Neue Enzyme

Andreas Plickthun

Bevor die zahlreichen und noch lange nicht
alle tiberwundenen Probleme auf den We-
gen zu neuen Enzymen diskutiert werden,
erliutert der Autor, wie ein Enzym funk-
tioniert, genauer: welche Faktoren — denn
es sind viele — dafiir verantwortlich sind,
daf} eine enzymatische Reaktion im Ex-
tremfall um ca. 20 Zehnerpotenzen schnel-
ler abliuft als eine unkatalysierte Reaktion.

Einer der langgehegten Triume der Chemiker
ist es, fiir jede schwierige synthetische Reak-
tion ein passendes Enzym zur Verfugung zu
haben. Dieser Traum ist so alt wie das Wissen
iber Enzyme und ihre erstaunlichen Fihig-
keiten. Bereits der zweite Chemie-Nobelpreis-
triger, Emil Fischer, zeigte in seinem Nobel-
preisvortrag im Jahre 1902 [1] groflen Weit-
blick:

,,-.. wollen wir hier die Natur erreichen, so
miissen wir dieselben Mittel anwenden, und
ich sehe deshalb die Zeit voraus, wo die phy-
siologische Chemie nicht allein die natiirli-
chen Enzyme in ausgedehntem Mafle als
Agenzien verwendet, sondern wo sie sich
auch kiinstliche Fermente fiir ihre Zwecke
bereitet.

Diese Sitze sind in vieler Hinsicht bemer-
kenswert. Zum ersten wissen wir nicht, ob Fi-
scher geahnt hat, daf es fast ein volles Jahr-
hundert Forschung auf der ganzen Welt be-
durfte, um diesem Ziel niher zu kommen.
Wahrscheinlich werden noch mindestens ein
oder mehrere Jahrzehnte vergehen, bis es tat-
sichlich erreicht wird. Zum zweiten machte
Fischer diese Aussage, ohne im geringsten ah-
nen zu konnen, welche Wege die Forschung
einschlagen und welche Techniken sie ent-
wickeln wiirde. Er konnte weder die Bedeu-
tung der Immunologie noch die der Gentech-
nik vorausahnen. In der Tat ist seine Ein-
schitzung der Moglichkeiten in Anbetracht
des geringen Wissensstandes iiber den Auf-
bau und die Eigenschaften von Proteinen und
Enzymen im Jahre 1902 hchst erstaunlich.
Doch auch noch aus einem anderen Grunde
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soll Emil Fischer an den Anfang dieses Arti-
kels gestellt werden: Fiir ihn waren Arbeiten
auf dem Grenzgebiet zwischen Biologie und
Chemie vollig selbstverstandlich. Seine
Nachfolger, besonders in Deutschland, sahen
und sehen chemische Forschung oft viel puri-
stischer und demgemifl ohne diesen Weit-
blick. In einer Diskussion tiber die Bedeutung
der Biochemie in der Chemie sollte man hiu-
figer einen Blick auf das wissenschaftliche
Werk Fischers werfen.

Wie funktionieren Enzyme?

Bei Uberlegungen, wie man kiinstliche En-
zyme herstellen koénnte, muf§ man sich zu-
nichst damit auseinandersetzen, wie Enzyme
iiberhaupt funktionieren [2]. Auch diese Be-
trachtung wollen wir mit Emil Fischer begin-
nen. Bei seinen Untersuchungen von Enzy-
men, die Zucker umsetzen, erkannte er die
extreme Spezifitit vieler Enzyme. Aus diesen
Arbeiten leitete er die berthmte Analogie ab,
dafl das Substrat zum Enzym wie der Schliis-
sel zum Schlof8 pafit [3]. Das ist eine sehr
wichtige Erkenntnis, die auch heute noch ein
gutes Bild fiir die Substratspezifitit abgibt.
Viele Rontgenstrukturanalysen von Enzym-
Substrat-Komplexen haben die Korrektheit
dieses Bildes unmittelbar bestitigt.

Dieses Bild erklirt allerdings tiberhaupt
nicht, warum ein Enzym irgendeinen chemi-
schen Umsatz bewirken sollte. Im Gegenteil:
Ein Enzym, das ein Substrat wirklich perfekt
binden wiirde, sollte es auch dabei belassen.
Das Substrat wire an jeglicher Reaktion ge-
hindert. Ein verfeinerter Vorschlag fiir das
Schliissel-Schlof-Prinzip, der einen Ausweg
aus diesem Dilemma bringt (Abbildung 1),
wurde 1930 zum ersten Mal von J. B. S. Hal-
dane formuliert [4]. Danach ,,paf8t der Schliis-
sel nicht perfekt ins Schlo, sondern das
SchloR wbt eine gewisse Spannung aus®. Wir
konnen das heute besser formulieren mit ei-
nem Bild der damals ebenfalls neu aufkom-
menden Theorie der chemischen Reaktions-
kinetik, der sogenannten Ubergangszu-

stands-Theorie [5, 6]. Der Ubergangszustand
einer chemischen Reaktion ist zunichst eine
Modellvorstellung von einer voriibergehend
(transient) existierenden Struktur, die zwi-
schen dem Produkt und dem Reaktanden
liegt. Diese Struktur entspricht der Pallhohe
auf dem energetisch giinstigsten Reaktions-
pfad. Man kann nun argumentieren, dafl eine
Senkung der Energie dieses Ubergangszu-
stands natiirlich dasselbe ist, wie die Be-
schleunigung der Reaktion [7]. In der Uber-
gangszustands-Theorie behandelt man den
Ubergangszustand, als ob er eine stabile Ver-
bindung wire, formuliert Gleichgewichte
mit thm und fithrt sogar Rechnungen an ihm
aus. Obwoh! der Ubergangszustand eigent-
lich nur ein Denkmodell ist, hat sich diese Be-
trachtungsweise als sehr fruchtbar erwiesen

2.

Haldane meinte also, wenn auch mit anderen
Worten, ein Enzym tite besser daran, nicht
das Substrat, sondern den Ubergangszustand
perfekt zu binden, um ihn damit zu stabilisie-
ren. Eine detailliertere Diskussion iiber die
Zusammenhinge lieferte dann 1946 ein ande-
rer Grofler der Chemie (der sich iibrigens
ebenfalls nie um enge Definitionen seines
Faches kiimmerte): Linus Pauling [8]. Er ging
noch einen Schritt weiter und postulierte:
Wenn Enzyme den Ubergangszustand wirk-
lich besser binden als das Substrat, sollte das
auch fir solche Verbindungen zutreffen, die
dem Ubergangszustand zhnlich sind. Diese
bezeichnet man als ,,Ubergangszustands-
Analoga® [9].

Viel ist dariiber diskutiert worden, ob diese
Benennung angemessen ist oder ob es nicht
besser ,,Intermediat-Analoga“ heiflen sollte.
Dieser Unterschied ist zwar physikalisch fun-
damental, aber in der Praxis nur ein semanti-
scher. Nach dem Postulat von G. S. Ham-
mond [10] ist nimlich ein Ubergangszustand
einem instabilen Intermediat, das sich auf
dem Reaktionsweg unmittelbar davor oder
dahinter befindet, nicht nur energetisch, son-

dern auch strukturell dhnlich (Abbildung 2).
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Die Strukturunterschiede sind sicher so klein,
daf§ kein aktives Zentrum eines Enzyms ein
Intermediat von dem benachbarten Uber-
gangszustand unterscheiden kénnte. Wir be-
nutzen also den Begriff Ubergangszustand-
Analoga vor allem, weil sich die englische Va-
riante (,,transition state analog®) eingebiirgert
hat. Nach diesem Enzymmodell sollte eine
solche Verbindung also besser an das Enzym
binden als das Substrat. Dies ist in der Tat bei
einer ganzen Reihe von Reaktionen und Sub-
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Abb. 1. Haldanes Bild der Enzymkatalyse.
Das Enzym pafit weder perfekt zum Sub-
strat noch zum Produkt, sondern zu einem
Zustand dazwischen. Dadurch iibt das En-
zym auf das Substrat (links) und das Pro-
dukt (recht) eine gewisse Spannung aus.

Abb. 2. a) Hammonds Postulat:Bei einer ex-
ergonischen (energieliefernden) Reaktion
wird der Ubergangszustand auf der Reak-
tionskoordinate ,frith® erreicht, d.h. der
Ubergangszustand dhnelt strukturell und
energetisch dem Substrat. b) Bei einer
endergonischen (energieverbrauchenden)
Reaktion ist es umgekehrt: Der Ubergangs-
zustand kommt ,spidt“ auf der Reaktions-
koordinate, und er dhnelt energetisch und
strukturell dem Produkt. c) Hat eine Reak-
tion eine instabile Zwischenstufe (Interme-
diat), so sind die Ubergangszustinde dieser
dhnlicher als dem Substrat oder dem Pro-
dukt. Unser Beispiel ist eine stark verein-
fachte Darstellung einer Ester-Hydrolyse.
Die wirkliche Situation ist weitaus kompli-
zierter, da hier keine Protonen-Ubertra-
gungen beriicksichtigt wurden.

straten gefunden worden [9] (Abbildung 3),
wodurch dieses Modell gestiitzt wird.

Wir wollen jetzt genauer diskutieren, warum
eine Reaktion im aktiven Zentrum eines En-
zyms tiberhaupt schneller ablauft, als im Lo-
sungsmittel. Eine der wichtigen Erkenntnisse
der letzten Jahrzehnte ist, daf? dafiir nicht nur
ein Faktor allein verantwortlich ist. Vielmehr
scheint sich die enorm erhéhte Geschwindig-
keit einer enzymatischen Reaktion aus klei-

neren Beitrigen einzelner Faktoren zusam-
menzusetzen, die bei verschiedenen Enzy-
men jeweils unterschiedliche Bedeutung ha-
ben und verschieden grofle Beitrige liefern
konnen [2]. Die einzelnen Faktoren sollen
nun vorgestellt werden.

Kovalente Katalyse

Die Reaktion im Enzym folgt bei kovalenter
Katalyse nicht dem gleichen Mechanismus
wie die Reaktion in Lésung. Zum Beispiel
konnen am Enzym kovalente Intermediate
entstehen, die aus chemischen oder entropi-
schen Griinden (s. unten) besonders reaktiv
sind. Abbildung 4 zeigt dafiir zwei Beispiele.
Diese Art von Katalyse ist natiirlich ein etwas
yunfairer Vergleich zwischen Enzym und
Losung und soll deshalb nicht im Detail aus-
gefuhrt werden. Selbstverstindlich hat der
Chemiker ebenfalls die Méglichkeit, einen
kinetisch schwierigen Schritt durch eine Serie
von einfacheren zu ersetzen. Auch kdnnen
sich natiirlich weder Enzym noch Chemiker
tber die Thermodynamik hinwegsetzen.
Endergonische Reaktionen miisen in beiden
Fillen mit exergonischen Prozessen gekop-
pelt werden. Bei dem ,,Engineering” eines
Enzyms (z. B. nach einer der weiter unten dis-
kutierten Methoden) muf man also auf jeden
Fall darauf achten, dafl der beabsichtigte che-
mische Weg verniinftig ist und daff man mog-
licherweise zusitzliche chemische Schritte
einfithren muf.

Allgemeine Siure/Basen- und
Metallionen-Katalyse

Das Enzym kann durch die perfekte Positio-
nierung einer Siure- oder Basengruppe oder
eines Metall-Tons (Lewis-Siure) eine chemi-
sche Bindung stark polarisieren und sie damit
sehr reaktiv machen. Betrachten wir den kon-
kreten Fall einer enzymatischen Siure-Kata-
lyse: Der erste entscheidende Unterschied zur
Chemie in Losung ist, daf} diese Sdure-
Katalyse im Enzym selektiv an einer Stelle im
aktiven Zentrum stattfindet, wihrend In
1-molarer Salzsiure alle entsprechend reakti-
ven Gruppen gleichermalen angegriffen
werden. Der zweite Unterschied ist die hohe
lokale Konzentration der Aminosiure-Sei-
tenkette, die im Enzym als Siure fungiert.
Diese hohe effektive Konzentration kommt
dadurch zustande, dafl das Substrat im akti-
ven Zentrum festgehalten wird (vgl. unten
wEntropie-Effekte und geometrische Ef-
fekte®). Zudem sind Abstand und Winkel ei-
ner protonen-iibetragenden Gruppe fiir die
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Reaktion oft optimal. Damit das Substrat bei
derselben Reaktion in Losung eine dhnlich
hohe Wahrscheinlichkeit hat, ein Proton zu
treffen wie im aktiven Zentrum des Enzyms,
miifdte die Siure-Konzentration so hoch sein,
dafl es zu unbeabsichtigten Nebenreaktionen
kime.

Durch lokale elektrostatische Effekte im Pro-
tein konnen einzelne Aminosiuren extreme
pK,-Werte annehmen. Aus diesem Grund
(und da das aktive Zentrum, wenn Substrat
vorhanden ist, nicht unbedingt mit dem Was-
ser in der Umgebung in Kontakt stehen muf)
konnen Protonen-Ubertragungen, die dem
Chemiker auf den ersten Blick eher iiberra-
schend erscheinen [2, 11] (Abbildung 5), glatt
ablaufen.

Die kinetischen Gesetzmifligkeiten, die fir
jede Protoneniibertragung zwischen zwei
Gruppen mit bekanntem pK -Wert giltig
sind, wurden von M. Eigen beschrieben [12]
und sie gelten natiirlich auch fir Enzyme.

Das Enzym als ,Super-Losungsmittel“

Nicht immer sind die Substrate selbst reak-
tionstrige. Es kann auch sein, dafl die starke
Hydrathiille, die sich um ein geladenes Teil-
chen ausbildet, dessen Nucleophilie merklich
herabsetzt. In diesem Fall kann das Enzym
allein dadurch die Reaktion erleichtern, dafl
das Substrat bei der Bindung an das aktive
Zentrum ,umsolvatisiert® [13] wird, also
einige Wassermolekiile durch Atome des Pro-
teins ersetzt werden. Durch die Entfernung
der Hydrathiille zwischen zwei Reaktanden
kénnen Substrate im aktiven Zentrum eine
erhéhte Aktivitit zeigen [2]. Ein aktives Zen-
trum wird aulerdem oft auch die elektroni-
sche Verteilung im Substrat an der gewiinsch-
ten Stelle verindern.

Entropie-Effekte und geometrische Effekte

Eine erhebliche Reaktionsbeschleunigung fiir
bimolekulare Reaktionen wird allein dadurch
erreicht, daf} sich die Partner nicht erst in ei-
ner vediinnten Lésung treffen miissen, son-
dern im aktiven Zentrum bereits im richtigen
Abstand und unter dem richtigen Winkel ge-
bunden werden. Man weif§ z. B. aus eleganten
Untersuchungen tiber die Bildung von Addi-
tionsverbindungen mit Carbonylverbindun-
gen, da der Angriff des Nucleophils nur in-
nerhalb eines bestimmten kegelférmigen Vo-
lumens stattfinden kann [14]. Durch zahllose
kinetische Messungen in organischen Mo-
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Abb. 3. Beispiele fiir Ubergangszustands-
Analoga. Die an den Reaktionen beteilig-
ten Seitenketten der Enzyme sind nicht
dargestellt. Die Reaktionsgleichungen
wurden vereinfacht (z. B. wurden alle Pro-
tonen-Ubertragungen weggelassen) und
zeigen nicht alle Elementarschritte. Her-
vorgehoben werden jeweils ein wichtiges
Intermediat (oder ein wichtiger Ubergangs-
zustand) und die strukturelle Ahnlichkeit
mit dem betreffenden Ubergangszustands-
Analogon. Die Zahlenwerte stammen aus
Lit. [9], wo man auch die Originalliteratur
sowie viele weitere Beispiele findet. Nicht
in allen Fillen sind echte Dissoziationskon-
stanten Kq der Substrate bekannt. Der K-
Wert — d. h. der Wert der Substratkonzen-
tration, bei der die halbmaximale Reak-
tionsgeschwindigkeit erreicht wird — muf§
nicht unbedingt mit der ,echten“ Dissozia-
tionskonstante K des Substrats identisch
sein [2], gibt aber normalerweise die Gro-
enordnung der Affinitit gut wieder. K,
bezeichnet die Inhibitionskonstante durch
den Inhibitor, das Ubergangszustands-
Analogon. — Der hier dargestellte Mecha-
nismus fitr Lysozym hat bereits den Namen
»Lysozym-Mechanismus®“ als Reaktionstyp
fur dhnliche Enzyme erhalten. Dabei ist
aber kiirzlich angezweifelt worden, ob Ly-
sozym selbst iiberhaupt dem ,Lysozym-
Mechanismus* folgt [vgl. C. B. Post und M.
Karplus, J. Am. Chem. Soc. 108, 1317
(1986)]. Die Tatsache, daf} das halbsesselfor-
mige Analogon das Enzym effizient
hemmt, spricht allerdings fiir eine promi-
nente Stellung eines derartigen Ubergangs-
zustands auf dem Reaktionspfad.

Abb. 4. Beispiele fiir eine kovalente Kata-
lyse. a) Aldolase: Der Aldolkondensation ist
die intermediire Bildung einer Schiffschen
Base vorgeschaltet. Die Protonen-Abstrak-
tion zum Enamin wird dadurch erleichtert.
b) Serin-Proteasen: Die Numerierung der
Aminosiuren ist die aus Trypsin, aber Sub-
tilisin (vgl. unten) folgt demselben Mecha-
nismus. Bei der enzymatischen Reaktion -
der Proteinspaltung — greift nicht Wasser
an der Peptidbindung an, sondern eine Se-
rin-OH-Gruppe unter Bildung eines kova-
lenten Acyl-Enzym-Intermediats, das dann
in einem zweiten Schritt von Wasser hydro-
lysiert wird.
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dellreaktionen (Abbildung 6) wurde ver-
sucht, diesen Effekt quantitativ zu erfassen [2,
15]. Die genaue Quantifizierung des Entro-
pieverlusts durch Anniherung und ,,Einfrie-
ren® von Rotations-Freiheitsgraden ist zwar
immer noch umstritten, sie braucht uns aber
fir die folgende Diskussion auch nicht im
Detail zu beschiftigen.

Nicht nur Nucleophile, sondern auch Elek-
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trophile (normalerweise reaktive Gruppen in
Coenzymen) oder Siure- und Basen-Grup-
pen sowie Metall-Tonen miissen geometrisch
optimal angeordnet sein, damit die Reaktion
sehr schnell ablaufen kann. Beispielsweise
wurde beobachtet, daf allein beim Austausch
des katalytisch wirksamen Glutamat-Rests
durch den etwas kiirzeren Aspartat-Rest im
Enzym Triosephosphat-Isomerase der k_
Wert um drei Zehnerpotenzen sinkt [16].

185



Neune Enzyme

Strukturelle Komplementaritit zum
Ubergangszustand der Reaktion

Diese Theorie und ihr Hintergrund wurden
bereits zu Beginn dieses Artikels diskutiert;
hier sollen noch einmal zwei Beispiele zur
Verdeutlichung angefithrt werden. Die Pro-
tease Subtilisin ist eine typische Serin-Pro-
tease [2]. Ein Serin-Rest im aktiven Zentrum
wird intermediir acyliert (vgl. Abbildung 4),
unterstitzt durch allgemeine Siure-Base-
Katalyse eines Histidin-Rests sowie eines
Aspartat-Rests, der das protonierte Histidin
stabilisiert. Dartiber hinaus ist die Struktur
des aktiven Zentrums so beschaffen, daf} sie
komplementir zu dem an dem Serin-Rest in-
termediir auftretenden tetraedrischen Ad-
duke (vgl. Abbildung 4) ist (man spricht vom
»Anionen-Loch® [17]). Wandelt man nun alle
drei katalytischen Reste (Ser, His und Asp)
durch ortsspezifische Mutagenese in Alanin
um, so ist das ,,Rest-Enzym*“ immer noch ein
wirksamer Katalysator, wenn auch mit stark
verminderter Effizienz [18].

Ein zweites Beispiel soll verdeutlichen, daf§
diese Art von Katalyse bei einigen Enzymen
den Hauptbeitrag zur Reaktionsbeschleuni-
gung liefert. Tyrosyl-t-RNA-Synthetase z. B.
katalysiert im ersten Schritt die Bildung von
Tyrosyl-Adenosinmonophosphat  (Tyrosyl-
AMP) aus Tyrosin und Adenosintriphosphat
(ATP). Eine sorgfiltige Untersuchung der
Struktur des Enzyms und des Mechanismus
durch ortsspezifische Mutagenese zeigte [19],
dafl keinerlei Siure-Base-Katalyse, sondern
spezifische Wechselwirkungen, die nur im
Ubergangszustand der Reaktion zwischen
Substrat und Protein wirksam sind, fiir die
Reaktionsbeschleunigung  verantwortlich
sind. Enzyme, die eine komplexe Reaktion
aus mehreren Einzelschritten katalysieren,
miissen dabei unter Umstinden ihre Konfor-
mation indern, um fiir jeden der Einzel-
schritte die optimale Umgebung zu bieten
[20].

Verhinderung von Nebenreaktionen

Viele chemische Reaktionen verlaufen iber
Intermediate, die prinzipiell zu unterschiedli-
chen Produkten weiterreagieren kénnen. Ein
Problem fiir den Chemiker entsteht dann,
wenn die gewlinschte Reaktion nicht die be-
vorzugte ist. Ein Enzym kann die Richtung
der Reaktion manchmal durch eine entspre-
chende Stereochemie des Substrats im aktiven
Zentrum steuern [21] (Abbildung 7). Es wird
dabei nicht unbedingt nur der gewiinschte
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Abb. 5. Beispicle von Protonen-Ubertra- effektive Konzentration der Nachbar-

gungen in Enzymen. a) Reaktionsmecha-
nismus der Triosephosphat-Isomerase: Die
katalytische Base B ist die Carboxylgruppe
eines Glutamat-Rests. Der pK -Wert dieser
Carboxylgruppe ist im Enzym ungefihr 7,
wihrend der pK -Wert von freiem Gluta-
mat bei etwa 4,6 liegt. b) Schematische Dar-
stellung des Reaktionsmechanismus der
Prolin-Racemase: Der Prolin-Ring ist als
schwarzer Balken ,von der Seite“ gezeigt.
Der pK_-Wert der beiden Cystein-Reste in
Prolin-Racemase liegt bei etwa 8, wihrend
der pK_-Wert des freien Cysteins bei etwa
9,1 bis 9,5 liegt. Der pK -Wert des CH-
aciden Protons von Prolin in Wasser be-
trigt etwa 23, im Enzym dagegen etwa 17,5
(J- R. Knowles, personl. Mitteilung). Die
Racemase erniedrigt den pK_-Wert des Sub-
strats also um ca. sechs Zehnerpotenzen!

Abb. 6. Beispicle fiir die Erhohung der
Reaktionsgeschwindigkeit durch eine hohe

gruppe. Da eine Reaktion erster Ordnung
(Geschwindigkeitskonstante k in s~') mit
einer Reaktion zweiter Ordnung (k in | -
mol~'s7!) verglichen werden muf3, gibt man
den Quotienten als ,effektive Konzentra-
tion“ an. Eine umfangreiche Liste derarti-
ger Phinomene findet man bei A. J. Kirby
[Adv. Phys. Org. Chem. 17, 183 (1980)].

Abb. 7. Im Enzym Triosephosphat-Isome-
rase liegt das Substrat gestreckt vor. a) Mo-
dellstruktur des Substrats Dihydroxyace-
tonphosphat in der Bindungstasche. Das
Endiol-Intermediat (vgl. Abbildung 5a)
miifite (nach der Theorie des stereoelektro-
nischen Effekts) vor der Eliminierung
durch Torsion in eine Form iibergehen, in
der — wie in b) — die Bindung zum Briicken-
Sauerstoff des Phosphats und die n-Elek-
tronen der Doppelbindung parallel (anti-
periplanar) stehen. Dies wird in der Bin-
dungstasche anscheinend verhindert.
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a Kinetischer Effekt auf Acyl-Transfer In Succlinaten:

intramolekular: (0}
7
o CH;—C
?HZC—O—Q—NOZ —> 0+ ’O—@—NOZ ki = 0,8s"
CH,CO5 CHz—C\\
0
intermolekular: 0

7
CH3C0; + CH3C._ g
O—Q—Noz —> CH3C—0-CCH3 + '0—©—N02

ky = 4:10°81-mol!-s7!
effektive Konzentration von —CO; = kq/k, > 2+ 105 mol-1~1
b Kinetischer Effekt auf Acyl-Transfer in Aspirin-Derivaten:

intramolekular:

H o 0H o
CO, - 5
e N 7
o _ 0-C—CHj k;>0,02 57!
\c//

i
CH;

intermolekular: 0 0
] I

o, C-0—CCHj
©\ 9 ©/ ol @r & kg~ 107191 mol1 - 571
0 (0} -
N\ 7
C

| effektive Konzentration von —CO; = ky/k, > 2° 107 mol - I~!
3

¢ Gleichgewichts-Effekt auf Anhydrid-Blldung in Succinaten:

intramolekular: 0
7
CH,CO,H CH,C
— N — 8107
== 0 Keqg =810
CH,CO,H CHaC
0
P o0
intermolekular: 2 CH3COH == CH3C—0-CCHz Koq = 3: 107121 mol"!

effektive Konzentration von —CO,H = 3:10%mol-I-!
7
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Schritt spezifisch katalysiert, sondern vor al-
lem der unerwiinschte verhindert.

Enzyme haben keine
Wunderkrifte

Enzyme benutzen also eine Kombination die-
ser Effekte. Ein kuinstlicher Katalysator, der
sich nur einer dieser Faktoren bedient, wird
in der Regel nicht die gleiche Reaktionsbe-
schleunigung erreichen kénnen. Immer wie-
der taucht die Frage auf, ob es daneben noch
ganz andere Faktoren gibt, die nur bei Enzy-
men vorkommen. So kénnte z. B. die Flexibi-
litit des Enzyms [22] eine besondere Bedeu-
tung fir die Effizienz der Katalyse haben
[23]. Daneben werden immer wieder ,,unkon-
ventionelle“ Theorien postuliert, z.B. daf}
Enzyme thermische Energie des Losungsmit-
tels in gezielte Schwingungen der zu spalten-
den Bindung umwandeln konnen [23]. Die
Beweise dafiir sind dinn. Wenn solche Fakto-
ren allgemeine Bedeutung hitten, wire es un-
moglich, kleine organische Molekiile mit der
katalytischen Effizienz von Enzymen zu
synthetisieren [24]. Obwohl Modellenzyme
mit echtem, effizienten ,, Turnover® (bei deren
Reaktion es sich also um eine wirkliche Kata-
lyse und nicht nur um eine stochiometrische
Reaktion handelt) sehr selten sind, gibt es
doch sowohl unter den ,,stéchiometrischen
Enzymmodellen® [25] als auch unter den
wahren Katalysatoren [26] solche mit hoher
Effizienz. Das bedeutet aber, daf} es keine
Anhaltspunkte dafiir gibt, dal Enzyme mit
geheimnisvollen Kriften operieren, sondern
dafl diese gelernt haben, mehrere effiziente
Katalyse-Mechanismen (manche durchaus
mit einer Konformationsinderung verbun-
den) zu kombinieren.

Dennoch ist es verbliiffend, wie groff En-
zyme im Verhiltnis zu ihrem Substrat sind.
Wir wissen allerdings viel zu wenig tiber die
evolutioniare Herkunft der Proteinstrukturen
sowie tiber den Mechanismus der Proteinfal-
tung [27], um abschitzen zu kénnen, ob nicht
eine gegebene Proteinstruktur schon allein
dafiir notwendig ist, daff die wenigen Amino-
sduren des aktiven Zentrums exakt in die
richtige Position gelangen. Dazu kommen
natiirlich zusitzliche Anforderungen durch
die Regulation des Enzyms (z.B. alloste-
rische Effekte) und Multifunktionalitit [2],
welche die Enzymgrofle notwendigerweise
erhdhen. Auch nehmen manche Autoren an,
dafl die Hauptkette (d.h. die durch Faltung
des Polypeptid-Riickgrats erzeugten Struktu-
ren) als solche zumindest in einigen Fillen an
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Neue Enzyme

der Substratbindung beteiligt sein kann.
Dazu kénnten z.B. die durch ganze Helices
erzeugten Dipole genutzt werden [28] — und
damit wire ein Teil der notwendigen Protein-
struktur bereits festgelegt. All dies besagt
aber nicht, daf ein neu konstruiertes Enzym
(betrachtet man nur seine Funktion als Kata-
lysator in vitro) so grofl sein muf. Es gibt
wohl durchaus unterschiedliche Anforde-
rungen an einen optimalen Protein-Kataly-
sator im Reagenzglas und in der Zelle [29].
Einige Enzyme haben die Reaktionsbe-
schleunigung so perfektioniert, dafl der che-
mische Umsatz gar nicht mehr schneller wer-
den kann [30]. Die gesamte Reaktion kann
nimlich nicht unendlich schnell ablaufen,
sondern hochstens mit der Geschwindigkeit,
mit der neues Substrat durch Diffussion an
das aktive Zentrum des Enzyms nachgeliefert
wird (diffusionskontrollierte Reaktion). Auf
einem solchen Enzym lastet kein evolutioni-
rer Druck mehr, die Katalyse noch weiter zu
verbessern: Die Diffusion des Substrats limi-
tiert die Geschwindigkeit. Andere Enzyme
arbeiten dagegen wesentlich gemichlicher,
entweder weil die Synthese eines wenig ge-
brauchten Metaboliten nicht besonders eilt
und deshalb die Evolution das Enzym nicht
verbessern mufl oder weil die betreffenden
chemischen Reaktionen eben nicht schneller
ablaufen kénnen — auch im Enzym nicht [30,
31].

Katalysierte Reaktion,
unkatalysierte Reaktion —
wie werden sie verglichen?

Bevor wir uns tiber Wege zu neuen Enzymen
Gedanken machen, muff noch ein Punkt ge-
klirt werden: Wie gutarbeitet ein Katalysator
im Vergleich zur entsprechenden unkataly-
sierten Reaktion? Mit anderen Worten: Was
muf eigentlich verglichen werden (Abbil-
dung 8)? Bereits bei einer basen-katalysierten
Reaktion eines einzelnen Substrats mit Was-
ser ist diese Frage nicht trivial. Dic Reaktion
des Substrats mit Wasser ist ja pseudo-erster
Ordnung (da sich die Konzentration des Was-
sers dabel praktisch nicht dndert) und wird
charakterisiert durch den Wert der Ge-
schwindigkeitskonstante k., der u.a. vom
pH-Wert und der Temperatur abhingt. Die
Reaktion am Enzym dagegen besteht aus
(mindestens) drei Schritten: der (bimolekula-
ren) Bindung des Substrats an das Enzym, der
(in diesem Beispiel nach pseudo-erster Ord-
nung verlaufenden) Katalyse sowie der (uni-
molekularen) Dissoziation des Produkts vom
Enzym. Kinetisch vergleichbar ist nur der
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,produktive Zerfall“ des Enzym-Substrat-
Komplexes (ES-Komplex) zu Enzym und
Produkt — ebenfalls ein Prozef} pseudo-erster
Ordnung. Diese ,produktive Zerfallsge-
schwindigkeit” des ES-Komplexes ist genau
die Wechselzahl (engl.: turnover number,
k), also die maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit, wenn das Enzym vollig gesittigt ist
(ausgedriickt in Mol Substrat pro Mol Enzym
und Zeit, d. h. in der Einheit Zeit™!). In bei-
den Fillen muf! jetzt auch (da wir ja eine ba-
sen-katalysierte Reaktion betrachten) bei
gleichem pH-Wert und gleicher Temperatur
gearbeitet werden. Ist das nicht méglich, weil
die unkatalysierte Reaktion zu langsam ab-
laufen wirde, mufl umgerechnet werden.
Dieses Vorgehen enthilt die implizite An-
nahme eines konstanten Reaktionsmechanis-
mus bei verschiedenen pH- oder Temperatur-
werten — eine Annahme, die durchaus falsch
sein kann. Das so erhaltene Verhiltnis k_, /
K, ... gibt den Faktor an, um den die Reaktion
im Enzym schneller abliuft.

Wias ist dagegen zu tun, wenn man die Wirk-
samkeit eines Enzyms mit der eines nieder-
molekularen Katalysators C vergleichen will?
In diesem Fall ist die nicht-enzymatische
Reaktionsgeschwindigkeit der Konzentra-
tion von C direkt proportional, also zweiter
Ordnung. Ein ,fairer Vergleich dazu ist die
ebenfalls bimolekulare Reaktion zwischen
Substrat und Enzym. Dem entspricht die en-
zymatische Reaktionsgeschwindigkeit extra-
poliert auf unendliche Verdiinnung des Sub-
strats, mit der Geschwindigkeitskonstante
k./ky, die ebenfalls zweiter Ordnung ist

cat

(Abbildung 8).

Die Reaktionsbeschleunigung durch Enzyme
ist sehr unterschiedlich und kann extrem
hoch sein. J. P. Guthrie schitzte ab [32], daf}
zwischen dem k_ -Wert der alkalischen Phos-
phatase und der Geschwindigkeitskonstante
erster Ordnung der unkatalysierten Hydro-
lyse von Methylphosphat unter gleichen
Reaktionsbedingungen etwa 17 Gréflenord-
nungen liegen. Zwischen der Geschwindig-
keitskonstante zweiter Ordnung des Angriffs
vom Wasser und der des Enzym-Nucleophils
auf dieses Substrat liegen gar 21 Zehnerpo-
tenzen! Die meisten Enzyme erreichen aller-
dings nicht diese gewaltigen Beschleunigun-
gen. Auflerdem sind diese Vergleiche etwas
wunrealistisch®, da in der Praxis fast immer
eine allgemeine Siure/Basen-Katalyse durch
den Puffer stattfindet, so daf} die tatsichlich
beobachtete ,,nicht-enzymatische® in Wirk-
lichkeit keine ,,unkatalysierte® Reaktion ist.

8

Enzymatische Reaktion

CRGERL
K + ] wobei Ky = K

a)Grenzfall fiir [S] — oo (gesittigtes Enzym)
5

d
K,
vergleichbar mit unkatalysierter Reaktion S — P
d[s]
-——=[5]-k
e o Gl

Vor allem wenn sich bei der Reaktion die
Substratkonzentration S, kaum indert, sicht
man die Analogie:

A[S]

e ey [So] ky

b) Grenzfall fiir [S] — 0
(ungesittigtes, freies Enzym)
_dis] Ko

e [Eq] - K -[8]

vergleichbar mit einem Katalysator C,
der keine Bindung zeigt

S+ CiEPEC

d[S]
B s

0 [C] - k; - [S]

Einheiten: il mol - [7's7!
dt

Ky mol - |
kat S—I

ke

=i 1 - mol™ 57!
Ky

Abb. 8. Vergleich der Kinetik enzymati-
scher mit der von nicht-enzymatischen
Reaktionen.

Wege zu neuen Enzymen

Nach diesen allgemeinen Betrachtungen kén-
nen wir uns jetzt den verschiedenen Strate-
gien zuwenden, mit denen man nach neuen
Enzymen sucht. Gegenwirtig sind es fol-
gende vier Varianten:

® Das ,Screening nach neuen Enzymakti-
vititen in bisher nicht untersuchten Organis-
men (meist Mikroorganismen),

® die Verinderung eines bekannten Enzyms
durch Zufallsmutagenese und ,,screening
nach verbesserten Eigenschaften,

® das (mehr oder minder) rationale ,,Engi-

neering® eines bekannten Enzyms mit dem
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Chemische Mutagenese
oder Oligonucleotide mit Mutation X
S s
oder ,unprizise“ Polymerisierung x

Plasmid mit Gen fiir
zu verinderndes Enzym

positive Selektion

selektives Medium
selektive Wachstumsbedingungen

Inkubation der Filter unter
Test-Bedingungen
(Termperatur, pH,...)

Enzymtest auf den Filtern

Ziel, dessen Eigenschaften zu verbessern,
und

® die ,Neuerzeugung” eines Enzyms aus
Antikérpern mit katalytischer Aktivitit.

Im Folgenden werden die Chancen und die
Probleme dieser Strategien diskutiert.

Screening von Mikroorganismen

Die Suche nach neuen Mikroorganismen, die
aufgrund ihrer Lebensbedingungen ein ge-
wiinschtes Enzym produzieren kénnten, ist
der traditionelle Weg zu neuen Enzym-
Aktivititen [33]. Dieser Weg ist auch heute
noch in der Praxis der wichtigste, weil die an-
deren Methoden erst véllig am Anfang ste-
hen. Diese Strategie erfordert allerdings ein
gutes Priifsystem fiir Rohextrakte, da natiir-
lich nicht auf Verdacht und ohne Wissen tiber
die Eigenschaften der zu isolierenden Pro-
teine Enzyme aus vielen Stimmen gereinigt
werden kénnen. Dies ist kein einfaches Pro-
blem, denn die gewiinschte Aktivitit kann im
Rohextrakt durch vielerlei Phinomene mas-
kiert sein.

Beispielsweise konnte das Produkt mit einem
anderen Enzym gleich weiterreagieren oder
das Substrat in einer anderen Reaktion we-
sentlich schneller umgesetzt werden als
durch das zu untersuchende Enzym. Das En-
zym kann auch in sehr geringen Mengen vor-
kommen und deshalb unentdeckt bleiben,
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Filter-Abdriicke

Kollektion verschieden
mutierter Plasmide

Transformation

Uberstempeln

X% = Stellen mit Mutation

obwohl es vorhanden ist und kloniert werden
konnte.

Die ungeheure Vielfalt und Anpassungsfi-
higkeit des mikrobiellen Metabolismus hat
eine entsprechende Vielfalt von Enzymen
hervorgebracht, die sehr unterschiedliche
Nahrungsquellen umsetzen und fiir sehr un-
terschiedliche Lebensbedingungen optimiert
sind [2, 33]. Deshalb kénnen Mikroorganis-
men oft auch als Quelle fiir Enzyme bekann-
ter Spezifitit dienen, die sich zum Beispiel an
besonders hohe Salzkonzentrationen (Halo-
phile) oder hohe Temperaturen (Thermo-
phile) angepafdt haben [34].

Durch das Studium solcher Enzyme hofft
man, die GesetzmiRigkeiten zu verstehen,
mit denen die Natur Enzyme an bestimmte
Lebensbedingungen angepafit hat, und damit
auf lange Sicht (durch Protein Engineering)
selbst andere Enzyme in rationaler Weise an
neue Reaktionsbedingungen anpassen zu
kénnen [35]. Gerade im Fall der Thermophi-
lie sind die Griinde fiir die erh6hte Stabilitit
der Enzyme aber sehr komplex. Bel einem
Vergleich des gleichen Enzyms aus mesophi-
len (also bei normaler Temperatur lebenden)
und thermophilen Organismen findet man
meist grofle Sequenzunterschiede. Viele der
Differenzen lassen sich einer normalen gene-
tischen Variation zuschreiben. Sie haben auf
die Funktion des Enzyms keinen Einfluff und
sind wohl zufillig oder aus ganz anderen
Griinden in dem betreffenden Organismus

Abb. 9. Strategie fiir die Zufallsmutagenese
eines klonierten Gens.

bevorzugt worden. Man méchte aber die die
Thermophilie verursachenden Unterschiede
herausfinden. Sie einzugrenzen ist jedoch ein
schwieriges Unterfangen, denn ob ein Ami-
nosiurerest oder eine Proteinschleife im Ver-
gleich zu einer anderen Variante stabilisie-
rend oder destabilisierend wirkt, hingt vom
Kontext des betreffenden Proteins ab. Dieses
Problem lif3t sich deshalb nur durch den ana-
lytischen Einsatz des Protein Engineering 16-
sen und nicht durch einfache Sequenzverglei-

che.

Im Extremfall kann die Suche nach stabilen
Enzymen in thermophilen Organismen auch
mit einer Enttduschung enden. Es sind Fille
bekannt, in denen das aus einem thermophi-
len Organismus [36] gewonnene Enzym in
isolierter Form gar nicht stabiler ist als die Va-
riante aus einer mesophilen Spezies [34]. Die
Enzymstabilitit in vivo beruht in diesen Fil-
len auf den besonderen Bedingungen des in-
trazelluldren Milieus [34, 36] (zum Beispiel
Salzkonzentration, Anwesenheit von be-
stimmten Metall-Ionen oder besonderen nie-
dermolekularen Verbindungen, die das Pro-
tein stabiliseren). Ob diese Reaktionsbedin-
gungen fiir den Chemiker, der ein solches En-
zym einsetzen mochte, akzeptabel sind oder
nicht, wird vom Einzelfall abhingen.

Zufallsmutagenese eines klonierten
Enzyms und Screening auf verbesserte
Eigenschaften

Eine logische Erweiterung der oben beschrie-
benen Screening-Methode ist durch den Ein-
satz der Gentechnik moglich geworden. Da-
bei wird das Gen des zu untersuchenden En-
zyms einer Zufallsmutagenese unterworfen
und anschliefend nach Mutanten mit verbes-
serten Eigenschaften gesucht. Eine solche
Verbesserung konnte z. B. eine Anderung der
Substratspezifitit oder der Stabilitit sein. Die
folgende Strategie konnte zwar prinzipiell
auf jeden Mikroorganismus angewandt wer-
den [37]; in der Praxis ist sie jedoch besser fiir
klonierte Gene in genetisch gut charakteri-
sierten Wirtsstimmen, wie Escherichia coli,
Bacillus subtilis und Hefe geeignet: Das Gen,
das fir das betreffende Enzym codiert und
meist auf einem Plasmid angeordnet sein
wird, wird selektiv mutiert. Dazu behandelt
man das Plasmid z. B. mit hohen Dosen mu-
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tagener Substanzen [38] oder mutiert die ein-
zelstringige Form des Plasmids mit Oligo-
nucleotiden, in die durch Synthese eine vor-
ausberechnete Zahl zufilliger Verinderungen
eingebaut wurden [39] (Abbildung 9). In der
Nachkommenschaft miissen nun diejenigen
Klone gefunden werden, welche die ge-
wiinschten Eigenschaften tragen. Dies ist
meistens das schwierigste Problem. Da die
Ausbeute bei dieser Methode schon aus theo-
retischen Griinden sehr klein ist, muf} eine
gewaltige Zahl von Kolonien der Mikroorga-
nismen getestet werden. Dazu braucht man
einen Wachstums- oder Farbtest, mit dessen
Hilfe man direkt auf den Kolonien feststellen
kann, ob es Mutanten gibt, die das ge-
wiinschte Derivat des Substrats umsetzen
konnen, oder solche, die stabiler sind.

Das Problem besteht also darin, einen sol-
chen Test direkt auf den Kolonien durchzu-
fithren. Subtilisin, eine Protease, die von Ba-
cillus subtilis sezerniert wird, ist ein Enzym,
das diesem Verfahren unterworfen wurde
[40]. Man stellte dafiir zunichst Filterab-
driicke der Kulturplatten her. An die Filter
wurden sowohl die Bakterien-Kolonien als
auch das in die Umgebung der Kolonie sezer-
nierte Protein- als ,,Hof“ gebunden. Nach In-
kubation dieser Filter bei der gewihlten Tem-
peratur oder unter anderen gewihlten Bedin-
gungen (z.B. alkalischer pH-Wert) konnten
mit Hilfe eines Farbtests fiir Protease-Aktivi-
tit direkt auf dem Filter solche Mutanten er-
kannt werden, die nach der entsprechenden
Inkubation noch aktiv waren (vgl. auch [41]).
Ein dhnliches Verfahren kann auch fiir ein
verindertes Substrat eingesetzt werden [42].

Diese Methode hat nur dann Aussicht auf Er-
folg, wenn wahrscheinlich ist, daf bereits
durch sehr wenige Verinderungen (meist
Austausch von ein bis zwei Aminosiuren)
eine Variante gefunden werden kann, welche
die gewlinschten Eigenschaften besitzt. Die
gewiinschte Anderung der Substratspezifitit
wird also sehr klein sein miissen, und der An-
spruch an Stabilititsgewinn eher moderat.
Allerdings kann diese Methode prinzipiell in
einem zweiten Cyclus auf die verbesserte Va-
riante angewandt und beliebig oft wiederholt
werden. Voraussetzung fir einen Erfolg ist
nur, dafl Gberhaupt solche Varianten mit den
gewiinschten Eigenschaften existieren und
sich nur in wenigen Aminosiuren von der
Start-Struktur unterscheiden. Erst die Erfah-
rung der Zukunft wird zeigen, ob ein Erfolg
dieser Strategie die Ausnahme oder die Regel
sein wird.
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Protein Engineering

Natiirlich kann im Rahmen dieses Artikels
nur ein grober Abrifl des gegenwirtigen Stan-
des dieser Technik gegeben werden [43]. Vor-
aussetzung fur alle rationalen Verinderungen
der Aminosiuresequenz eines Proteins ist die
genaue Kenntnis der drei-dimensionalen Pro-
teinstruktur. Dazu ist in aller Regel die Auf-
klirung der Kristallstruktur mit réntgenogra-
phischen Methoden Voraussetzung [44]. In
letzter Zeit hat aber auch die Strukturaufkli-
rung in Lésung mit Hilfe der NMR-Spektro-
skopie gewaltige Fortschritte gemacht [45],
doch ist der technische Aufwand zur Lésung
einer Proteinstruktur dem Aufwand bei der
Rontgen-Strukturanalyse vergleichbar. Nur
mit noch groferem Aufwand (d.h. meist
nach einer biosynthetischen Markierung mit
stabilen Isotopen) kann derzeit an die Struk-
turbestimmung eines Proteins mit mehr als
hundert Aminosiuren gedacht werden. Au-
Berdem entspricht die Genauigkeit der so be-
stimmten Struktur nur selten der einer hoch-
aufgelosten  Rontgenstrukturanalyse, da
selbst im glinstigsten Fall die Konformatio-
nen der Seitenketten nur zum Teil bestimmt
werden konnen. Allerdings sind mit NMR-
Untersuchungen noch andere Informationen,
z.B. iiber dynamische Prozesse im Protein,
zuginglich. Auflerdem ist die Struktur nicht
wie im Kristall durch Kontakte zwischen be-
nachbarten Molekiilen beeinflufit. Die beiden
Methoden sind daher eher komplementir als
konkurrierend.

Oft sind gentechnische Methoden allerdings
bereits fiir die Strukturaufklirung hilfreich,
da sie die Gewinnung des Enzyms in groflen
Mengen durch Uberexpression* erleichtern.
Auflerdem ist es moglich, nur einen Teil des
Proteins (z. B. eine Domine) herzustellen, der
manchmal leichter als das komplette Protein
kristallisiert werden kann oder durch seine
geringe Grofle fir NMR-Untersuchungen

geelgnet ist.

Aus der Betrachtung der dreidimensionalen
Proteinstruktur lassen sich oft unmittelbar
Arbeitshypothesen ableiten, durch Substitu-
tion welcher Aminosiuren (mit gentechni-

* Unter Uberexpression versteht man die
Amplifizierung des Gens auf einem Plasmid,
das in zahlreichen Kopien vorliegt. Meist
wird bei dieser Gelegenheit das Gen auch un-
ter die Kontrolle eines effizienten Promotors
und effizienter Translationssignale gebracht.

schen Methoden) ein bestimmter Effekt er-
zielt werden konnte. Der Austausch konnte
z.B. zu einer Anderung der Substratspezifi-
tit, des pH-Optimums oder zu einer Verbes-
serung der Stabilitit des Enzyms fithren. Da-
bei mufl man jedoch den Aufwand, der zum
Testen der Hypothesen notwendig ist, abwi-
gen und z. B. entscheiden, ob man sofort mit
der Herstellung der entsprechend verinder-
ten Proteine und deren Charakterisierung be-
ginnt oder ob vor der Herstellung des verin-
derten Proteins eine genauere theoretische
Analyse sinnvoll ist. Offensichtlich unter-
scheiden sich auch die Forderungen des Prak-
tikers, der nur an dem verbesserten Enzym
interessiert ist, von denen des Grundlagenfor-
schers, der die Ursachen solcher Verinderun-
gen aufkliren mochte, um langfristig Regeln
fiir ein rationaleres Vorgehen zu erarbeiten.

Molekiilmodellierung (molecular modelling)

Mit moderner Graphik-Software kann eine
Aminosiure-Substitution in Sekunden auf
dem Bildschirm sichtbar gemacht werden,
aber das entstandene Bild ist zunichst ein rei-
nes Phantasieprodukt. Die Seitenkette jeder
Aminosiure ist um mehrere Torsionswinkel
mehr oder weniger frei drehbar. Welche Kon-
formationen werden die neue Seitenkette und
ihre alten Nachbarn annehmen? Schlimmer
noch: Es ist nicht einmal sicher, dafk die Sub-
stitution einer Aminosiure ein rein lokaler
Effekt ist. Es konnten durchaus auch Konfor-
mationen anderer, weiter entfernter Seiten-
ketten verindert werden, im Extremfall sogar
der Verlauf der Hauptkette.

Ein ganz besonderes Problem entsteht, wenn
sich die Kettenlinge des ,,mutierten® Proteins
von der des urspriinglichen Proteins unter-
scheidet. Meist beruht das darauf, daf} eine
Kettenschleife des neuen Proteins eine andere
Linge hatals die des urspriinglichen Proteins.
Die definitive Antwort auf die Frage, wie die
Konformation dieser neuen Schleife aussieht,
kann derzeit nur mit Hilfe der Réntgenstruk-
turanalyse des verdnderten Proteins gegeben
werden. Dabei spielt die Qualitit der Rént-
genstrukturanalyse eine grofle Rolle. Subtile
Verinderungen sind nur analysierbar (und
sinnvolle Arbeitshypothesen nur dann daraus
abzuleiten), wenn die Auflésung entspre-
chend hoch ist. Das bedeutet auch, daR im
Idealfall die Kristallstruktur des Proteins, das
man zu verandern plant, bekannt sein sollte.
Zwar kann prinzipiell durch wiederholte An-
wendung der ,,graphischen® Substitution ein
Modell eines verwandten Proteins aufgebaut
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werden, doch geht durch die Anhdufung von
Fehlern bei der Festlegung der Konformatio-
nen der Seitenketten die Qualitit mit wach-
sender Entfernung von der Proteinsequenz
mit bekannter Struktur schnell verloren. Mit
solchen ,,groben” Computermodellen kén-
nen sehr wohl sinnvolle Verinderungen ge-
plant werden [43] — man sollte sich nur im-
mer der Problematik bewuft sein.

Kraftfeldrechnungen

Diese Situation wurde schon vor mehreren
Jahren von den Theoretikern (allerdings we-
niger bel uns, sondern hauptsichlich in USA
und anderen europiischen Lindern) als Her-
ausforderung verstanden. Man entwickelte
eine Strategie zur Konformations-Vorher-
sage, indem man empirische Kraftfelder for-
mulierte, um jeder beliebigen Lage der Atome
des Proteins (d.h. jeder Konformation) eine
potentielle Energie zuordnen zu kénnen [46].
Die Krifte, die auf die Atome eines Proteins
wirken, setzen sich aus vielen Beitrigen zu-
sammen: Die chemische Bindung hat eine
Ruhelinge, und jede Abweichung davon
fihrt zu einer Riickstellkraft in Richtung auf
diese Ruhelinge. Genauso verhilt es sich mit
den Bindungswinkeln und den Torsionswin-
keln. Im Protein wirken anziehende und ab-
stoRende elektrostatische Krifte, die eben-
falls die Lage aller Atome beeinflussen.
SchlieBlich ziehen sich alle Atome gegensei-
tig an (durch van-der-Waals-Krifte), stofRen
sich aber ab, wenn sie sich zu nahe kommen.
Mehrere Arbeitsgruppen haben in den letzten
Jahren solche empirischen Kraftfelder formu-
liert, mit denen alle diese Krifte beschrieben
werden konnen.

Man kann nun von einer Modellstruktur aus-
gehen (z.B. nach einer Aminosiure-Substitu-
tion) und diese nach einem bestimmten Algo-
rithmus so verindern, bis die potentelle
Energie ein Minimum erreicht (,,Energiemi-
nimierung). Der Nachteil aller bekannten
Algorithmen ist jedoch, dafd sie im ersten Mi-
nimum, das sie finden, verweilen. Das muf}
aber in keiner Weise dem ,globalen Mini-
mum" entsprechen. Da ein komplexes Mole-
ktl wie ein Protein eine ungeheure Zahl von
Freiheitsgraden hat, wird es in jedem Fall ein
lokales Minimum in der Nihe der Ausgangs-
struktur geben, d.h. das Protein sieht nach
der Minimierung fast genauso aus wie vorher.

Eine andere Methode wurde ebenfalls unab-

hingig in verschiedenen Arbeitsgruppen ent-
wickelt: Man definiert einen Teil des Proteins,
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Abb. 10. a) Schematische Darstellung der
Bindungstasche der Lactat-Dehydroge-
nase. b) Einfluf! einzelner Mutationen auf
die bimolekulare Geschwindigkeitskon-
stante k_,/K,, der Reduktion von Pyruvat
und Oxalacetat. (Asp = Asparaginsiure,
His = Histidin, Arg = Arginin, Gln = Glut-
amin, Thr = Threonin, Ile = Isoleucin, Pyr
= Pyruvat, NADH = Nicotinamid-adenin-
dinucleotid, reduzierte Form)

dessen Struktur man variieren mochte, und
gewinnt entweder systematisch oder mit ei-
nem Zufallsgenerator eine grofle Zahl von
moglichen Konformationen [47]. Von allen
wird dann die potentielle Energie berechnet
und schliefllich eine Konformation anhand
der niedrigsten Energie ausgewihlt. Dabei
bleibt nattirlich immer die Frage offen, ob die
Zahl der untersuchten Konformationen
wirklich ausreichend war.

Eine dritte Methode, die ebenfalls auf diesen
Kraftfeldern beruht, aber zu komplex ist, um
hier im Detail diskutiert zu werden, ist die
»Molekulardynamik* [48]. Dabei werden den
Atomen zunichst zufillige Geschwindigkei-
ten zugeordnet und deren zeitliches Verhal-
ten wird berechnet. Alle Atome folgen dann
den Kriften des Kraftfeldes gemifl der New-
tonschen Bewegungsgleichung (Kraft =
Masse - Beschleunigung). So entsteht eine Be-
wegungssimulation des Proteins, die prinzi-

piell den Vorteil hat, die Beweglichkeit be-

stimmter Aminosiurereste direkt widerzu-
spiegeln. Diese Methode ist allerdings mit ge-
waltigem Computeraufwand verbunden, und
selbst dann werden nur wenige 107" Sekun-
den im Leben eines Proteins erfafit. In dieser
kurzen Zeit passiert zwar nicht viel, was den
Chemiker direkt interessiert, aber zur Zeit
werden grofle Anstrengungen unternommen,
um aus dieser Talsohle herauszukommen

[49].

Allen diesen Methoden ist ein Kraftfeld ge-
meinsam, dessen Genauigkeit nicht bekannt
ist und von dem deshalb verschiedene Varian-
ten benutzt werden. Da es bisher viel zu we-
nig Riickkoppelung zu experimentellen Da-
ten gibt (und auch keineswegs Einigkeit dar-
tiber herrscht, was letztlich verglichen wer-
den sollte), ist es heute noch nicht méglich,
die Qualitit dieser Berechnungen abzuschit-
zen. Auch wenn die Pionierleistungen der an
diesen Entwicklungen beteiligten Theoreti-
ker gewiirdigt werden miissen, sind diese
Strategien derzeit noch als Forschungspro-
jekte mit unbekanntem Ausgang und nicht
als etablierte Vorhersagemethoden zu be-
trachten.

Das Fazit aus dieser Situation fiir alle Protein-
Engineering-Projekte ist also, da in jedem
Fall eine gewisse Unsicherheit iiber die tat-
sichliche Struktur des verinderten Proteins
besteht, wenn diese nicht experimentell be-
stimmt wurde. Mehrere Arbeitsgruppen ha-
ben deshalb begonnen, eine grofle Zahl ver-
anderter Proteine kristallographisch zu un-
tersuchen [50, 51], um zu systematischen
Aussagen zu kommen.

Verbesserte Enzyme — einige Beispicle aus
der Grundlagenforschung

Protein Engineering, d. h. die gezielte Verin-
derung eines Proteins bekannter Struktur
(iberwiegend durch gentechnische Metho-
den), hat als analytische Technik bereits einen
festen Platz in der Proteinforschung und En-
zymologie [43]. Hier sollen aus der sich ex-
plosionsartig vermehrenden Literatur wenige
Beispiele herausgegriffen werden, die zwar
zur Grundlagenforschung gehéren, aber be-
reits einen Weg zu Anwendungen weisen.

Das erste Beispiel betrifft die Anderung der
Substratspezifitit eines Enzyms. J. J. Hol-
brook et al. [52] beschreiben die erfolgreiche
Umwandlung der Lactat-Dehydrogenase in
Malat-Dehydrogenase (Abbildung 10). Das
Ziel dabei war, das aktive Zentrum des En-
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zyms so umzugestalten, daf es statt der Ver-
bindungen mit der Methylgruppe (in Lactat
und Pyruvat) die Substrate mit der Carboxy-
methylgruppe (in Malat oder Oxalacetat) be-
vorzugt umsetzt. Die Voraussetzung fir ei-
nen Erfolg ist, daf§ der unverinderte Teil des
Substrats in den verinderten Enzymen an der
gleichen Stelle gebunden wird, damit die
Reaktion mit dem Co-Enzym Nicotinade-
nindinucleotid (NAD) nach wie vor stattfin-
den kann. Es wurden zunichst in getrennten
Versuchen zwei saure Seitenketten (Glu-107
und Asp-197) in der Nihe der Bindungsta-
sche gegen die entsprechenden Siureamide
(Gln und Asn) ausgetauscht, um eine Absto-
fung der negativ geladenen Seitenkette des
Malats zu vermeiden. Die geringe, ohnehin
vorhandene Malat-Dehydrogenase-Aktivitit
der Lactat-Dehydrogenase wurde dadurch
zwar nicht erhoht, wohl aber die Lactat-
Dehydrogenase-Aktivitit erniedrigt! Nicht
anders verlief das Experiment nach Aus-
tausch von Thr-246 gegen Gly, um fiir die
sperrigere Carboxymethylgruppe mehr Platz
zu schaffen. Erst der Austausch Gln-102 ge-
gen Arg brachte den Durchbruch, wohl weil
die Ladung der Carboxymethylgruppe jetzt
komplexiert werden kann. Es ist sicher ver-
fritht, schon aus diesem Beispiel allgemeine
Prinzipien iiber Anderungen der Substratspe-
zifitit herzuleiten. Die Verinderung war sehr
klein — die Einfithrung einer zusitzlichen
Carboxylgruppe —, es konnte aber immerhin
gezeigt werden, daf§ ein solcher Ansatz prin-
zipiell méglich ist.

Im zweiten Beispiel geht es um die Anderung
des pH-Optimums eines Enzyms. Eine sol-
che Verinderung kann z.B. sinnvoll sein,
wenn in gekoppelten enzymatischen Reak-
tionen ein gemeinsamer optimaler pH-Wert
fir mehrere Enzyme gefunden werden mufi.
Die Modelluntersuchungen wurden an der
Protease Subtilisin durchgefithrt [53]. Diese
Serin-Protease besitzt einen katalytisch es-
sentiellen Histidin-Rest in Position 64 (His-
64, s. oben). Eine Titrationskurve der Aktivi-
tit gegen den pH-Wert reflektiert den pK -
Wert dieses Imidazolrings. A. R. Fersht und
seine Mitarbeiter erwarteten nun, daf sich
durch elektrostatische Effekte — hervorgeru-
fen durch Verinderungen von Oberflichenla-
dungen auf dem Protein — die Leichtigkeit
der Protonierung von His-64 indern sollte.
Dies konnte in der Tat experimentell bestitigt
werden (Abbildung 11). Es wurden dabei nur
solche polaren Reste auf der Oberfliche aus-
getauscht, die weder fiir die Struktur noch fir
die Substratbindung wichtig sind, sondern
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Kontakt zum umgebenden Wasser haben. Ein
interessantes Ergebnis dieser Arbeiten ist tib-
rigens, dafl die scheinbare Dielektrizititskon-
stante innerhalb des Proteins unerwartet
hoch liegt — bei etwa 50 [53].

In unserem letzten Beispiel geht es um das
Problem, durch Protein Engineering stabilere
Proteine zu erzeugen. Um die dazu konzi-
pierten Strategien zu verstehen, miissen wir
zunichst das Phinomen der Proteinstabilitit
genauer betrachten. Dieses Problem ist du-
Berst komplex und zur Zeit Gegenstand in-
tensiver Forschung. Es kann hier nur in
Grundziigen diskutiert werden. Der native
(gefaltete) Zustand ist bei den meisten Protei-
nen nur um etwa 5 bis 15 kcal - mol~! stabiler
als der denaturierte (ungefaltete) [27]. Ob-
wohl an der Stabilitit der Proteinstruktur
eine Vielzahl von Wechselwirkungen betei-
ligt ist, kann fast jede dieser intramolekularen
Wechselwirkungen auch im ungefalteten Zu-
stand mit dem Losungsmittel Wasser wirk-
sam sein. Im ungefalteten Zustand ist zwar
die Entropie der Proteinkette wesentlich ho-
her als im gefalteten Zustand, doch ist die
Entropie des Losungsmittels durch die Ver-
groflerung der ihm zuginglichen hydropho-
ben Oberfliche im ungefalteten Zustand
niedriger [27]. Es miissen jeweils die Summen
dieser vielen Wechselwirkungen, die inner-
halb des Proteins und zwischen Protein und
Losungsmittel auftreten, im gefalteten und
ungefalteten Zustand verglichen werden.
Diese Differenz ist die freie Energie der Stabi-
lisierung des nativen Zustands, und sie ist ei-
gentlich bemerkenswert gering.

Dennoch gibtes viele rithmliche Ausnahmen.
Phospholipase A, beispielsweise, ein Protein
aus etwa 120 Aminosiuren mit (meistens) sie-
ben Disulfidbriicken, kann ohne Beintrichti-
gung der spezifischen Akuvitit lange ge-
kocht und in organischen Losungsmitteln ge-
lagert werden [54]. Ahnlich verhilt es sich mit
Superoxid-Dismutase, einem Enzym, das in
normalerweise denaturierenden Detergen-
tien (z.B. SDS) oder in 6-molarem Harnstoff
noch enzymatisch aktiv ist [55]. Keines dieser
Proteine entstammt tibrigens einem thermo-
philen Organismus, und die Liste derart sta-
biler Proteine kann beliebig verlingert wer-
den. Das zeigt, daf} Proteine offensichtlich —
zumindest prinzipiell — dramatisch stabili-
siert werden konnen und weckt zunichst
grofle Hoffnungen. Den Praktiker interes-
siert aber eigentlich gar nicht die freie Energie
der Stabilitit des nativen Zustands. IThm
kommt es vielmehr auf die Lebensdauer des
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Verinderungen mittlerer Abstand zu
im Protein Stickstoff - Atomen
von His-64 [A] ApK,
Asp — Ser 99 12,6 -0,40
Glu — Ser 156 14,4 -0,38
Ser — Lys 99 15,0 (~0,25)
Ser — Lys 156 16,5 (=0,25)
Lys — Thr 213 17,6 (?) -0,08
Asp — Gln 36 15,1 0,18
Asp — Lys 99 (13,8) -0,64
Gly — Lys156 (15,5) -0,63
Asp — Ser 99 und
Glu — Ser 156 (13,5) -0,63
Asp — Lys 99 und
Glu — Lys 156 (14,7) -1,00
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physikalische Inaktivierung: chemische Inaktivierung:

® Peptid-Spaltung

@ Hydrolyse von Asn und Gln
@ Oxidation von Cys und Met
@ Racemisierung

@ B-Elimination von Disulfiden

® Adsorption
® Aggregatbildung
@ inkorrekte Faltung

Abb. 11. a) Schematische Darstellung der
Lage wichtiger ionischer Wechselwirkun-
gen in Subtilisin und b) deren Effekt auf
den pK -Wert von His-64.

Abb. 12. Schematische Darstellung der
denkbaren Schritte bei der Inaktivierung
eines Enzyms. Die relative Bedeutung die-
ser Schritte ist bei jedem Protein individuell
verschieden. Die griin umrahmten Stabili-
sierungsstrategien greifen bevorzugt bei
den Reaktionsschritten an, an deren Pfeile
sie eingetragen sind.

Enzyms unter den Reaktionsbedingungen
(oder in der Vorratsflasche) an. Das ist nicht
unbedingt dasselbe und die Ursachen fiir
beide Phinomene kénnen durchaus verschie-
den sein.

Der native Zustand geht unter ,,denaturieren-
den Bedingungen® (z.B. bei hoher Tempera-
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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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