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Katalytische Antikorper als Sonden fur die 
Evolution von Enzymen: Modellierung 
einer fruhen Glycosidase ** 
Doron Shabat, Subhash C. Sinha*, Jean-Louis 
Reymond" und Ehud Keinan* 

Enzyme weisen eine bemerkenswerte katalytische Wirksam- 
keit auf, weil ihre Funktion auf mehreren gut abgestimmten 
Prinzipien beruht. Dies ist ein Ergebnis der Evolution und der 
naturlichen Auslese. Man kann sich fragen, wie die katalytische 
Wirksamkeit bei den friihen Enzymen entstanden ist. Um diese 
Frage beantworten zu konnen, mu13 man wissen, welche dieser 
Prinzipien bei einem heutigen Enzym unabhlngig von den iibri- 
gen die Katalyse auslosen konnen. Katalytische, ma13geschnei- 
derte Antikorper"] bieten eine einzigartige Moglichkeit, experi- 
mentell Hypothesen uber fruhe Enzyme zu priifen. Bei kata- 
lytischen Antikorpern lassen sich die einzelnen Parameter der 
Katalyse vie1 leichter getrennt untersuchen als bei den hochent- 
wickelten Enzymen, bei denen sie gleichzeitig wirken. So liefer- 
ten die Untersuchungen von Schultz et al. einen Einblick in die 
Evolution der katalytischen Fahigkeiten von Proteinen[']. We- 
gen der Bedeutung von Kohlenhydraten in den friihen Stadien 
der Evolution ist die Entstehung der Glycosidase-Aktivitat von 
besonderem Interesse. Wir berichten hier uber die von Antikor- 
pern katalysierte Hydrolyse nichtaktivierter cyclischer Ketale. 
Diese Reaktion ist eng mit der Spaltung der glycosidischen Bin- 
dung verwandt[']'. Die katalytischen Antikorper konnen des- 
halb als mechanistische Analoga der Glycosidasen betrachtet 
werden. Bei diesen AntikGrpern spielen die allgeineine Siiure- 
katalyse und/oder Spannungseffekte nur eine untergeordnete 
Rolle, wihrend sie fiir die Aktivitlt der heutigen Glycosidasen 
von zentraler Bedeutung sindr4]. Die einfache Ladungskomple- 
inentaritlt erweist sich als der wichtigste Faktor fur die katalyti- 
sche Aktivitlt der Antikorper. 

Bei der Hydrolyse von Ketalen I wird zunachst ein Sauerstoff- 
atom protoniert und anschlieljend eine C-0-Bindung heteroly- 
tisch gespalten, was zu dem Ion TV als Intermediat und letztlich 
zur Carbonylverbindung V fuhrt (Schema 1 ) .  Im Falle von 
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Schema 1 .  Mechanismus der Hydrolyse eines Ketals unter sauren Bedingungen. 

Ketalen und Acetalen mit eiiier aktivierten Abgangsgruppe 
(z. B. R' = Aryl) ist der erste Schritt der geschwindigkeitsbe- 
stimmende; ihre Hydrolyse 1a8t sich mit schwachen Sauren 
katalysieren (allgemeine Saurekatalyse)[*~ 'I, Im Unterschied 
dazu handelt es sich im Falle nichtaktivierter Ketale (z.B. 
R' = A l k ~ l ) [ ~ ]  bei der 0-protonierten Verbindung I1 um ein ver- 
hlltnismlRig stabiles Intermediat, das in einer Vorgleichge- 
wichtsreaktion entsteht. Damit ist die Spaltung der C-O-Bin- 
dung (iiber den Ubergangszustand 111) der geschwindigkeitsbe- 
stimmende Schritt. Die Hydrolyse nichtaktivierter Ketale oder 
Acetale kann deshalb nicht durch schwache Sauren katalysiert 
werden, sondern hangt nur vom pH-Wert a b  (spezifische Siiure- 
katalyse). Dieses Reaktivitltsmuster gilt auch fur die Hydrolyse 
der glycosidischen Bindung uiid ist beim Entwurf eines Biokata- 
lysators eine besondere Herausforderung, weil eine schwache 
SBure allein nicht ausreicht, um die Reaktion einzuleiten. 

Das Dioxolan 118' wird in wa8rig-saurem Medium zum 
Keton 2 und Ethylenglycol hydrolysiert. Obwohl die Hydrolyse- 
geschwindigkeit vom pH-Wert abhangt, ist sie vollkommen un- 
empfindlich gegeniiber der Art des Puffers und dessen Konzen- 
tration. Wie aus dem iuversen Losungsmittel-Isotopeneffekt 
(k,/k, = 0.4) ersichtlich, liegt bei dieser Reaktion spezifische 
Slurekatalyse vor; dabei ist die Spaltung der C-0-Bindung im 
protonierten [ntermediat I1 zum Ion IV geschwindigkeitsbe- 
stimmender Schritt. Bei diesem Schritt weitet sich der protonier- 
te Dioxolanring auf und die positive Ladung bewegt sich vom 
austretenden Sauerstoffatom zum verbleibenden. Damit ist das 
Piperidinium-Kation 3 ein Analogon zum Ubergangszustand 
VI (Schema 2): Das positiv geladene Stickstoffzentrum in 3 ent- 
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a X = CH2NHCO(CH2)3CO---KLH 
b X = H  

Schema 2. Ubergangsrustdnd VI und Analogon 3 rum Ubergangszustand fur  die 
Hydrolyse dea Ketals 1 zum Keton 2. 

spricht dem entstehenden Zentrum im Ion IV, der sechsgliedrige 
Piperidiniumring dem aufgeweiteten Fiinfring von V1. 

Wir pruften 46 gegen 3a gerichtete monoklonale Antikor- 
auf katalytische Wirksamkeit in der Hydrolyse von 1 .  

Zwei von ihnen, die Antikorper 14D9 und 20B11 ['I, katalysie- 
ren die Reaktion. In beiden Fallen gehorchte die Katalyse der 
Michaelis-Menten-Kinetik (Abb. 1) und lien sich durch das 



ZUSCHRIFTEN 

,098 r2 = 0.995 

y = ‘38092.157~ + 34.803 r2 = 0.997 
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Abb. 1. Lineweaver-Burk-Diagramlne der Hydrolyse des Ketals 1, die von dcn 
Antikorpern 14D9 (Quadrate) und 20B11 (Kreise) katalysiert wird; Reaktionsbe- 
dingungen siehc Lit. [lo]; I’ = Hydrolyscgeschwindigkeit(1n ILM h-  ’), S = Konzen- 
[ration des Substrats (in p ~ ) .  

Hapten 3 b vollstandig inhibieren. Dies beweist, dall die kataly- 
tischen Reaktionen an den Bindungsstellen dieser Antikorper 
ablaufen 

Bei den meisten Glycosidasen spielt die raumliche Komple- 
mentaritat zum Ubergangszustand eine Schlusselrolle bei der 
Katalyse, weil diese Komplementaritlt eine Spannung im Sub- 
strat bewirkt [ ’  ’]. Wir versuchten, eine iihnliche selektive Erken- 
nung des aufgeweiteten Dioxolanrings im Ubergangszustand VI 
zu erzielen, indem wir fur die Induktion der Antikorper ein 
Sechsring-Analogon zum U bergangszustand verwendeten. Um 
die Wirkung dieser raumlichen Komplementaritat auf die Kata- 
lyse abschitzen zu konnen, untersuchten wir die sechs- und 
siebengliedrigen Ketal-Analoga des Substrats 1, das Dioxan 4 
und das Dioxepan 5. 

Beide Antikiirper katalysieren die Hydrolyse von 4. Im Ver- 
gleich zur Hydrolyse von 1 war allerdings die katalytische Wirk- 
samkeit vermindert (Tabelle 1); dies galt sowohl fur die Ge- 

Tdbelle l.  Kinetische Daten der von Antikiirpern katalysierten Hydrolyse der 
Ketale 1, 4 und 5 (K,n und KTI in  KM). 

14D9 143 113 1.3 550 4.1 5.X 30 4 7.8 
20Bll  1095 870 1.3 403 106 3.8 376 76 5.0 

schwindigkeit (kcal/kuncal ist bei 14D9 um den Faktor 2.6, bei 
20Bll um den Faktor 8.2 kleiner) als auch fur die Bindung der 
Substanz im Ubergangszustand (KTs steigt um das 4.5fache bei 
14D9 und um das 2.9fache bei 20B11). Dieser Trend setzt sich 
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beim siebengliedrigen Substrat 5 mit einer weiteren Abnahme 
von k,,,/k,,,,l und einer Zunahme von KTs im Vergleich zu 1 
fort: k,,l/k,,,,, wird um den Faktor 28 bei 14D9 und um den 
Faktor 12 bei 20Bll kleiner, K,, steigt um das 6fache bzw. 
3.8fache. 

Wir wahlten den Antikorper 14D9 fur weitere Untersuchun- 
gen, da er bei der Katalyse ausgepragter auf die Form des Sub- 
strats reagierte als der Antikorper 20B1 I .  Wie gut der Antikor- 
per 14D9 und der Piperidiniumring raumlich zueinander 
passen, schiitzten wir ab, indem wir die kompetitive Inhibierung 
durch Haptenhomologe zunehmender RinggroBe maBen. Um 
eine bequeme kinetische Analyse zu ennoglichen, wurde die 
Wirksamkeit der Bindung bei allen Inhibitoren dadurch vermin- 
dert, dall die 2-Hydroxyethylamid-Seitenkette in eine Carbox- 
ylatgruppe umgewandelt wurde“ 21. Der Antikorper 14D9 band 
das Pyrrolidinium-Ion 6 (Ki = 2.5 p ~ ) ~ ” ]  schwacher als das Pi- 
peridinium-Ion 7 (K, = 0.9 p ~ ) [ ” ]  und unterschied kaum zwi- 
schen 7 und dessen hoheren Homologen, dem Azepinium-Ion 8 
(Ki = 0.6 p ~ )  und dem Ion 9 (Ki = 1 .0 p ~ ) ~ ’  31. 

’ o \ ’ o - ’ o \ ’ o \  co, co, GO, GO; 
6 7 8 9 

Ki = 2.5 F M  Ki = 0.9 p M  Ki = 0.6 p M  Ki = 1.0 pM 

Das aktive Zentrum des Antikorpers 14D9 weist eine ionisier- 
bare Gruppe, vermutlich eine Aspartat- oder Glutamat-Seiten- 
kette auf, die zur allgemeinen Saurekatalyse fiihig ist[141. Der 
kinetische Losungsmittel-Isotopeneffekt bei der 14D9-kataly- 
sierten Hydrolyse von 1 ist ein Beleg dafiir, daR die Reaktion 
spezifisch saurekatalysiert ist (k,,lH/k,,to = 0.4) und daB die Pro- 
teinseitenkette nicht als allgemeine Saure an der Katalyse betei- 
ligt ist. Die Seitenkette des Antikorpers konnte als eine elektro- 
statische Punktladung wirken, die den Ubergangszustand 
s tab i l i~ ie r t [ ’~~.  Das Substrat 4 ( K ,  = 250 p ~ )  kann man als ein 
neutrales Analogon des Haptens betrachten; es band den Anti- 
korper 14D9 ungefiihr 104mal schwacher als das Hapten 3 b  (Ki 
ca. lo-’ M).  So werden die Substrate 1,4 und 5 im Ubergangs- 
zustand der Hydrolyse, deren Affinitaten durch K,, gegeben 
sind, ungefahr 102mal fester gebunden als die Substrate selbst. 
Diese Auswirkungen auf die Bindung der Substanz im Uber- 
gangszustand und auf die des Haptens sind vie1 deutlicher als die 
Effekte durch die Anderung der Molekulgestalt. Somit hangt 
die Katalyse von Ketalen durch den Antikorper 14D9 vor allem 
von der elektrostatischen Komplementaritiit ab. Dies ist in Ein- 
klang mit der Tatsache, daB das Dimethylketal 10 (k,,,/k,,,,, = 

70, K,,, =70 FM) und sein Homologes 11 (k,,,/k,,,,, = 430, 
K,,, = 230 p ~ ) [ l ~ ]  ebenfalls Substrate des Antikorpers 14D9 
sindI”). Die Gestalt des Substrats spielt fur die Bildung eines 
kdtalytisch wirksamen Komplexes mit dem Antikorper nur eine 
untergeordnete Rolle. 

” 
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Durch ein sehr einfaches Design kann eine durch Antikorper 
katalysierte Hydrolyse nichtaktivierter Ketale ermoglicht wer- 
den. Die elektrostatische Komplementaritat zum Ubergangszu- 
stand lost die Katalyse aus, die Wirkung der raumlichen Kom- 
plementaritat ist verhaltnismiiDig gering. Da die Hydrolyse 
nichtaktivierter Ketale mechanistisch eng mit der Spaltung der 
glycosidischen Bindung verwdndt ist, wird durch diese Untersu- 
chung die Hypothese experimentell gestiitzt, daB Glycosidasen 
zuerst als ,,elektrostatische" Katalysatoren entstanden sind. Die 
raumliche Komplementaritat und die allgemeine Saurekatalyse, 
auf denen die katalytische Wirkungsweise heutiger Glycosida- 
sen b e r ~ h t ~ ~ ] ,  sind demnach erst im spateren Verlauf der Evolu- 
tion aufgetreten. 
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Ein prototypisches Reagens fur die Synthese 
substituierter Hydrazine ** 
Uno Maeorg, Leif Grehn und Ulf Ragnarsson* 
Professor Ivar Ugi zum 65. Geburtstag gewidmet 

Substituierte Hydrazine sind wertvolle Vorstufen von Hetero- 
cyclen und Bestandteil vieler Pharmazeuticd, Agrochemikalien, 
Farbstoffe und ahnlicher Produkte. Die direkte Alkylierung von 
Hydrazin fiihrt gewohnlich zu Mischungen aus mono-, di- und 
trisubstituierter Produkten, deren Gruppen alle am gleichen 
Stickstoffatom lokalisiert sind"', was ihre Reinigung oft 
schwierig macht. Zwar wurden viele andere Methoden zur Her- 
stellung von mono- und dialkylierten Hydrazinen entwickelt['], 
doch fehlt immer noch eine einfache, allgemeine Methode. Dies 
bildet den Hintergrund der vorliegenden Arbeit, in der hierfiir 
ein dreifach geschiitztes prototypisches Reagens entwickelt und 
untersucht wurde. 

Der Gedanke, acylierte Hydrazine zu alkylieren, ist nicht 
neu['], aber nur in wenigen Arbeiten wurden moderne Metho- 
den eingesetztL2I. Mlotkowska und Zwierzak gewannen einfache 
Alkylhydrazine durch Alkylierung von Diphenylphosphinsau- 
rehydrazid mit Bromiden unter Phasentransferkatalyse (PTK) 
in siedendem Benzol und Entschiitzung in siedender HC1[3"1. In 
einer lhnlichen Methode wurde spater das dreifach geschiitzte 
Derivat Aceton-N-(diethoxyphosphoryI)hydraz~n[~~~ verwen- 
det. Nach Einfiihrung eines zusatzlichen Acetylierungsschrittes 
wurde die selektive Alkylierung am zweiten Stickstoffatom mit 
dem ersten Reagens moglich, wodurch nach Entfernung beider 
Schutzgruppen N,N'-dialkylierte Derivate zuganglich wur- 
denr3"]. Analog sollten triacylierte Derivate wie 4 ahnlich alky- 
liert werden konnen wie die beiden genannten Hydrazinreagen- 
tien, wobei eine der Boc-Gruppen der Imidodicarbonatfunktion 
besonders saurelabil istC4] und soinit nach Entschutzen die selek- 
tive Alkylierung am anderen Stickstoffatom ermoglichen sollte. 

Wir haben fruher die Anwendung der Boc-Schutzgruppe fur 
Aminofunktionen e r ~ e i t e r t [ ~ ]  und dabei eine eftiziente Synthese 
von HNB~c ,~ ' " . "~  entwickelt. Diese Verbindung wurde zur Her- 
stellung von Aminen, darunter I5N-markierten, eingesetzt. Nun 
haben wir das Reagens 4 aus Z-Hydrazin 1, das aus dem Hy- 
drochlorid['] freigesetzt wurde, hergestellt und mit Boc,O in 
Gegenwart von 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) umge- 
setztL7]. Die besten Ergebnisse werden erzielt, wenn die Reak- 
tion in zwei Schritten durchgefiihrt wird, d. h. unter Bildung von 
2, bevor DMAP zugegeben wird (Schema 1). 

Rohes 3 wurde als 0 1  erhalten, das nach katalytischer Hydro- 
genolyse direkt kristallines 4 in einer Gesamtausbeute von 82 % 
gab. Es 1st langere Zeit stabil. Mit vielen Reagentien wird 4 
unter unterschiedlichen Phasentransferbedingungen in Benzol 
bei Raumtemperatur rasch zu 5 alkyliert. Obwohl die Reak- 
tionsbedingungen noch nicht optimiert wurden, machen die 

H H  Boc BoC Boc Boc 
\ /Bec 0 \ 1 B . C  0 \ / H  / P d  \ 
H 

N-N 4 N-N -3 N--A N-N 

Boc 
/ \ / \ DHAP / \ / 

Boc H z 
1 2 3 4 

Schema 1. Synthese von 4. Boc = terr-Butoxycarhonyl, Z = Benzyloxycarbonyl 
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