o] o 0~
1 2

geeigneten Haptenen (und Substraten) erreicht man in recht
verldBlicher Weise die Katalyse der Esterhydrolyse, wobei das
Nucleophil aus dem Ldsungsmittel kommt. Zu anspruchsvolle-
ren Systemen mit eingebauten katalytisch aktiven Gruppen
kann man im Prinzip durch sorgféltige Wahl des Haptens (und
mit einer groBen Portion Gliick) kommen; eine andere Moglich-
keit besteht darin, einen bekannten katalytischen Antikdrper
durch Protein-Engineering zu modifizieren. Auf diesem Gebiet
gibt es gute Erfolgsaussichten, und es wird derzeit intensiv bear-
beitet.

Eine sorgféltige Wahl des Haptens ermdglichte auch die Her-
stellung eines Antikérpers, der die Diels-Alder-Reaktion zwi-
schen Tetrachlorthiophendioxid 3 und N-Ethylmaleinsidureimid
katalysiert!'*, Wiederum ist die Katalyse einfach Folge einer
giinstigen Bindung (fiir EM kann man einen Wert >110 M ab-
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schitzen): Der Umsatz hdngt von der Instabilitit des anfangs
gebildeten Addukts 4 ab, das sehr schnell SO, abspaltet und so
das Produkt 5 bildet. Dadurch wird Produkthemmung, ein hiu-
figes Problem bei solchen Systemen mit potentieller katalyti-
scher Aktivitit, vermieden: Das Hapten 6, R = (CH,);CO,H,
ist ein verniinftiges Analogon des Ubergangszustandes, unter-
scheidet sich aber in seiner Struktur stark vom Endprodukt.
Eine Katalyse der Diels-Alder-Reaktion kann man auch mit
einfachen kiinstlichen Systemen erreichen. Ein Beispiel aus jiin-
gerer Zeit ist die reversible Reaktion zwischen 7 und 8, die durch
(stochiometrische Mengen) eines trimeren, cyclischen Zinkpor-
phyrin-Wirtmolekiils, das die beiden Pyridinderivate im Innern
seines Hohlraums bindet, beschleunigt wird!'¢!. Als Produkt

entsteht das exo-Addukt, das bis zu tausendmal schneller gebil-
det wird als das entsprechende endo-Isomer (das in Abwesenheit
des Makrocyclus als kinetisch kontrolliertes Produkt erhalten
wird). Dies entspricht einem EM-Wert von etwa 20 M. Aufgrund
von Produkthemmung ist das System nicht katalytisch (ebenso
wie ein friiheres Beispiel, bei dem Cyclodextrin als Wirtmolekiil
eingesetzt wurde!l™),

Enzymimitate mit Substratbindung und katalytischer Wirkung
Viele der erfolgreichsten Enzymimitate wurden aus funktio-
nalisierten Cyclodextrinen hergestellt; die Arbeiten von Breslow
et al. insbesondere sind jedem ein Begriff, der die Entwicklung
auf diesem Gebiet verfolgt hat!!®l, Diese Wirtmolekiile binden
aromatische Ringe in einem hydrophoben Hohlraum. Ein wei-
terer grundlegender Beitrag stammt von Lehn et al.['®] die Po-
lyammoniummakrocyclen zur Katalyse der Phosphatibertra-
gung durch ATP nutzten und zeigten, dal3 auch mehrfache
Wasserstoffbriickenbindungen zur wirksamen Bindung zwi-
schen flexiblen Systemen in wiBriger Losung fithren kdnnen.
Ein ganz anderer Ansatz stammt von Benner und seiner
Gruppe!??; Sie gingen bei der Planung einer synthetischen De-
carboxylase von den bekannten Eigenschaften von Proteinen
und dem Mechanismus der aminkatalysierten Decarboxylie-
rung von f-Ketosduren aus. Bei ihren Enzymimitaten handelt es
sich um Peptide aus 14 Aminosduren (Oxaldie 1 und 2), die aus
Leucin und Lysin in einer Sequenz bestehen, die bekannter-
malen die Bildung einer a-Helix begiinstigt. Daher sollten diese
Peptide eine proteinartige Konformation mit einem hydropho-
ben Kern und einem hydrophilen AuBeren einnehmen. Sie kata-
lysieren die Decarboxylierung von Oxalylacetat iiber den erwar-
teten Mechanismus (siehe Schema 1), wobei die kationischen
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Lysinseitenketten vermutlich an der Bindung der beiden Car-
boxylatfunktionen sowohl bei den Edukten als auch im Uber-
gangszustand beteiligt sind (Acetylacetat, das nur eine einzige
Carboxylatgruppe enthilt, ist kein Substrat). Man findet eine
Michaelis-Menten-Kinetik, und die Bildung des Imins verlduft
um den Faktor 10~ 10* schneller als mit einfachen Aminkataly-
satoren. Die katalytische Aktivitit hingt dabei anscheinend tat-
sachlich vom Grad der a-Helixbildung ab.

o - o _ -
)\'(Y RNH, OW CO; O)K(
RN;) 0
+

o] o] RNH

Schema 1. Deearboxylierung von Oxalylacetat, katalysiert durch ein Enzymimitat.
R = Lysinseitenkctte.

Die bemerkenswertesten und einfachsten neuartigen Enzym-
imitate resultierten aus einer Art ,,Querdenken‘‘ von Menger
und Fei™!. Hier gibt es keinerlei Synthese. Die Autoren misch-
ten einfach langkettige Carbonsduren, Amine, Alkohole und
Alkylimidazole der Typen, die in waBriger Losung Aggregate
und Micellen bilden. Dann untersuchten sie eine grofle Zahl
solcher Mischungen auf ka-
talytische Aktivitdt. Die Te- Te 0
streaktion war die Hydroly- /N*\)k _CHaNOz 9
se des reaktiven Esters 9 C”Hz:d ! X
(X = 0), die sich oberhalb
von pH 7 leicht durch die Freisetzung des p-Nitrophenolat-
Chromophors verfolgen 140t.

Einige der eingesetzten Mischungen beschleunigten die Hy-
drolyse von 9 (X = O) so stark, daB die Geschwindigkeitskon-
stanten manuell nicht mehr gemessen werden konnten. Bemer-
kenswerterweise galt dies auch in Gegenwart einer einzelnen
Komponente, ndmlich des Hexadecanoat-Ions; dieses System
beschleunigt auch die Hydrolyse von p-Nitroanilid (9,
X '= NH). Dabei handelt es sich um ein aktiviertes Amid, das
jedoch in Gegenwart von Acetat (0.2 M) bei pH 7 und 25°C
nicht merklich hydrolysiert wird. Unter den gleichen Bedingun-
gen, jedoch in Gegenwart von Hexadecanoat in einer Konzen-
tration von lediglich 2 x 10~ % m, betriigt seine Halbwertszeit nur
noch drei Minuten.

Nucleophile Katalyse ist die einzige Erkldrung fiir solch einen
starken EinfluB™. Ein EM-Wert kann hier nicht berechnet wer-
den, da keine Daten zur Verfiigung stehen, die man zum Ver-
gleich heranziehen kénnte, aber Hexadecanoat ist mindestens
um den Faktor 10® wirksamer als Acetat. Interessanterweise
verlduft die Reaktion stéchiometrisch: Vermutlich liegt ein ge-
mischtes Anhydrid als Intermediat vor, dessen Hydrolyse der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der gesamten Hydrolyse
des Anilids ist. Die Autoren vermuten, daB die Reaktion in
submicellaren Aggregaten, sogenannten ,,Klumpen*, abliuft,
in denen sich die Carbonylgruppe des Anilids und die Carboxy-
gruppe des Hexadecanoats durch hydrophobe Assoziation der
langen Alkylketten ideal fiir eine bemerkenswert schnelle Um-
setzung nahe kommen (siche Schema 2). Verlingert man das
Substrat einfach um drei Methylengruppen [9, X = (CH,),NH],
so findet die Reaktion nicht mehr statt.
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Schema 2. Hydrophobe Assoziation zwischen 9 und Hexadecanoat.

Zwei Punkte sind hier hervorzuheben: die hohe Reaktivitit,
die viel grofer ist als bei frither untersuchten, offensichtlich
schwach assoziierten Systemen, und das Prinzip, viele einfache
Systeme zu untersuchen, statt eine Synthese von komplexen,
sorgfaltig konzipierten Systemen durchzufiihren. Dieser neue
Ansatz ist eine Erginzung des bisherigen gedanklichen Vor-
gehens und wird vielleicht zu Anwendungen in der Praxis
fithren.
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