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Fiir die Identifizierung und Herstellung katalytischer Anti-
korper mit Phosphomonoesterase-Aktivitdt haben wir eine
direkte Selektionsmethode etabliert, bei der, basierend auf
Phosphatase-Suizid-Inhibitoren, die katalytischen Molekiil-
spezies kovalent abgefangen wurden. Dem Konzept liegt die
Arbeit von Halazy et al.l'!l zugrunde, in der aus o- und p-
Fluormethylphenolen Chinonmethide als Suizid-Substrate fiir
Glucosidasen erzeugt werden. Withers et al. verwendeten
4-Difluormethylphenylphosphat 1 als Suizid-Substrat fiir eine
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Saure Phosphatase aus menschlicher Prostata und fiir eine
Phosphotyrosin-Phosphatase,’? wihrend Myers und Widlans-
ky 4-Monofluormethylphenylphosphat als Substrat nutzten.!
Diese Strategie wurde spéter von Janda et al.l!! iibernommen,
die durch Anreicherung aus einer Bibliothek aus Fab-
tragenden Phagen mit 9 x 10° Mitgliedern unter Verwendung
des Rinderserumalbumin(BSA)-gekuppelten, reaktiven Sub-
strats 2 katalytische Antikorper mit Galactosidase-Aktivitét
selektierten.
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Beim Design von 3 haben wir uns an diesen Beispielen
orientiert (Schema 1). Das reaktive 2-Difluormethylphenyl-
phosphat ist iiber einen variablen Abstandshalter mit einem
Pyridyl-2'-disulfid verkniipft. So ist es moglich, das Suizid-
Substrat an eine feste Trdgeroberfliche zu kuppeln sowie
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Schema 1. Mechanismus der kovalenten Bindung des Suizid-Substrats 3
durch Bildung eines Chinonmethids 4. Im Anschluss an die Phosphat-
hydrolyse wird katalytisch aktives Protein kovalent an die Tragerober-
flache gekuppelt.

kovalent gebundene Proteinmolekiile durch anschlieSende
Reduktion des Disulfids wieder abzuspalten. Die kovalente
Proteinbindung erfolgt iiber ein reaktives Chinonmethid® 4,
das erst nach der Protein-katalysierten Phosphomonoester-
Spaltung und Eliminierung von Fluorid gebildet wird. 4 wirkt
als molekulare ,Falle“, da katalytische Proteinmolekiile
(Antikorper oder Enzyme) kovalent gebunden werden, so-
bald es zur Addition eines Nucleophils an das gebildete
Chinonmethid im oder nahe des aktiven Zentrums kommt.

3 wurde in 6 Stufen ausgehend von 2-Hydroxy-5-Nitrobenz-
aldehyd 5 synthetisiert (Schema 2).[ Die Phosphorylierung
von 5 ergab den Phosphattriester 6 in quantitativer Ausbeute.
6 wurde zu 7 fluoriert”, die Reaktion mit Eiswasser beendet
und das entstandene Produkt 7 an Kieselgel chromatogra-
phisch gereinigt. Katalytische Hydrierung reduzierte die
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Schema 2. Synthese von 3: a) (EtO),POCI, Et;N, CH,Cl,; b) Et,NSF;,
2.1 Aquiv. 0°C, 25min; c)H,, Pd/C (10%); Succinanhydrid, iPr,Et,
CH,Cl,; d)2-PySSCH,CH,NH, (9), EDC, CH,CL,; e¢) Me,SiBr, CH,Cl,
dann MeOH.
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Nitrogruppe von 7 ohne Einfluss auf die Difluormethylgrup-
pe, und das erhaltene Anilin 8 wurde mit Succinanhydrid
umgesetzt. Das erhaltene Succinhemiamid wurde mit Kiesel-
gelchromatographie gereinigt, wobei dem Elutionsmittel eine
Spur Essigsdure zugesetzt wurde. Der als Thiolaustausch-
Modul vorgesehene Molekiilteil 2-PySSCH,CH,NH, 9, der
aus Bis-2-Aminoethyldisulfid-dihydrochlorid in zwei Stufen
hergestellt wurde,® wurde mit EDC (N-Ethyl-N'-Dimethyl-
Aminopropylcarbodiimid) an 8 gekuppelt und ergab den
Disulfidester 10. Dieser wurde schlieBlich durch selektive
Spaltung des Phosphorsdureethylesters mit Bromtrimethylsi-
lan® in das Suizid-Substrat 3 (n=1) iiberfiihrt.l”! Die Syn-
these der beiden hoheren Homologen von 3 wurde entspre-
chend mit Glutarsdure- bzw. Adipinsdureanhydrid durchge-
fithrt.['!

Zur Kupplung von 3 an BSA wurde BSA mit Trauts-
Reagens modifiziert,l'?! sodass einige der verfiigbaren e-
Aminogruppen der Lysinreste der Oberfliche in Thiole
iiberfithrt wurden. Der Disulfidaustausch mit dem Suizid-
Substrat 3 wurde unverziiglich bei 4°C durchgefiihrt. Die
Dephosphorylierung des BSA-3-Konjugats mit Alkalischer
Phosphatase wurde durch Messung des freigesetzten Phos-
phats mit Resorufin quantifiziert (P;Per Phosphate Assay Kit,
Molecular Probes). Diese Bestimmung ergab, dass alle
gebundenen Substratmolekiile fiir das Enzym zuginglich
waren und der Umsatz mit dem des freien Substrats 3
vergleichbar war. Das an BSA konjugierte Suizid-Reagens 3
wurde in verschiedenen Konzentrationen auf der Oberfldche
gingiger Maxisorp-Mikrotiterplatten immobilisiert. Der un-
terschiedlich lang dauernden Inkubation mit Alkalischer
Phosphatase folgte das Waschen in Tris-Puffer pH 9.0 und
0.1m Glycin-HCI pH 2.2. Enzym, das tiber die Suizid-Reak-
tion mit 3 kovalent fixiert worden war, wurde mit Anti-
Alkalische-Phosphatase-Antikorpern aus Mausen und Anti-
Maus-HRP-Sekundir-Antikorpern (Sigma) mit TMB-Subst-
rat (3,3,5,5-Tetramethylbenzidin) detektiert. Maximale Bin-
dung der Alkalischen Phosphatase wurde nach 3-tégiger
Inkubation erhalten!'3] (OD,s, von 1.5, mit 10 pgmL~' BSA-
3 Konjugat zur Immobilisierung und 10 units Phosphatase pro
Vertiefung).

Fiir diese Selektionsstrategie maf3gebend, aber bisher noch
nicht gekldrt war die Frage, ob nicht auch nichtkatalytisch
wirkende Proteinmolekiile in die Suizid-Falle geraten konn-
ten. Die Ergebnisse von Janda et al.*l iiber einen Antikorper
mit Galactosidase-Aktivitdt zeigen mehrfachen Substratum-
satz des kovalent abgefangenen Enzyms. Das legt nahe, dass
Aminosdurereste auflerhalb des aktiven Zentrums, mogli-
cherweise nicht einmal im selben Molekiil, modifiziert
werden konnten. Ferner haben Raushel et al. gezeigt, dass
der Verlust der katalytischen Aktivitdt von Phosphotrieste-
rasen durch Prizipitation des Enzyms durch mehrfache
Modifikation mit Chinonmethiden hervorgerufen werden
kann.'" Um diese Moglichkeit fiir 3 zu iiberpriifen, wurde
Alkalische Phosphatase (10 units pro Vertiefung) mit BSA-3
fiir 3 Tage inkubiert und nach entsprechenden Waschschritten
p-Nitrophenylphosphat (3 mm in 10 mM Diethanolamin-Puf-
fer pH 9.0, 50 uL/Vertiefung) zugegeben. Das Vorliegen
kovalent gebundener Alkalischer Phosphatase wurde durch
ELISA wie oben beschrieben nachgewiesen.'”] Dagegen
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wurde auch nach langer Inkubationzeit keine Bildung von
p-Nitrophenolat beobachtet.[') Daraus ldsst sich schlieBen,
dass das Enzym entweder im aktiven Zentrum selbst oder
zumindest so nahe gebunden wurde, dass das aktive Zentrum
vom sperrigen BSA-Konjugat verdeckt wurde. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass 3 als Suizid-Falle fiir Alkalische Phospha-
tase gleichermafien zur Immobilisierung und Inaktivierung
des Proteins fiihrt.

Das Potential von 3 als ein Inhibitor, der gezielt auf die
Aktivitdt von Phosphatasen gerichtet ist, wurde durch eine
BIAcore-Analyse weitergehend untersucht.'’l Inhibitor 3
wurde durch Disulfidaustausch in definierter Orientierung
kovalent auf einem BIAcore-Chip immobilisiert. Bei Injek-
tion von Alkalischer Phosphatase (AP) konnte aufgrund der
Bindung an den Inhibitor eine Zunahme des Signals beob-
achtet werden (Abbildung 1, Schritt c). Je hoher dabei die
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Abbildung 1. Auf katalytischem Umsatz basierende kovalente Interaktion
mit dem Enzym bei drei Konzentrationen von 3 (n=2). Die Response-
Signale (RU) sind im Sensorgramm gegen die Zeit aufgetragen. 3 wurde
iiber Disulfid-Austausch auf der Thiol-aktivierten Chipoberfliche immo-
bilisiert (Schritt a) mit Intensititen von 5, 11 and 20 RU. Gemi$ der
Molekiilmasse entspricht dies Oberfldchenkonzentrationen von 0.1, 0.2
und 0.4 mM in Flusszelle 2 (griine Linie), 3 (blaue Linie) bzw. 4 (rote Linie).
Flusszelle 1 (schwarze Linie) diente als underivatisierte Referenzober-
fliche. In allen Flusszellen wurden die iiberschiissigen Thiolgruppen
desaktiviert (Schritt b) und 0.1 pm AP fiir 4 h injiziert (Schritt ¢). Bindung
des Enzyms ergab je 249 RU und 336 RU in den Flusszellen 3 und 4. Zuletzt
wurde nichtkovalent gebundenes Protein mit 6M GdmCl weggewaschen
(Schritt d). Die verbleibenden Signalintensititen von 215 RU und 295 RU
entsprechen kovalent verkniipftem Enzym und machen 86 % bzw. 88 % der
insgesamt gebundenen Phosphatase in den Flusszellen 3 und 4 aus. Bei der
niedrigsten Inhibitorkonzentration wurde das Enzym sehr schwach ge-
bunden (11 RU). Auf der Referenzoberfldche in Flusszelle 1 wurde keine
Bindung der AP beobachtet. Der Enzym-Inhibitor-Komplex konnte erst
durch Reduktion der Disulfidbriicke abgelost werden (Schritt e).

Konzentration des Inhibitors auf der Oberfliche war, desto
mehr Enzym wurde gebunden. Nach der Injektion von AP
wurde kontinuierlich Puffer injiziert. Dies fithrte nur zu einer
geringen Abnahme der Signalintensitét, was bedeutet, dass
nur wenig Phosphatase aus dem Komplex von der Oberfldche
dissoziert war. Das wichtigste Indiz war aber, dass das Enzym
groBtenteils (>85 %) selbst dann gebunden blieb, wenn mit
6M Guanidiumchlorid (GdmCl) ausgiebig gewaschen wurde.
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Das Enzym war eindeutig kovalent an den immobilisierten
Inhibitor gebunden.

Die langsame, aber stetige Bindung der Alkalischen Phos-
phatase bei der Inkubation fiir mehrere Stunden in ELISA-
Experimenten oder nach langem Durchfluss von Enzym {iber
die immobilisierte Inhibitoroberfliche weist daher auf eine
vom katalytischen Umsatz abhingige Wechselwirkung hin.
Sie ist nicht mit der raschen Bildung eines Michaelis-
Komplexes zwischen Enzym und Substrat zu erkldren. Diese
Art der Bindung wiirde im BIAcore-Experiment kein kine-
tisch auflosbares Bindung- oder Dissoziationsignal erwarten
lassen und die Signalh6he wire bei den verwendeten Kon-
zentrationen, die klein im Verhiltnis zu K, sind, duBerst
gering." Der Anteil an irreversibel gebundenem Enzym war
abhéngig von der Injektionsdauer der Alkalischen Phospha-
tase, ibereinstimmend mit dem zeitabhéngigen Verhalten auf
Mikrotiterplatten. Andere Proteine, z.B. BSA, konnten
weder die molekulare Fallschlinge des Inhibitors aktivieren
noch das Suizid-Substrat binden. Diese Ergebnisse machen
deutlich, dass Inhibitor 3 die grundlegenden Merkmale der
Umsatz-abhiangigen Enzyminaktivierung aufweist, und eine
effiziente und selektive Molekiilfalle fiir die Phosphatase ist.

Es stellte sich die Frage, ob man auch Proteinkatalysatoren
mit sehr niedriger Umsatzrate, wie man sie in den ersten
Selektionsrunden aus einer anfinglich nichtenzymatischen
Proteinbibliothek, z. B. mit katalytischen Antikorpern, erwar-
ten wiirde,'”! mit dieser Screening-Methode identifizieren
konnte. Als Modell diente eine Mutante der Alkalischen
Phosphatase, S102A, der im aktiven Zentrum das primire
Nucleophil fehlt. Obwohl die Wechselzahl k. von S102A
etwa vier GroB3enordnungen kleiner als fiir den Wildtyp ist, ist
die Enzymreaktion immer noch wesentlich schneller als die
unkatalysierte Reaktion (ke /kyneet=210°).2% Die Bindung
dieser Mutante an das Suizid-Substrat wurde wie das Wild-
typ-Enzym durch eine BIAcore-Analyse untersucht, und
nach Injektion wurde nichtkovalent gebundenes Protein mit
GdmCl fortgewaschen. Dabei blieben nach diesem Schritt
noch mehr als 30% des gebundenen Proteins an der Ober-
fliche. Das kovalent gekuppelte Protein konnte erst durch
reduzierende Spaltung des Disulfids im Linker, der das
Suizid-Substrat an der Oberflidche fixiert, wieder abgespalten
werden. Demnach kann auch ein schwach aktives Protein mit
dieser auf katalytischem Umsatz beruhenden Screening-
Methode detektiert werden. Dies deutet darauf hin, dass
der Grad kovalenter Inaktivierung eher von der Reaktion
eines zweiten Nucleophils mit dem Chinonmethid als von der
Rate der urspriinglichen Hydrolyse abhingt. Unter den
gleichen Bedingungen wird allerdings weniger Enzym kova-
lent gebunden als im Falle des Wildtyp-Enzyms. Eventuell
kann mit dem Suizid-Inhibitor direkt auf katalytische Ef-
fizienz selektiert werden. Es sei nochmals erwihnt, dass BSA
als Kontrolle keinerlei kovalente Bindung zeigt. Damit l&sst
sich ausschlieBen, dass die kovalente Bindung von zufilligen,
reaktiven Oberflichennucleophilen des Proteins herriihrt.

Die Synthese und erfolgreiche Etablierung von 3 finden
nun Anwendung bei der Selektion von katalytischen Pro-
teinen aus groflen Bibliotheken. Dariiber hinaus wurde
gezeigt, dass die BIAcore-Analyse ein direktes Screening
einzelner Mitglieder der Bibliothek erlaubt, und die erfor-
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derlichen Reaktionsschritte der Enzymselektion aus einer
Proteinbibliothek direkt verfolgt werden konnen. Die rela-
tiven Vorziige von o-Trifluor-, o-Difluor-, und o-Monofluor-
methylphenyl-Phosphat Suizid-Substraten'!! werden gegen-
wartig untersucht.
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