
































Neue Enzyme

tur, bel unangemessenen Salzkonzentratio-
nen, bei extremem pH-Wert oder in Gegen-
wart eines Denaturierungsmittels wie Harn-
stoff oder Guanidiniumhydrochlorid) tber
eine Serie von Intermediaten in eine mehr
oder weniger ungeordnete Kettenform tiber
[27]. Ein solches Faltungs-Intermediat kann
nun auf unterschiedlichste Art weiterreagie-
ren. Nur unter bestimmten Bedingungen
(meist: niedrige Proteinkonzentration, ,rich-
tiger” pH-Wert, ,,richtige Salzbedingungen,
geringe Mengen von Harnstoff oder Guanidi-
niumhydrochlorid, um Aggregations-Reak-
tionen zu vermeiden) kann das Intermediat
zum nativen Zustand zuriickreagieren. In den
meisten Fillen wird etwas anderes passieren
(Abbildung 12): Das Intermediat wird che-
misch inaktiviert [56], es aggregiert, es adsor-
biert an die Gefifiwand oder es faltet sich in
eine Form, die verschieden von der nativen
ist. Damit wird die Inaktivierung irreversibel.
An dieser Betrachtung werden sofort zwei
Punkte deutlich. Erstens: Will man ein En-
zym stabilisieren, muf man die Ursache des
Aktivititsverlusts kennen [56]. Nur durch die
Behebung der eigentlichen Ursache kann die
Stabilitit erhoht werden. Zweitens: Es gibt
dafiir zwel Ansatzpunkte: an dem reversiblen
Schritt zwischen nativer Struktur und einem
partiell denaturierten Intermediat oder an
dem anschlieffenden, fiir dieses Enzym rele-
vanten irreversiblen Schritt.

Der Versuch einer Stabilisierung der reversi-
blen Schritte, hier ,konformationelle Stabi-
lisierung® genannt, trifft genau ins Herz des
Unwissens iiber Proteinfaltung und Protein-
strukturen. Dennoch haben sich, durch An-
strengungen vieler Arbeitsgruppen, zumin-
dest einige fur die Stabilitit von Proteinstruk-
turen wichtige Aspekte herauskristallisiert:

@ die optimale Packung innerhalb des hy-
drophoben Kerns eines Proteins [57]; dort
diirfen weder gegenseitige sterische Behinde-
rungen noch Locher vorkommen;

@ elektrostatische Effekte, wie z. B. geladene
Aminosiure-Seitenketten, die mit Helix-
Dipolen interagieren und damit das Protein
stabilisieren [58];

® Netzwerke aus Wasserstoffbriicken-Bin-
dungen [59];

@ der Effekt der konformationellen Entro-
pie: B.W. Matthews und seine Mitarbeiter
[60] postulierten, daf eine Aminosdure mit
vielen Freiheitsgraden im ungefalteten Zu-
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stand bel der Faltung mehr Entropie verliert
als eine Aminosiure, die im ungefalteten Zu-
stand ohnehin weniger Freiheitsgrade zur
Verfiigung hat. Er schlug deshalb vor und be-
legte dies auch mit Experimenten, dafl der
Austausch von Glycin gegen Alanin oder
Alanin gegen Prolin stabilisierend wirken
kann, wenn enthalpische Grinde nicht dage-
gen sprechen, d. h. wenn der neue Rest nicht
mit anderen Teilen des Proteins kollidiert.

Ein Test dieser Hypothese im Labor des Au-
tors [61] soll die Problematik verdeutlichen.
Im Enzym Glyceraldehydphosphat-Dehy-
drogenase (GAPDH, einem Tetramer aus vier
identischen Untereinheiten) wurden in ge-
trennten Experimenten alle in Helices vor-
kommenden Glycin-Reste durch Alanin-
Reste ersetzt. Nur en derartiger Austausch
brachte in der Tat eine merkliche Stabilisie-
rung, und zwar sowohl bei der irreversiblen
Denaturierung (d. h. der Lebensdauer bei ho-
hen Temperaturen) als auch bei der durch
Harnstoff induzierten reversiblen Entfaltung
und Faltung. Eine genaue Analyse zeigte al-
lerdings, da der Verlust der Aktvitit nicht
mit der Entfaltung der betreffenden Helix
korreliert. Vielmehr scheint eine imperfekte
Packung des hydrophoben Kerns der Unter-
einheiten im Wildtyp durch diesen Austausch
verbessert worden zu sein. Dies zeigt, daf§ es
sorgfiltiger Analysen bedarf, um auf diesem
Gebiet Erkenntnisse fir zuktnftige rationale
Ansitze sammeln zu kénnen.

Die irreversiblen Schritte waren ebenfalls be-
reits das Objekt von Protein-Engineering-
Anstrengungen. So konnte z.B. Subtilisin,
das durch den Methionin-Rest in Position
222 (Met-222) merklich oxidationsempfind-
lich ist, durch dessen Substitution robuster
gemacht werden [62]. Die Forschungsgruppe
der Firma Genentech ging das Problem prag-
matisch an: Sie brachte gleich alle anderen 19
Aminosiuren in diese Position und testete das
Verhalten der entsprechenden Proteine. Auf
diese Art wurden mehrere geeignete Enzym-
Varianten gefunden.

Ebenfalls von der Firma Genentech stammt
ein interessantes Experiment zur Beantwor-
tung der Frage, durch welchen mechanisti-
schen Effekt Disulfide die Stabilitit eines
Proteins beeinflussen [63]. In verschiedene
Mutanten des T4-Lysozyms, die sich in ihrer
Stabilitit unter reversiblen Denaturierungs-
bedingungen unterscheiden, wurden die glei-
chen stabilisierenden Disulfide eingebaut. Es
wurde gezeigt, dafl dadurch (zumindest in

diesem Protein) die reversible Reaktion gar
nicht beeinflufdt wird, sondern dafl die S—S-
Briicken offensichtlich eine Aggregation oder
Mif-Faltung der partiell entfalteten Interme-
diate verhindern und damit deren irreversi-
blen Abgang vermeiden. Allerdings haben
Proteine eine gewisse Individualitit, und es
ist noch unklar, wie weit diese Ergebnisse auf
andere Proteine tibertragbar sind. Intramole-
kulare [64] oder intermolekulare [65] Disul-
fid-Briicken wurden zur Stabilisierung be-
reits in mehrere Proteine eingebaut.

Dieser kurze Abrif§ sollte den gegenwirtigen
Stand der Technik des Protein-Engineering
demonstrieren und dabei vor allem die Mog-
lichkeiten, wie man zu neuen oder verbesser-
ten Enzymen gelangen konnte, an Beispielen
erldutern. Selbst wenn bis heute noch keines
dieser verinderten Proteine zur Marktreife
entwickelt wurde, ist dieses Ziel bei der ra-
santen Entwicklung doch bereits abzusehen.
Es bleibt allerdings fraglich, ob die ersten Er-
folge dann wirklich ,rational® geplant sein
werden. Der Weg zu einem Routine-Einsatz
solcher Engineering-Methoden ist noch weit
und wird noch gewaltige Anstrengungen von
der Grundlagenforschung fordern.

Katalytische Antikorper

Eine vierte Methode, wie man zu neuen En-
zymen gelangen konnte, ist schlieflich die
vollige Neukonstruktion eines Enzyms. Es
soll hier aber nicht um Science Fiction gehen,
denn der ,,Neuentwurf eines Enzyms auf
dem Reiflbrett wire momentan nichts an-
deres. Vielmehr soll eine vollig empirische
Strategie vorgestellt werden, die uns zum An-
fang des Artikels zurtickbringt: Die Verwen-
dung von Antikdrpern zur Katalyse.

Die Idee wurde zum ersten Mal im Jahr 1969
in schriftlicher Form von W. P. Jencks [66],
tibrigens in einem Lehrbuch, gedufert. Wenn
ein Enzym wirklich so gebaut ist, dafl sein ak-
tives Zentrum strukturell dem Ubergangszu-
stand der zu katalysierenden Reaktion kom-
plementir ist, so meinte Jencks, miiffte man
dieses Konzept auch umdrehen kénnen: Ein
Protein mit einer entsprechenden Struktur
sollte dann ebenfalls diese Reaktion kataly-
sieren. Nun ist das Immunsystem in der Lage,
Antkorper gegen prinzipiell jede chemische
Verbindung zu erzeugen. Es sollte also auch
moglich sein, gegen Ubergangszustands-
Analoga gerichtete Antikorper herzustellen.
Die Frage ist, ob ein solcher Antikérper kata-
lytische Aktivitit hat.
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Bereits wenige Jahre spiter wurde diese Idee
von mehreren Arbeitsgruppen unabhingig
voneinander, aber in allen Fillen mit nur mi-
Bigem Erfolg getestet [67]. Der Miflerfolg be-
ruhte wahrscheinlich darauf, daR die durch
Antkorper verursachte Reaktionsbeschleu-
nigung sehr klein ist. Im polyklonalen Anti-
serum machen, selbst nach gezielter Immuni-
slerung, spezifische Antikérper nur einen
Bruchteil der Immunglobuline aus. Zudem
waren einige der ersten Versuche sehr ehrgei-
zig und wollten hohe Energiebarrieren be-
zwingen, so daf} nicht jede moderate Reak-
tionsbeschleuigung entdeckt worden wire,
weil die Reaktion dann immer noch zu lang-
sam abgelaufén wire. Ein Durchbruch gelang
erst, als monoklonale Antikérper* zuging-
lich wurden [68]. Erst damit hatte man Pro-
teinkonzentrationen zur Verfiigung, mit de-
nen auch geringe katalyusche Aktivititen
nachgewiesen werden konnten. Seit etwa
1986 wurden z.B. in den Labors von R. Ler-
ner, P. G. Schultz und anderen monoklonale
Antikorper gegen Ubergangszustands-Ana-
loga hergestellt [69]. Zur gleichen Zeit wur-
den im Labor des Autors Verfahren entwik-
kelt, die das Antikérpermolekil selbst der
Verinderung durch Protein Engineering zu-
ginglich machen. Damit werden die Mog-
lichkeiten, zu katalytischen Antikorpern zu
gelangen, erheblich erweitert [70-72].

Die Strategie, durch Immunisierung einer
Maus katalytische Antikdrper zu erzeugen,
soll an einigen Beispielen demonstriert wer-
den. Gleich von zwei Arbeitsgruppen wur-
den Antikérper hergestellt, die eine Claisen-
Umlagerung katalysieren [73]. Beide Grup-
pen wihlten die Umlagerung der Chorismin-
siure zur Prephensiure (Abbildung 13), die
als Teil der Biosynthese der aromatischen
Aminosiuren in Bakterien- und Pflanzenzel-
len ablduft und dort vom Enzym Chorismat-
Mutase katalysiert wird [74]. Uber den Me-
chanismus der nicht-enzymatischen Reak-
tion ist bekannt, dafl der Ubergangszustand
Sesselform hat und dal im Ubergangszustand
die C-O-Bindung vor der Bildung der neuen

* Unter monoklonalen Antikorpern versteht
man Antikérper, die nur aus ezner molekula-
ren Spezies bestehen, im Gegensatz zum po-
lyklonalen Antiserum, das eine Mischung
vieler Spezies enthilt. Durch Immunisierung
erhilt man ein polyklonales Antiserum, wo-
gegen monoklonale Antikérper durch die so-
genannte Hybridromzellen-Technik herge-
stellt werden.
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C~C-Bindung zum grofiten Teil gebrochen
ist. Auch die enzymatische Reaktion (etwa
106-fach schneller) verlduft iiber einen sessel-
formigen Ubergangszustand. Es wurde daher
von beiden Arbeitskreisen ein stabiles Ana-
logon dieses sesselformigen Ubergangszu-
stands synthetisiert (4 in Abbildung 13) und
iber einen Anker an ein immunogenes Pro-
tein gekoppelt. (Ohne eine Kopplung an ein
Makromolekiil lassen sich normalerweise
keine Antikorper erzeugen.) Dieses Uber-
gangszustands-Analogon hemmt die Choris-
mat-Mutase mit einer Dissoziationskon-
stante von etwa 0,15 umol-17!, wihrend das
Substrat mit einer Dissoziationskonstante
von nur etwa 41 pmol-1~! bindet. Beide Grup-
pen konnten jeweils einen Antikorper finden,
der nicht nur das Antigen bindet, sondern tat-
sichlich auch die Umlagerungs-Reaktion be-
schleunigt, wenn auch weit weniger als das
Enzym. Dies ist ein weiterer Beweis fur die
Korrektheit des Modells der Komplementari-
tit des Ubergangszustands [4, 8]. Vor allem ist
interessant, dafl durch die Antikorper die Ak-
tivierungsenthalpie der Reaktion im Ver-
gleich zur unkatalysierten Reaktion nur we-
nig (von 20,7 kcal-mol~! auf 18,3 kcal-mol~!)
gesenkt wird, aber die Aktivierungsentropie
immerhin von —12,85 cal-K=!"mol~! auf —1,2
cal'K=!''mol~! sinkt [69]. Die Abwesenheit
von Losungsmittel-Isotopeneffekten macht
es wahrscheinlich, daf§ dieser Antikorper aus-
schlieRlich durch seine dem Ubergangszu-
stand komplementire Umgebung die Reak-
tion beschleunigt. Dagegen benutzt das En-
zym moglicherweise eine kovalente Katalyse
[74] und fithrt deshalb zu hoheren Beschleu-

nigungen.

Eine etwas abgewandelte Strategie wurde be-
nutzt, um einen Anukorper als Katalysator
fur die B-Eliminierung 5 — 6 zu gewinnen
[75]. Bei enzymatischen Reaktionen werden
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Abb. 13. Reaktion der Chorismat-Mutase.
Chorismat 1 geht iiber einen sesselformi-
gen Ubergangszustand 3 in Prephenat 2
iiber. Das Ubergangszustands-Analogon 4
wurde zur Messung der Bindung an den ka-
talytischen Antikdrper in der freien Form
4a eingesetzt, zur Derivatisierung eines im-
munogenen Proteins dagegen mit entspre-
chendem Verbindungsstiick 4b. Die Werte
k,, und K,; bezeichnen die katalytischen
Konstanten der Antikérper, die von zwei
verschiedenen Arbeitsgruppen gemessen
wurden [59].

Abb. 14. a) Als Immunogen wurde das Te-
trapeptid B-Ala-Phe-B-Ala-Gly mit Phe-
nylpyruvat verkniipft, reduziert und mit
einem Cobalt-Trien-Komplex (Trien =
H,N-CH,-CH,-NH-CH,-CH,-NH-CH,-
CH,-NH,) zusammengegeben, um einen
stabilen Komplex zu erhalten. (Die kova-
lente Bindung an ein immunogenes Pro-
tein ist hier nicht gezeigt.) b) Als Substrat
fiir den erhaltenen peptid-spaltenden Anti-
korper wurden das mit Phenylpropion-
siure oder Phenylbuttersiure derivatisierte
Tetrapeptid 8 sowie verschiedene Metall-
Trien-Komplexe eingesetzt. ¢) Die beiden
prinzipiellen Moglichkeiten, wie ein Me-
tall-Ion in der Bindungstasche die Peptid-
Hydrolyse beschleunigen kénnte: links als
Lewis-Sdure, rechts als allgemeine Base.

Abb. 15. Schematische Darstellung eines
Antikorpers und der relevanten antigen-
bindenden Fragmente. Das F -Fragment
ist das Heterodimer aus den variablen Do-
miénen der schweren (V) und der leichten
Kette (V). Als F  -Fragment bezeichnet
man das Heterodimer aus der gesamten
leichten Kette und dem Fragment der er-
sten beiden Dominen der schweren Kette.

Abb. 16. Schematische Darstellung der
Strategie, Antikdrper-Fragmente in E. coli
zu produzieren. Im Cytoplasma werden die
Vorldufer-Proteine fiir die variablen Do-
minen V,; und V|, jeweils mit einer bakte-
riellen Signal-Sequenz fusioniert, in redu-
zierter Form am Ribosom synthetisiert.
Dabei werden die Signal-Sequenzen abge-
spalten, die Dominen falten sich, die Disul-
fid-Bindungen bilden sich aus (Oxidation),
und die beiden Ketten lagern sich zum
funktionellen Fy-Fragment zusammen.
Eine vollig analoge Strategie fithrt zum F -
Fragment.
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Periplasma (oxidierend)

solche Prozesse meist durch Basen kataly-
siert. Das Antigen 7 sollte also solche Anu-
korper selektieren, die an der gewiinschten
Stelle eine Aminosiure enthalten, welche bei
neutralem pH-Wert als allgemeiner Basen-
Katalysator fungieren kann (z.B. Glutamat
oder Aspartat). Dazu wurde im Antigen 7 ge-
nau an dieser Stelle ein positiv geladenes Am-
monium-Ion eingebaut, um Antikdrper mit
einer Ladungskomplementaritit zu erzeugen.
Diese Strategie fithrte ebenfalls zum Erfolg,
d.h. zu einer mifligen, aber meflbaren Kata-
lyse.

Ein drittes Beispiel soll zeigen, dafl durch
entsprechendes Design des Immunogens
prinzipiell auch anspruchsvolle Reaktionen
katalysiert werden konnen, z. B. die Spaltung
einer Peptidbindung. B. L. Iverson und R. A.
Lerner [76] versuchten, einen Antikdrper
dazu zu bringen, ein Metall-Ion direkt an der
zu spaltenden Peptidbindung zu binden.
Dazu wurde ein Antigen synthetisiert (Abbil-
dung 14), das ein Derivat eines Tetrapeptids
darstellt, welches iiber ein Amin und eine
Carboxylgruppe einen Cobalt-Trien-Kom-
plex (Trien = Triethylentetramin) bindet. In
die eigentliche Reaktion wurden dann das Te-
trapeptid, ein separates Trien-Molekiil sowie
verschiedene Metall-Ionen gemeinsam mit

"dem Antikorper eingesetzt. Die Idee war, den

Antikérper dazu zu bringen, eine Bindungs-
tasche sowohl fiir das Peptid als auch fiir den
Metall-Trien-Komplex  auszubilden.  Auf
diese Weise sollte das Metall in Nachbarschaft

der zu spaltenden Bindung sitzen und dort
entweder als Lewis-Siure eine Carbonyl-
gruppe polarisieren oder als Base ein Wasser-
Molekiil deprotonieren, das dann als Hydro-
xid-Ion die Peptidbindung angreifen kann
(Abbildung 14). In der Tat fuhrte diese Strate-
gie zu einem Antikorper, der mit einer Wech-
selzahl von 107 5! eine Peptidbindung spal-
tet.

Dieses letzte Beispiel stellt eine grofe Pio-
nierleistung dar, zeigt aber auch, wie weit
diese Technik noch vom ,,Enzym nach Ma8*
entfernt ist. Die hier vorgestellten Beispiele
sind nur eine Auswahl (neuere Ubersichtsar-
tikel vgl. [69]), demonstrieren aber den Stand
der Moglichkeiten, durch Immunisierung zu
neuen Katalysatoren zu gelangen. Das Beson-
dere an dieser Technik ist, daf} ohne irgend-
welche Kenntnisse tiber die Proteinstruktur
eine spezifische Bindungsstruktur geschaffen
werden kann, denn der immunologische
Ansatz ist vollig empirisch.

Wenn das breite Spektrum der bereits reali-
sierten Katalysereaktionen auch Hoffnungen
weckt, so muf} das Potential dieser Strategie
doch kritisch analysiert werden. Zweifellos
lassen sich mit dem schier unerschopflichen
Antikorper-Repertoir fiir zahlreiche Sub-
strate potentielle Katalysatoren entwickeln.

Allerdings ist fraglich, ob die bisher erreich-
ten doch recht geringen Aktivititen noch we-
sentlich gesteigert werden koénnen. Das Im-
munsystem ist nicht auf die Ausbildung von
Nucleophilen eingerichtet, da die Selektion
ausschliefflich durch die Bindung des Anti-
gens bestimmt wird. Die Bindung von Me-
tall-Ionen kann wohl auch nur dadurch er-
reicht werden, daf} ein Chelat-Molekiil Teil
des Immunogens bei der Immunisierung ist
und dieses Chelat dann Co-Substrat wird.
Schliefflich wird maximale Reaktionsge-
schwindigkeit dann erreicht, wenn der pK -
Wert einer katalytischen Gruppe etwa dem
pH-Wert wihrend der Reaktion entspricht —
also fiir Enzyme meist in der Nihe des Neu-
tralpunkts liegt. Durch Ladungskomplemen-
taritit werden jedoch im Antikérper starke
Sduren und Basen bevorzugt, die als allge-
Saure/Base-Katalysatoren weniger
geeignet sind. Ein weiteres Problem, das
ebenfalls mit den geringen Aktivititen der
katalytischen Antikérper zusammenhingt,
ist die Schwierigkeit, die katalytische Aktivi-
tit nachzuweisen, wenn im Uberstand der
antikorper-produzierenden Hybridom-Zel-
len gleichzeitig Spuren von Enzymen zuge-

meine
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gen sind, welche die gleiche Reaktion kataly-
sieren. Dieses Problem ist besonders bei Nu-
cleasen und Proteasen sehr storend.

Aufgrund dieser Uberlegungen entstand vor
einigen Jahren im Labor des Autors das Pro-
jekt, mit den Methoden des Protein Engineer-
ing den katalytischen Antikorper selbst zu
verindern [70-72]. Wihrend die Techniken
zur Veranderung von DNA-Sequenzen wohl-
bekannt sind, war die Expression (also die
Biosynthese des Proteins aus dem rekombi-
nanten Gen) fir gentechnisch verinderte An-
tikérperproteine nur mit groem Aufwand
und geringen Ausbeuten méglich. Es wurde
deshalb im Labor des Autors eine Technik
entwickelt, mit der zum ersten Mal in Bakte-
rien (Escherichia coli) die F- oder F,-
Fragmente eines Antikorpers in funktionaler
Form hergestellt werden konnten (Abbil-
dung 15 und 16) [70—72]. Das Verfahren be-
ruht auf der gemeinsamen Expression beider
Ketten in der gleichen Zelle und der Sekre-
tion beider Proteine in den Raum zwischen
den beiden Membranen der Bakterienzelle
(Periplasma). Dort bilden sich im oxidieren-
den Milieu die Disulfidbriicken aus, und die
beiden Doménen V| und Vy, kénnen sich zu-
sammenlagern. Das Protein kann in einem
einzigen Schritt durch Affinitits-Chromato-
graphie mit dem immobilisierten Hapten
(Antigen) gereinigt werden.

Fiir diese Untersuchungen wurde der phos-
phorylcholin-bindende Antikérper mit der
Bezeichnung McPC603 benutzt, dessen drei-
dimensionale Struktur mit gebundenem
Hapten schon 1974 aufgeklirt wurde [77].
Die beiden Gene fiir das F -Fragment konn-
ten synthetisiert werden [70], da die Amino-
siuresequenz bekannt war. In detaillierten
Untersuchungen wurde nachgewiesen, daf
das F_-Fragment dieses Antikdrpers aus E.
coli die gleiche Affinitit zu Phosphorylcholin
besitzt wie der gesamte Antikdrper aus der
Maus [71, 72]. Mit dieser Erkenntnis war es
moglich, das fiir die Antigen-Bindung not-
wendige Protein drastisch zu verkleinern.

Da dieser Antikdrper Phosphorylcholin bin-
det, lag es nahe zu vermuten, daf§ er auch eine
Esterbindung spalten kann (Abbildung 17).
Bei der Spaltung eines entsprechenden Esters
durch Wasser (oder ein Hydroxid-Ion) wird
nimlich ein tetraedrisches Intermediat
durchlaufen. Der Ubergangszustand zu die-
sem Intermediat wird nach dem oben er-
wihnten Postulat von Hammond ebenfalls in
etwa tetraedrisch sein (Abbildung 2c), also
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dem Phosphorylcholin dhnlich. Wenn nun
der Antikdrper eine solche Struktur besser
bindet als das Substrat, sollte er diese Hydro-
lysereaktion katalysieren.

Es konnte in der Tat nachgewiesen werden,
dafl das rekombinante F -Fragment aus E.
coli dazu in der Lage ist [72]. Die beobachtete
Katalyse ist zwar nur moderat, aber dieses
Modellsystem bietet die Moglichkeit, die Se-
quenz dieses Antikorpers beliebig zu verin-
dern und auf diese Weise Einfliisse der Struk-
tur auf die Katalyse systematisch zu untersu-
chen. Auerdem ist es vor kurzem gelungen,
die rekombinante V| -Domine aus E. coli [78]
zu kristallisieren, und Arbeiten mit dem F -
Fragment sind im Gang. Auch die Struktur
der verinderten Fragmente sollte dann durch
Kristallstrukturanalyse direkt bestimmbar
sein. Hinzu kommt, dafl das Fragment in ei-
nem Groflenbereich liegt, in dem Strukturun-
tersuchungen mit Hilfe der NMR-Spektro-
skopie méglich sein sollten. Schlieflich er-

Abb. 17. a) Stereo-Darstellung der Bin-
dungstasche des Antikdrpers McPC603 mit
gebundenem Hapten Phosphorylcholin
(Sauerstoff und Stickstoff schwarz, Kohlen-
stoff weiff und Phosphor grofier und grau).
Die Aminosiurereste sind von links nach
rechts: AspL97, TrpH107, AsnH101, Phos-
phorylcholin, GluH35, TyrH33 und
ArgH52. b) Schematische Darstellung der
Komplexierung des tetraedrischen Inter-
mediats bei der Esterhydrolyse in der Bin-
dungstasche des Antikorpers. ¢) Verwende-
tes Substrat und sein tetraedrisches Inter-
mediat.
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laubt die Expression im nativen Faltungs-
Zustand prinzipiell eine metabolische Selek-
tion oder ein Screening (wie oben beschrie-
ben) nach optimaler Aktivitit. Viele der dabei
gewonnenen Erkenntnisse werden all-
gemein auf katalytische Antikérper anwend-
bar sein. Es ist durchaus denkbar, daf} mit
dieser hier entwickelten Methode [71] das ge-
samte immunologische Repertoire der Maus
oder des Menschen in Bakterien exprimiert
werden konnte (erste Vorversuche wurden
bereits gemacht) [79], um auf diese Weise zu-
kiinftig katalytische Antikérper zu selektie-
ren, ohne den Umweg iiber die Immunisie-
rung einer Maus zu gehen.

Es ist wahrscheinlich, dafl auf dem Weg zu
neuen Enzymen langfristig alle diese Strate-
gien kombiniert werden miissen. Der inter-
disziplinire Charakter dieser Forschung, an
der Enzymologie, Gentechnik, Immunolo-
gie, organische Chemie, theoretische Chemie
und Strukturforschung beteiligt sind, ist of-
fensichtlich. Die Enzyme haben bei weitem
noch nicht alle ihre Geheimnisse preisgege-
ben — aber zumindest einige. Deren Nutzung
in verbesserten Katalysatoren sollte die Che-
mie der Zukunft entscheidend beeinflussen.
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