




















Neue Enzyme 

zyms so umzugestalten, dal5 es statt der Ver­
bindungen mit der Methylgruppe (in Lactat 
und Pyruvat) die Substrate mit der Carboxy­
methylgruppe (in Malar oder Oxalacetat) be­
vorzugt umsetzt. Die Voraussetzung fur ei­
nen Erfolg ist, dag der unveranderte Teil des 
Substrats in den veranderten Enzymen an der 
gleichen Stelle gebunden wird, damit die 
Reaktion mit dem Co-Enzym Nicotinade­
nindinucleotid (1 AD) nach wie vor stattfin­
den kann. Es wurden zunachst in getrennten 
Versuchen zwei saure Seitenketten (Glu-107 
und Asp-197) in der Nahe der Bindungsta­
sche gegen die entsprechenden Saureamide 
(Gln und Asn) ausgetauscht, um eine Absto-
15ung der negativ geladenen Seitenkette des 
Malats zu vermeiden. Die geringe, ohnehin 
vorhandene Malar-Dehydrogenase-Aktivitat 
der Lac tat-Dehydrogenase wurde dadurch 
zwar nicht erhoht, wohl aber die Lactat­
Dehydrogenase-Aktivitat erniedrigt! Nicht 
anders verlief das Experiment nach Aus­
tausch von Thr-246 gegen Gly, um fur die 
sperrigere Carboxymethylgruppe mehr Platz 
zu schaffen. Erst der Austausch Gln-102 ge­
gen Arg brachte den Durchbruch, wohl wei! 
die Ladung der Carboxymethylgruppe jetzt 
komplexiert werden kann. Es ist sicher ver­
fruht, schon aus diesem Beispiel allgemeine 
Prinzipien uber Anderungen der Substratspe­
zifitat herzuleiten. Die Veranderung war sehr 
klein - die Einfuhrung einer zusatzlichen 
Carboxylgruppe -, es konnte aber immerhin 
gezeigt werden, dal5 ein solcher Ansatz prin­
zipiell moglich ist. 

Im zweiten Beispiel geht es urn die Anderung 
des pH-Optimums eines Enzyms. Eine sol­
che Veranderung kann z. B. sinnvoll sein, 
wenn in gekoppelten enzymatischen Reak­
tionen ein gemeinsamer optimaler pH-Wert 
fur mehrere Enzyme gefunden werden muK 
Die Modelluntersuchungen wurden an der 
Protease Subtilisin durchgefuhrt [53]. Diese 
Serin-Protease besitzt einen katalytisch es­
sentiellen Histidin-Rest in Position 64 (His-
64, s. oben). Eine Titrationskurve der Aktivi­
tat gegen den pH-Wert reflektiert den pK.­
Wert dieses Imidazolrings . A. R. Fersht und 
seine Mitarbeiter erwarteten nun, dal5 sich 
durch elektrostatische Effekte - hervorgeru­
fen durch Veranderungen von Oberflachenla­
dungen auf dem Protein - die Leichtigkeit 
der Protonierung von His-64 andern sollte. 
Dies konnte in der Tat experimentell bestatigt 
werden (Abbildung 11). Es wurden dabei nur 
solche polaren Reste auf der Oberflache aus­
getauscht, die weder fur die Struktur noch fur 
die Substratbindung wichtig sind, sondern 
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Kontakt zum umgebenden Wasser haben. Ein 
interessantes Ergebnis dieser Arbeiten ist ub­
rigens, dal5 die scheinbare Dielektrizitatskon­
stante innerhalb des Proteins unerwartet 
hoch liegt - bei etwa 50 [53]. 

In unserem letzten Beispiel geht es urn das 
Problem, durch Protein Engineering stabilere 
Pruteine zu erzeugen. Urn die dazu konzi­
pierten Strategien zu verstehen, mussen wir 
zunachst das Phanomen der Proteinstabilitat 
genauer betrachten. Dieses Problem ist au-
15erst komplex und zur Zeit Gegenstand in­
tensiver Forschung. Es kann hier nur in 
Grundzugen diskutiert werden. Der native 
(gefaltete) Zustand ist bei den meisten Protei­
nen nur urn etwa 5 bis 15 kcal· mol- 1 stabiler 
als der dena turierte ( ungefaltete) (27]. Ob­
wohl an der Stabilitat 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
grol5erung der ihm zuganglichen hydropho­
ben Oberflache im ungefalteten Zustand 
niedriger (27]. Es mussen 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 gibt es viele ruhmliche Ausnahmen. 
Phospholipase A2 beispielsweise, ein Protein 
a us etwa 120 Aminosauren mit (meistens) sie­
ben Disulfidbriicken, kann ohne Beintrachti­
gung der spezifischen Aktivitat lange ge­
kocht und in organischen Losungsmitteln ge­
lagert werden [54]. Ahnlich verhalt es sich mit 
Superoxid-Dismutase, einem Enzym, das in 
normalerweise dena turierenden Detergen­
tien (z. B. SDS) oder in 6-molarem Harnstoff 
noch enzymatisch aktiv ist [55]. Keines dieser 
Proteine entstammt ubrigens einem thermo­
philen Organismus, und die Liste derart sta­
biler Proteine kann beliebig verlangert wer­
den. Das zeigt, dal5 Proteine offensichtlich -
zumindest prinzipiell - dramatisch stabili­
siert werden konnen und weckt zunachst 
grol5e Hoffnungen. Den Praktiker interes­
siert aber eigentlich gar nicht die freie Energie 
der Stabilitat des nativen Zustands. Ihm 
kommt es vielmehr auf die Lebensdauer des 
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b 
Veranderungen 
im Protein 

mittlerer Abstand zu 
Stickstoff- A to men 
von His-64 [A] ll p K, 

Asp - Ser 99 
Glu Ser 156 
Ser ___, Lys 99 
Scr ___, Lys 156 
Lys ___, Thr 213 
Asp ___,Gin 36 
Asp ___, Lys 99 
G ly ___, Lys 156 
Asp ___, Ser 99 und 
Glu ___, Ser 156 
Asp ___, Lys 99 und 
Glu ___, Lys 156 
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physikalische Inaktivierung: 

• Adsorption 
e Aggregatbildung 
e i nkorrektc Faltung 

12,6 
14,4 
15,0 
16,5 
17,6 (?) 
15,1 

(13,8) 
(15,5) 

(13,5) 

(14,7) 

-0,40 
-0,38 

(- 0,25) 
(- 0,25) 
-0,08 
-0,18 
-0,64 
-0,63 

-0,63 

-1,00 

chemischc Inaktivicrung: 

e Peptid-Spaltung 
e H ydrolysc von Asn und Gin 
e Oxidation von Cys und Met 
• Racemisierung 
• !}-Elimination von Disulfiden 

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 jed em Protein individuell 
verschieden. Die gri.in 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 fur 
beide Phanomene konnen durchaus verschie­
den sein. 

Der native Zustand geht unter ,denaturieren­
den Bedingungen" (z. B. bei hoher Tempera-
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tur, bei unangemessenen Salzkonzentratio­
nen, bei extremem pH-Wert oder in Gegen­
wart eines Denaturierungsmittels wie Ham­
staff oder Guanidiniumhydrochlorid) uber 
eine Serie von Intermediaten in eine mehr 
oder weniger ungeordnete Kettenform uber 
[27]. Ein solches Faltungs-Intermediat kann 
nun auf unterschiedlichste Art weiterreagie­
ren. Nur umer bestimmten Bedingungen 
(meist: niedrige Proteinkonzentration, ,rich­
tiger" pH-Wert, ,richtige" Salzbedingungen, 
geringe Mengen von Harnstoff oder Guanidi­
niumhydrochlorid, urn Aggregations-Reak­
tionen zu vermeiden) kann das Imermediat 
zum nativen Zustand zuruckreagieren . In den 
meisten Falleh wird etwas anderes passieren 
(Abbildung 12): Das Intermediat wird che­
misch inaktiviert [56], es aggregiert, es adsor­
biert an die Gefagwand 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, mug man die Ursache des 
Aktivitatsverlusts kennen [56]. Nur durch die 
Behebung der eigentlichen Ursache kann die 
Stabilitat erhoht werden. Zweitens: Es gibt 
dafur zwei Ansatzpunkte: an dem reversiblen 
Schritt zwischen nativer Struktur und einem 
partiell denaturierten Imermediat oder an 
dem anschliegenden, fur dieses Enzym rele­
vamen irreversiblen Schritt. 

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

e die optimale Packung innerhalb des hy­
drophoben Kerns eines Proteins [57]; don 
durfen weder gegenseitige sterische Behinde­
rungen noch Locher vorkommen; 

e elektrostatische Effekte, wie z. B. geladene 
Aminosaure-Seitenketten, die mit Helix­
Dipolen imeragieren und damit das Protein 
stabilisieren [58]; 

e Netzwerke aus Wasserstoffbrucken-Bin­
dungen [59]; 

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

Ein Test dieser H ypothese im Labor des Au­
tors [61] soli die Problematik verdeutlichen. 
Im Enzym Glyceraldehydphosphat-Dehy­
drogenase (GAPDH, einem Tetramer a us vier 
identischen Umereinheiten) wurden in ge­
trennten ExperimenteD aile in Helices vor­
kommenden Glycin-Reste durch Alanin­
Reste ersetzt. N ur ein 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, dag der Verlust der Aktivitat nicht 
mit der Entfa!tung 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, dag es 
sorgfaltiger Analysen bedarf, um auf diesem 
Gebiet Erkenntnisse fur zukunftige rationale 
Ansatze sammeln zu konnen. 

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 aile anderen 19 
Aminosauren 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 Stabilitat eines 
Proteins beeinflussen [63]. In verschiedene 
Mutanten des T4-Lysozyms, die sich in ihrer 
Stabilitat unter reversiblen Denaturierungs­
bedingungen unterscheiden, wurden die glei­
chen stabilisierenden Disulfide eingebaut. Es 
wurde gezeigt, dag dadurch (zumindest in 

diesem Protein) die reversible Reaktion gar 
nicht beeinflugt wird, sondern dag die s-s­
Brucken offensicht!ich eine Aggregation oder 
Mig-Faltung der parriell entfalteten Interme­
diate verhindern und damit deren irreversi­
blen Abgang vermeiden. Allerdings haben 
Proteine eine gewisse Individualitat, und es 
ist noch unklar, wie weit diese Ergebnisse auf 
andere Proteine ubertragbar sind. Intramole­
kulare [64] oder intermolekulare [65] Disul­
fid-Brucken wurden zur Stabilisierung be­
reits in mehrere Proteine eingebaut. 

Dieser kurze Abrig sollte den gegenwarrigen 
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 
erlautern . Selbst wenn bis heute noch keines 
dieser vera nderren Proteine zur Marktreife 
entwickelt wurde, ist dieses Ziel bei der ra­
santen Entwicklung doch bereits abzusehen. 
Es bleibt allerd ings 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 schliemich die 
vollige Neukonstruktion eines Enzyms. Es 
soli hier aber nicht um Science Fiction gehen, 
denn der ,Neuentwurf eines Enzyms auf 
dem Reigbrett" ware momentan nichts an­
deres. Vielmehr soli eine vollig empirische 
Strategie vorgestellt werden, die uns zum An­
fang des Artikels zuruckbringt: Die Verwen­
dung von Antikorpern zur Katalyse. 

Die Idee wurde zum ersten Mal im Jahr 1969 
in schrift!icher Form von W. P. Jencks [66], 
ubrigens in einem Lehrbuch, geaugert. Wenn 
ein Enzym wirklich so gebaut ist, daiS sein ak­
tives Zentrum strukturell dem Ubergangszu­
stand der zu katalysierenden Reaktion kom­
plementar ist, so meinte Jencks, mugte man 
dieses Konzept auch umdrehen konnen: Ein 
Protein mit einer entsprechenden Struktur 
sollte dann ebenfalls diese Reaktion kataly­
sieren . Nun ist das Immunsystem in der Lage, 
Antikorper gegen prinzipiell jede chemische 
Verbindung zu erzeugen. Es sollte also auch 
moglich sein, gegen Dbergangszustands­
Analoga gerichtete Antikorper herzustellen . 
Die Frage ist, ob ein solcher Antikorper kata­
lytische Aktivitat hat. 
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Bereits wenige Jahre spater wurde diese Idee 
von mehreren Arbeitsgru ppen unabhangig 
voneinander, aber in allen Fallen mit nur ma-
11igem Erfolg getestet (67] . Der Mil1erfolg be­
ruhte wahrscheinlich darauf, dal1 die durch 
Antikorper verursachte Reaktionsbeschleu­
nigung sehr klein ist. Im polyklonalen Anti­
serum machen, selbst nach gezielter Immuni­
sierung, spezifische Antikorper nur einen 
Bruchteil der Immunglobuline aus. Zudem 
waren einige der ersten Versuche sehr ehrgei­
zig und wollten hohe Energiebarrieren be­
zwingen, so dal1 nicht jede moderate Reak­
tionsbeschleuigung entdeckt worden ware, 
wei! die Reaktion dann immer noch zu Iang­
sam abgelaufen ware. Ein Durchbruch gelang 
erst, als monoklonale Antikorper'' zugang­
lich wurden (68]. Erst damit hatte man Pro­
teinkonzentrationen zur Verfugung, mit de­
nen auch geringe katalytische Aktivitaten 
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 Antikorpermolekul selbst der 
Veranderung durch Protein Engineering zu­
ganglich machen. Damit werden die Mog­
lichkeiten, zu katalytischen Antikorpern zu 
gelangen, erheblich erweitert (70-72]. 

Die Strategie, durch Immunisierung einer 
Maus katalytische Antikorper zu erzeugen, 
soli an einigen Beispielen demonstriert wer­
den. Gleich von zwei Arbeitsgruppen wur­
den Antikorper hergestellt, die eine Claisen­
Umlagerung katalysieren (73]. Beide Grup­
pen wahlten die Umlagerung der Chorismin­
saure zur Prephensaure (Abbildung 13), die 
als Teil der Biosynthese der aromatischen 
Aminosauren in Bakterien- und Pflanzenzel­
len ablauft und don vom Enzym Chorismat­
Mutase katalysiert wird (74]. Uber den Me­
chanismus der nicht-enzymatischen Reak­
tion ist bekannt, dal1 der Ubergangszustand 
Sesselform hat und dal1 im Ubergangszustand 
die C-0-Bindung vor der Bildung der neuen 

* Unter monoklonalen Antikorpern versteht 
man Antikorper, die nur aus einer molekula­
ren Spezies bestehen, im Gegensatz zum po­
lyklonalen Antiserum, das eine Mischung 
vieler Spezies enthalt. Durch Immunisierung 
erhalt man ein polyklonales Antiserum, wo­
gegen monoklonale Antikorper durch die so­
genannte H ybridromzellen-Technik herge­
stellt werden. 
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C-C-Bindung zum grol1ten Teil gebrochen 
ist. Auch die enzymatische Reaktion (etwa 
106-fach schneller) verlauft uber einen sessel­
formigen Ubergangszustand. Es wurde daher 
von beiden Arbeitskreisen ein stabiles Ana­
logon dieses sesselformigen Ubergangszu­
stands synthetisiert (4 in Abbildung 13) und 
uber einen Anker an ein immunogenes Pro­
tein gekoppelt. (Ohne eine Kopplung an ein 
Makromolekul lassen sich normalerweise 
keine Antikorper erzeugen.) Dieses Uber­
gangszustands-Analogon hemmt die Choris­
mat-Mutase mit einer Dissoziationskon­
stante von etwa 0,15 jlmol·I- 1, wahrend das 
Substrat mit einer Dissoziationskonstante 
von nur etwa 4ljlmol·I- 1 bindet. Beide Grup­
p en konnten jeweils einen Antikorper fin den, 
der nicht nur das Antigen bindet, sondern tat­
sachlich 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
tat des Ubergangszustands (4, 8]. Vor allem ist 
interessant, dal1 durch die Antikorper die Ak­
tivierungsenthalpie der Reaktion im Ver­
gleich zur unkatalysierten Reaktion nur we­
nig (von 20,7 kcal·mo]- 1 auf 18,3 kcal ·mol- 1) 

gesenkt wird, aber die Aktivierungsentropie 
immerhin von -12,85 cal·K-l.moi- 1 auf -1 ,2 
cal·K-l.moi- 1 sinkt (69] . Die Abwesenheit 
von Losungsmittel-Isotopeneffekten macht 
es wahrscheinlich, dal1 dieser Antikorper aus­
schliel1lich durch seine dem Ubergangszu­
stand komplementare Umgebung die Reak­
tion beschleunigt. Dagegen benutzt das En­
zym moglicherweise eine kovalente Katalyse 
(74] und fuhrt deshalb zu hoheren Beschleu­
mgungen. 

Eine etwas abgewandelte Strategie wurde be­
nutzt, urn einen Antikorper als Katalysator 
fur die P-Eliminierung 5 ---. 6 zu gewinnen 
(75]. Bei enzymatischen Reaktionen werden 
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Abb. 13. Reaktion der Chorismat-Mutase. 
Chorismat 1 geht uber einen sesselformi­
gen Obergangszustand 3 in Prephenat 2 

uber. Das Obergangszustands-Analogon 4 
wurde zur Messung der Bindung an den ka­
talytischen Antikorper in der freien Form 
4a eingesetzt, zur Derivatisierung eines im­
munogenen Proteins dagegen mil entspre­
chendem Verbindungsstuck 4b. Die Werte 
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k,., und KM bezeichnen die katalytischen 
Konstanten der Antikorper, die von zwei 16 

verschiedenen Arbeitsgruppen gemessen 
wurden [59]. 
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Abb. 14. a) Als Immunogen wurde das Te­
trapeptid ~-Aia-Phe-~-Aia-Giy mit Phe­
nylpyruvat verknupft, reduziert und mit 
einem Cobalt-Trien-Komplex (Trien = 
H 2N-CH2-CH2-NH-CH2-CH2-NH-CH2-
CH2-NH2) zusammengegeben, urn einen 
stabilen Komplex zu erhalten. (Die kova­
lente Bindung an ein immunogenes Pro­
tein ist hier nicht gezeigt.) b) Als Substrat 
fur den erhaltenen peptid-spaltenden Anti­
korper wurden das mit Phenylpropion­
saure oder Phenylbuttersaure derivatisierte 
Tetrapeptid 8 sowie verschiedene Metaii­
Trien-Komplexe eingesetzt. c) Die beiden 
prinzipiellen Moglichkeiten, wie ein Me­
tall-Ion in der Bindungstasche die Peptid­
Hydrolyse beschleunigen konnte: links als 
Lewis-Saure, rechts als allgemeine Base. 

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

Abb. 16. Schematische Darstellung der 
Strategie, Antikorper-Fragmenle in E. coli 
zu produzieren. Im Cytoplasma werden die 
Vorlaufer-Proteine fur die variablen Do­
manen V H und V L' jeweils mit einer bakte­
riellen Signal-Sequenz fusioniert, in redu­
zierter Form am Ribosom synthetisiert. 
Dabei werden die Signai-Sequenzen abge­
spalten, die Domanen falten sich, die Disul­
fid-Bindungen bilden sich aus (Oxidation), 
und die beiden Ketten lagern sich zum 
funktionellen Fv-Fragment zusammen. 
Eine vollig analoge Strategie fuhrt zum F ab­
Fragment. 
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solche Prozesse meist durch Basen kataly­
siert. Das Antigen 7 sollte also solche Anti­
korper selektieren, die an der gewunschten 
Stelle eine Aminosaure enthalten, welche bei 
neutralem pH-\Xfert 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, urn Antikorper mit 
einer Ladungskomplementaritat zu erzeugen. 
Diese Strategie fuhrte ebenfalls zum Erfolg, 
d. h. zu einer magigen, aber megbaren Kata­
lyse . 

Ein drittes Beispiel soli zetgen, dag 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 Antikorper 
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 uber ein Amin und eine 
Carboxylgruppe einen Cobalt-Trien-Kom­
plex (Trien = Triethylentetramin) binder. In 
die eigentliche Reaktion wurden dann das Te­
trapeptid, ein separates Trien-Molekul sowie 
verschiedene Metall-Ionen gemeinsam mit 

· dem Antikorper eingesetzt. Die Idee war, den 
Antikorper dazu zu bringen, eine Bindungs­
tasche sowohl fur das Peptid als auch fur den 
Metaii-Trien-Komplex auszubilden. Auf 
diese Weise sollte das Metall in Nachbarschaft 

der zu spaltenden Bindung sitzen urid don 
entweder als Lewis-Saure eine Carbonyl­
gruppe polarisieren oder als Base ein \Xfasser­
Molekul 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 \\lech­
selzahl von 10- 4 s- 1 eine Peptidbindung spal­
tet. 

Dieses letzte Beispiel stellt eine groge Pio­
nierleistung dar, zeigt aber auch, wie weir 
diese Technik noch vom ,Enzym nach MaW' 
entfernt ist. Die hier vorgestellten Beispiele 
sind nur eine Auswahl (neuere Dbersichtsar­
tikel vgl. [69]), demonstrieren aber den Stand 
der Moglichkeiten, durch Immunisierung zu 
neuen Katalysatoren zu gelangen. Das Beson­
dere an dieser Technik ist, dag ohne irgend­
welche Kenntnisse uber 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 mug das Potential dieser Strategie 
doch kritisch analysiert werden. Zweifellos 
lassen sich mit dem schier unerschopflichen 
Antikorper-Repertoir fur zahlreiche Sub­
strate potentielle Katalysatoren entwickeln. 

Allerdings ist fraglich , ob die bisher erreich­
ten doch recht geringen Aktivitaten noch we­
sentlich gesteigert werden konnen. Das Im­
munsystem ist nicht auf die Ausbildung von 
Nucleophilen eingerichtet, da die Selektion 
ausschlieglich durch die Bindung des Anti­
gens bestimmt wird . Die Bindung von Me­
tall-Ionen kann wohl auch nur dadurch er­
reicht werden, dag ein Chelat-Molekul Teil 
des Immunogens bei der Immunisierung ist 
und dieses Chelat dann Co-Substrat wird. 
Schlieglich wird maximale Reaktionsge­
schwindigkeit dann erreicht, wenn der pK.­
Wert einer katalytischen Gruppe etwa dem 
pH-Wert wahrend der Reaktion entspricht­
also fur Enzyme meist in der Nahe des Neu­
tralpunkts liegt. Durch Ladungskomplemen­
taritat werden jedoch im Antikorper starke 
Sauren und Basen bevorzugt, die als allge­
meine Saure/ Base-Katalysatoren weniger 
geeignet sind. Ein weiteres Problem, das 
ebenfalls mit den geringen Aktivitaten der 
katalytischen Antikorper zusammenhangt, 
ist die Schwierigkeit, die katalytische Aktivi­
tat nachzuweisen, wenn im Dberstand der 
an tikorper-produzierenden H ybridom-Zel­
len gleichzeitig Spuren von Enzymen zuge-
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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 D berlegungen entstand vor 
einigen Jahren im Labor des Au tors das Pro­
jekt, mit den Methoden des Protein Engineer­
ing den katalytischen Antikorper selbst zu 
verandern [70-72]. Wahrend die Techniken 
zur Veranderung von D TA-Sequenzen wohl­
bekannt sind, war die Expression (also die 
Biosynthese des Proteins aus dem rekombi­
tlanten Gen) fur gentechnisch veranderte An­
tikorperproteine nur mit gro~em Aufwand 
und gering~n Ausbeuten moglich. Es wurde 
deshalb im Labor des Autors eine Technik 
entwickelt, mit der zum ersten Mal in Bakte­
rien (Escherichia coli) die F"- oder F.b­
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). Don bilden sich im oxidieren­
den Milieu die Disulfidbrucken aus, und die 
beiden Doman en V Lund V H konnen sich zu­
sammenlagern . Das Protein kann in einem 
einzigen Schritt durch Affinitats-Chromato­
graphie mit dem immobilisierten Hapten 
(Antigen) gereinigt werden. 

Fur diese Untersuchungen wurde der phos­
phorylcholin-bindende Antikorper mit der 
Bezeichnung McPC603 benutzt, dessen drei­
dimensionale Struktur mit gebundenem 
Hapten schon 1974 aufgeklart wurde [77]. 
Die beiden Gene fur das F"-Fragment konn­
ten synthetisiert werden (70], da die Amino­
sauresequenz bekannt war. In detaillierten 
Untersuchungen wurde nachgewiesen, da~ 
das F"-Fragment dieses Antikorpers aus E. 
coli die gleiche Affinirat zu Phosphorylcholin 
besitzt wie der gesamte Antikorper aus der 
Maus [71, 72]. Mit dieser Erkenmnis wares 
moglich, das fur die Antigen-Bindung not­
wendige Protein drastisch zu verkleinern. 

Da dieser Amikorper Phosphorylcholin bin­
der, lag es nahe zu vermuten, da~ er auch eine 
Esterbindung spalten kann (Abbildung 17). 
Bei der Spaltung eines entsprechenden Esters 
durch Wasser (oder ein H ydroxid-Ion) wird 
namlich ein tetraedrisches Intermediat 
durchlaufen. D er Dbergangszustand zu die­
sem Intermediat wird nach dem oben er­
wahnten Postulat von Hammond ebenfalls in 
etwa tetraedrisch sein (Abbildung 2c), also 
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dem Phosphorylcholin ahnlich. Wenn nun 
der Antikorper eine solche Struktur besser 
bindet als das Substrat, sollte er diese Hydro­
lysereaktion katalysieren. 

Es konnte in der Tat nachgewiesen werden, 
da~ 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 Amikorpers beliebig zu veran­
dern und auf diese Weise Einflusse der Struk­
tur auf die Katalyse systematisch zu untersu­
chen. Au~erdem ist es vor kurzem gelungen, 
die rekombinante V L-Domane a us E. coli (78] 
zu kristallisieren, und Arbeiten mit dem F,,­
Fragment sind im Gang. Auch die Struktur 
der veranderten Fragmente sollte dann durch 
Kristallstrukturanalyse direkt bestimmbar 
sein. Hinzu kommt, daE das Fragment in ei­
nem GroEenbereich liegt, in dem Strukturun­
tersuchungen mit Hilfe der NMR-Spektro­
skopie moglich sein sollten. SchlieElich er-

Abb. 17. a) Stereo-Darstellung der Bin­
dungstasche des Antikorpers McPC603 mit 
gebundenem Hapten Phosphorylcholin 
(Sauerstoff und Stickstoff schwarz, Kohlen­
stoff wei6 und Phosphor gro6er und grau). 
Die Aminosaurereste sind von links nach 
rechts: AspL97, TrpH107, AsnH101, Phos­
phorylcholin, GluH35, TyrH33 und 
ArgH52. b) Schematische Darstellung der 
Komplexierung des tetraedrischen lnter­
mediats bei der Esterhydrolyse in der Bin­
dungstasche des Antikorpers. c) Verwende­
tes Su'bstrat 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 Aktivitat. Viele der dabei 
gewonnenen Erkenntnisse werden all­
gemein auf ka talytische Antikorper anwend­
bar sein . Es ist durchaus denkbar, dag mit 
dieser hier entwickelten Methode [71) das ge­
samte immunologischc Repertoire der Maus 
oder des Menschen in Bakterien exprimiert 
werden konnte (erste Vorversuche wurden 
bereits gemacht) [79), urn auf diese Weise zu­
kiinftig katalytische Antikorper zu selektie­
ren, ohne den Umweg iiber die Immunisie­
rung einer Maus zu gehen. 

Es ist wahrscheinlich, dag auf dem Weg zu 
neuen Enzymen langfristig alle diese Strate­
gien kombiniert werden miissen. Der inter­
disziplinare 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. D eren Nutzung 
in verbesserten Katalysatoren sollte die Che­
mie der Zukunft entscheidend beeinflussen. 

Literatur 

[1] E. Fischer: ,Nobel Lec tures - Chemistry 
1901 - 1921", Elsevier Pub!. Comp., Amsterdam 
1966; S 34 H. 
[2] A. Fersht: ,Enzyme Structure and Mecha­
nism". Freeman and Co., San Fransisco 1985; C. 
Walsh: ,Enzymatic Reaction Mechanisms". Free­
man and Co., San Francisco 1979; G. G. H ammes: 
,Enzyme Catalys is and Regulation". Academic 
Press, Orlando 1982; W . P. Jencks: ,Catalysis in 
Chemistry and Enzymology". McGraw-Hill, New 
York 1969; R. D . Gandour und R. L. Schowen 
(Hrsg.): ,Transition States of Biochemical Pro­
cesses". Plenum Press, New York 1978; M. L. Ben­
der, R.]. Bergeron und M. Kamiyama: ,The Bioor­
ganic Chem istry of Enzymatic Catalysis". Wiley 
and Sons, New York 1984; H. Dugas: ,Bioorganic 
Chemistry" . Springer Verlag, Berlin 1981; J. Kraut, 
Science 242, 533 (I988). 
[3] E. Fischer, Ber. deutsch. Chern. Ges. 27, 2985 
(I894). 
[4] ]. B.S. Haldane: ,Enzymes". Longman, Green 
and Co., London 1930, MIT Press, Cambridge, 
USA I965 . 
[5] H . Pelzer und E. Eigner, Z. Phys. Chem. 815, 
445 (I932); H. Eyring, Chem. Rev. 17, 65 (I 935); M. 
G. Evans und M. Polanyi, Trans. Faraday Soc. 31, 
875 (I935). 
[6] W . ]. Moore: , Physical Chemistry". Prentice 
Hall, Englewood Cliffs I972; K.]. Laidler: ,Chern-

Chemie in tmserer Zeit I 24. }ahrg. 1990 I Nr. 4 

ical Kinetics". McGraw-Hill, New York 1965; L. P. 
Hammer: ,Physical Organic Chemistry". 
McGraw-Hill, New York I970; T. H . Lowry und 
K. S. Richardson: ,Mechanism and Theory in Or­
ganic Chemistry" . H arper and Row, New York 
I976. 

[7] Die Diskriminierung des Ubergangszustands 
als wesentliches Element jeglicher Katalyse wurde 
noch fruher erkannt: M. Polanyi, Z. Elektrochem. 
27, I43 (I92I). 

[8] L. Pauling, Chem. Eng. News 24, 1375 
(1946). 

[9] R. Wolfenden, Annu. Rev. Biophys. Bioeng. 5, 
27I (I976). 

[I O] G. S. Hammond, J. Am. Chem. Soc. 77, 334 
(1955). 

[II] S.C. Blacklow, J. D . H ermes undJ. R. Know­
les, in E. -L. Winnacker und R. Huber (Hrsg.): 39. 
Mosbacher Colloquium; S. 59 H.; W. J . Albery und 
]. R. Knowles, Biochemistry 25, 2572 (1986) sowie 
die sechs Artikel von Knowles et al.. unmittelbar 
davor. 

[I2] M. Eigen, Angew. Chem. 75, 489 (I963). 

[13] A. Warshel,]. Agis t und S. Creighton, Proc. 
Nat!. Acad. Sci. USA 86, 5820 (1989); fur eine ge­
genteilige Ansicht vgl.: M.]. S. Dewar und D. M. 
Storch, Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 82, 2225 (1985). 

[14] A. B. Burgi undJ. D. Dunitz, Ace. C hem. Res. 
16, 153 (I983). 

. [IS] F. M. Menger, Ace. Chern. Res. 18, I28 (1985); 
W . P. Jencks, Adv. Enzymol. 43, 2I9 (I975); A.]. 
Kirby, Adv. Phys. Org. Chern. 17, I83 (1980); T. C. 
Bruice, A. Brown, und D . 0. Harris, Proc. Nat!. 
Acad. Sci. USA 68, 658 (1971); D. R. Storm und D. 
E. Koshland jr.,J. Am. Chem. Soc. 94,5805 (1972). 

[I 6] R. T. Raines, E. L. Sutton, D. R. Straus, W. 
Gilbert und]. R. Knowles, Biochemistry 25, 7 142 
(I986). 

[I7] ]. Kraut, Ann. Rev. Biochem. 46, 331 
(1977). 

[I 8] P. Carter und]. A. Wells, Nature 332, 564 
( I988). 

[I9] A. R. Fersht, R.]. Leatherbarrow und T. N.C. 
Wells, Trends Biochem. Sci. 11, 321 (1986). 

[20] G. Wiegand und S.]. Remington, Annu. Rev. 
Biophys. Chem. 15, 97 (1986). 

[21] T. Alber, D. W . Banner, A. C. Bloomer, G. A. 
Petsko, D . Phillips. P. S. Rivers und I. A. Wilson, 
Philos. Trans. R. Soc. London Ser. B 293, 159 
(198 1); D. G . Gorenstein, Chern. Rev. 87, 1047 
(I987). 

[22] R. Huber und W. S. Bennett, Biopolymers 22, 
26I ( I983). 

[23] D. B. Kell, Trends Biochem. Sci. 7, 349 (I982); 
G. R. Welch, B. Somogyi und S. Damjanovich, 
Progr. Biophys . Mol. Bioi. 39, I09 ( I982); P. A. 
Srere, Trends Biochem. Sci. 9, 387 (1984). 

[24] R. Breslow, Science 218, 532 (1982); R. Bres­
low, Adv. Enzymol. 58, I (1986); F. P. Schmidt-

chen, Top. Curr. Chem. 132, 10 1 (I986); ]. Rebek, 
Science 235, 1478 (1987); D. ]. Cram, Angew. 
Chern. 100, 1041 (I988); J.-M. Lehn, Angew. 
Chern. 100, 92 (1988); F. Diederich, Angew. Chern. 
100, 372 ( I988). 

[25] D as ist eigentlich ein Widerspruch in sich. Da 
viele Enzymmodelle zwar keinen , Turnover" kata­
lys ieren, aber dennoch wichtige Einblicke in En­
zymmechanismen gewahren und in der Literatur 
als Modellenzyme bezeichnet werden, so llen sie 
auch hier mit diesem Begriff bezeichnet werden. 

[26] W . L. Mock, T. A. Irra, ]. P. Weps iec und M. 
Adhya,]. Org. Chern. 54, 5302 (1989). 

[27] C. B. Anfinsen, Science 181, 223 (I973); T. E. 
Creighton , Prog. Biophys. Mol. Bioi. 33, 231 
(1978); R. Jaenicke, Prog. Biophys. Mol. Bioi. 49, 
I17 ( I987). 

[28] W. G. ]. Hoi, Pro g. Biophys. Mol. Bioi. 45, I49 
(1985). 

[29] D . K. Srivasta und S. A. Bernhard, Ann. Rev. 
Biophys. Biophysical Chern . 16, I75 (1987). 

[30] W. ]. Albery und ]. R. Knowles, Angew. 
Chern. 89, 295 (1977); ].]. Burbaum, R. T. Raines, 
W. ]. Albery und]. R. Knowles, Biochemistry 28, 
9 293 (1989). 

[31] Die Frage, ob Enzyme wirklich kinetisch op­
timiert sind, ist z. B. von Bedeutung, wenn man den 
Selektionsdruck auf den Reaktionsmechanismus 
und auf die Stereochemie verstehen will: S. A. Ben­
ner, Chern. Rev. 89, 789 (1989) . 

[32] J. P. Guthrie, ]. Am. C hern. Soc. 99, 3991 
(1977). 

[33] K. Kieslich: ,Microbial Transformations" . 
Georg Thieme, Stuttgart 1976; M. Luckner: ,Se­
condary Metabolism in Microorganisms, Plants, 
and Animals". Springer Verlag, Berlin 1984. 

[34] R. Jaenicke, Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 10, I 
(1981); R. Jaenicke, Forum Mikrobiol·. 10, 435 
(1988). 

[35] Zur Stabilitat von Proteinen vgl. auch: R. L. 
Baldwin und D. Eisenberg, in D. L. Oxender und 
C. F. Fox (Hrsg.): , Prote in Engineering". Alan 
Liss, New York 1987; S. 127- 148 . 

[36] R. A. H erbert und G. A. Codd (Hrsg.): ,Mi­
crobes in extreme environments" . Academic Press, 
London 1986; T. D . Brock (Hrsg.): , Thermo­
philes". Wiley-Intersc ience, New York I986. 

[37] M. Matsumura und S. Aiba, ]. Bioi. Chem. 
260, I5298 ( I985); P. H. Clarke und R. Drew, Bio­
science Reports 8, 103 (1988); L. B. Evnin und C. S. 
Craik, Ann. N. Y. Acad. Sci. 542, 61 ( I988). 

[38] ]. H. Mi ller: ,Experiments in Molecular 
Genetics". Cold Spring Harbor, New York I972; 
M. Smith, Ann. Rev. Genet. 19, 423 ( 1985). 

[39] S. A. Goff, S. R. Short-Russell und]. F. Dice, 
DNA 6, 38I (I987); P. Hubner , S. Iida und W.Ar­
ber, Gene 73, 3I9 ( I988); S. S. Ner, D. B. Goodin 
und M. Smith, DNA 7, I27 ( I988);J. D. H ermes, S. 
M. Parekh, S. C. Blacklow, H. Koster und ]. R. 
Knowles, Gene 84, 14 3 ( 1989). 

197 



Neue Enzyme 

(40] B. C. Cunningham und J. A. Wells, Protein 
Eng. 1, 319 (1987). 

(41] H. Liao, T. McKenzie und R. Hageman, Proc. 
Na t!. Acad . Sci. USA 83,576 (1 986); T. Alber undJ. 
A. Wozniak, Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 82, 747 
(1985); P. Bryan, M. Rollence,J. Wood, S. D odd, M. 
\Xfhitlow, K. H ardman und M. Pantoliano, J. Cell. 
Biochem. 13A, 66 (1989); A. A. Pakula und R. T. 
Sauer, Protei ns 5, 202 (1989). 

(42] A. Hall und J. R. Knowles, Nature 264, 803 
(1976). 

(43] W. V. Shaw, Biochem. J. 246, 1 (1987); J. R. 
Knowles, Science 236, 1252 (1987); R. J. Leather­
barrow und A. R. Fersht, Protein Eng. 1, 7 (1986); 
R. Wetzel, Protein Eng. 1, 3 (1986); J. A. Gerlt, 
Chern. Rev. 87, 1079 (1987). 

(44] T. L. Blundell und L. N. Johnson: ,Protein 
Crystallography" . Academic Press, New York 
1976. 

(45] K. Wuthrich: ,NMR of Proteins and N ucleic 
Acids" . Wiley Intersc ience, New York 1986. 

(46] J. A. McCammon und S. C. Harvey: , Dy­
namics of Proteins and N ucleic Acids" . Cambridge 
University Press 1987; ]. H ermans: ,Molecular D y­
namics and Protein Structure". Polycrystal Book 
Service, Western Springs, Illinois 1985. 

(47] C. Chothia, A.M. Lesk, M . Levitt, A. G. Amit, 
R. A. Mariuzza, S. E. V. Phillips und R. J. Polj ak, 
Science 233, 755 (1986); R. M. Fine, H. Wang, P. S. 
Shenkin, D. L. Yarmush und C. Levinthal, Proteins 
1, 342 (1986); P. S. Shenkin , D. L. Yarmush, R. M. 
Fine, H . Wang und C. Levinthal, Biopolymers 26, 
2053 (1987); R. E. Bruccoleri und M. Karplus, Bio­
polymers 26, 137 (1987). 

(48] \V.f . F. van Gunsteren, Pro tein Eng. 2, 5 (1988); 
P. Kollman und W. F. van Gunsteren, Meth. Enzy­
mol. 154, 430 (1987). 

(49] Beispielsweise konnen die kurzen Simulatio­
nen durchaus ausreichen, um mit Hilfe eines geeig­
neten thermodynamischen Cyclus grob die Unter­
schiede der freien Energie zwischen zwei (sehr ahn­
lichen) Zustanden abzuschatzen, wie z. B. den 
Unterschied der Bindungsenergie zweier sehr 
ahnlicher Varianten eines Inhibitors am Enzym. 
Eine Zusammenfassung verschiedener Ansatze fin­
der sich z. B. in W. F. van Gunsteren und P. K. Wei­
ner: ,Computer Simulations of Biomolecula r 
Systems". Escon Science Publishers, Leiden 
1989. 

(50] R. Bott, M. Ultsch, J. Wells, D . Powers, D. 
Burdick, M. Struble, J. Burnier, D . Estell , J. Miller 
und T. Graycar, ACS Symp. Series 334, 139 (1987). 

(51] B. W. Matthews, Biochemistry 26, 6885 
(1987); T. Alber, Annu. Rev. Biochem. 58, 765 
(1989). 

(52] H. M. Wilks, K. W. Hart, R. Feeney, C. R. 
Dunn, H . Muirhead, W. l . Chia, D. A. Barstow, T. 
Atkinson, A. R. Clarke und J. J. Holbrook, Science 
242, 1541 ( 1988). 

198 

(53] A. J. Russel , P. G. Thomas, und A. R. Fersht,J. 
Mol. Bioi. 19 3, 803 ( 1987); A. J. Russell und A. R. 
Fersht, Nature 328, 496 (1987). 

(54] E. A. D ennis, in P. D. Boyer (Hrsg.): ,The En­
zymes". 3. Auf!. , Bd. 16., Academic Press, New 
York 1983; S. 307 ff.; E. A. Dennis, P. L. Darke, R. 
A. D eems, C. R. Kensil und A. Pli.ickthun, Mol. 
Cell. Biochemistry 36, 37 (198 1). 

(55] H . J. Forman und I. Fridovich, J. Bioi. Chern . 
248, 2645 (1973); D. P. Malinowski und I. Frido­
vich, Biochemistry 18, 5055 (1979). 

(56] T. J. Ahern und A.M. Klibanov, Science 228, 
1280 (1985). 

(57] M. Matsumura, W. J. Beck tel und B. W. Mat­
thews, Nature 334, 406 (1988); J. T . Kellis, N . Ny­
berg, D . Sali und A. R. Fersht, Nature 333, 784 
(1988); vgl. auch: J. W. Ponder und F. M. Richards, 
J. Mol. Bioi. 193, 775 (1987). 

(58] H. N icholson, W. J. Becktelund B. W. Mat­
thews, Nature 335, 651 (1988); D. Sali, M. Bycroft 
und A. R. Fersht, Nature 336, 740 (1988). 

(59] T. Alber, S. Dao-pin, K. Wi lson, J. A. Woz­
niak, S. P. Cook und B. W. Matthews, Nature 330, 
41 (1987). 

(60] B. W. Matthews, H. N icholson und W. J. 
Becktel, Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 84, 6 663 
(1987); vgl. auch: M. H. H echt, J. M. Sturtevant, 
und R. T. Sauer, Proteins 1, 43 (1986). 

(61] C. Ganter und A. Pli.ickthun, Biochemistry, 
im Druck (1990). 

[62] D. A. Estell , T. P. Graycar und J. A. Wells, J. 
Bioi. Chern. 260, 651 8 (1985). 

(63] R. Wetzel, L. J. Perry, \Y/. A. Baase und W. J. 
Becktel, Proc. Nat!. Acad. Sci. USA 85, 401 (1988); 
R. Wetzel, Trends Biochem. Sci. 12, 478 (1987). 

(64] C. Mitchinson und J. A. Wells, Biochemistry 
28, 4 807 (1989); J. A. Wells und D. B. Powers, J. 
Bioi. Chern. 261, 6564 (1986); M. W. Pantoliano, R. 
C. Ladner, P. N . Bryan, M. L. Rollence, J. F. Wood 
und T. L. Poulos, Biochemistry 26, 2077 (1987); 
L. J. Perry und R. Wetzel , Science 226, 555 (1984). 

(65] R. Glockshuber, M. Malia, I. Pfitzinger und 
A. Pli.ickthun, Biochemistry 29, 1362 (1990); R. T. 
Sauer, K. H ehir, R. S. Stearman, M. A. Weiss, A. 
Jeitler-Nilsson, E. G. Suchanek und C. 0. Pabo, 
Biochemistry 25, 5992 (1986). 

(66] W. P.Jencks: ,Catalys is in Chemistry and En­
zymology", McGraw-Hill, New York 1969; S. 288 . 

(67] L. I. Slobin, Biochemistry 5, 2 836 (1966); V. 
Raso und B. D. Stollar, Biochemistry 14, 584 
( 1975); V. Raso und B. D. Stollar, Biochemistry 14, 
591 (1975); F. Kohen, Z. H ollander, J. F. Burd und 
R. C. Boguslaski, FEBS Lett. 100, 137 (1979); F. 
Kohen, J. B. Kim, H. R. Lindner, Z. Eshhar und B. 
Green, FEBS Lett. 111 , 427 (1980); F. Kohen, J. B. 
Kim, G. Barnard und H. R. Lindner, Biochim. Bio­
phys. Ac ta 629, 328 (1980). 

[68] G. Kohler und C. Milstein, Nature 256, 495 
(1975). 

(69] R. A. Lerner und S. J. Bencovic, Bioessays 9, 
107 (1988); P. G . Schultz, Science 240, 426 (1988); 
P. G. Schultz, Angew. Chem. 101, 1336 (1989); M. 
J. Powell und D. E. Hansen, Prot. Eng. 3, 69 (1989); 
G. M. Blackburn, A. S. Kang, G. A. Kingsbury und 
D. R. Burton, Biochem. J. 262, 381 (1989). 
(70] A. Pli.ickthun, R. Glockshuber, I. Pfitzinger, 
A. Skerra und J. Stadlmi.iller, Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Bioi. 52, 105 (1987). }ftfJ 
(71] A. Skerra und A. Pli.ickthun, Science 2/2, 1038 
(1988); A. Pli.ickthun und A. Skerra, Meth. Enzy­
mol. 178, 497 (1989). 
(72] A. Pli.ickthun, R. Glockshuber, A. Skerra und 
J. Stadlmi.iller, Behring Inst. Mitt. , im Druck. 
[73] D. Y. Jackson, J. W. Jacobs, R. Sugasawara, S. 
A. Reich, P. A. Bartlett und P. G. Schultz, J . Am. 
Chem. Soc. 110,4841 (1988); D . Hilvert, S. H . Car­
penter, K. D . Nared, M. T. M. Auditor, Proc. Nat!. 
Acad. Sci. USA 85, 4953 (1 988). 
(74] S.D. Copley undJ. R. Knowles, ] . Am. C hern. 
Soc. 107, 5306 (1985); K. Addadi, E. K. Jaffe und J. 
R. Knowles, Biochemistry 22, 4494 (1983); R. M. 
Coates, B. D . Rogers, S. J. Hobbs, D . R. Peck, D.P. 
Curran, J. Am. Chem. Soc. 109, 1160 (1987); S. G . 
Sago, T. S. Widlanski, J. H . Hoare, C. E. Grim­
shaw, G . A. Berchtold und J. R. Knowles, J. Am. 
Chern. Soc. 106,2701 (1984); W. J. Guilford, S.D. 
Copley und J. R. Knowles, J. Am. Chem. Soc. 109, 
5013 (1987). 
(75] K. M. Shokat, C. J. Leumann, R. Sugasawara 
und P. G. Schultz, Nature 338, 269 (1989). 
(76] B. L. Ive rson und R. A. Lerner, Science 243, 
11 84 ( 1989). 
[77] D . M. Segal, E. A. Padlan, G. A. Cohen, S. Ru­
dikoff, M. Potter und D. R. Davies, Proc. Nat! . 
Acad. Sci. USA 71, 4298 (1974); Y. Satow, G. H . 
Cohen, E. A. Padlan und D. R. Davies, ]. Mol. Bioi. 
190, 593 (1986 ). 
(78] R. Glockshuber, B. Steipe, R. Huber und A. 
Pli.ickthun, J. Mol. Bioi., im Druck. 
(79] W. D. Huse, L. Sastry, S. A. Iverson, A. S. 
Kang, M. Alting-Mees, D . R. Burton, S.J. Bencovic 
und R. A. Lerner, Science 246, 1275 (1989); E. S. 
Ward, D. Gi.issow, A. D. Griffiths,,P. T. Jones und 
G. Winter, Nature 341, 544 (1989). 

Dr. A. Pli.ickthun, geb. 1956 in H eidelberg, 
Studium der Chemie in Heidelberg. Promo­
tion 1982 bei Ed Dennis an der University of 
California at San Diego (La Jolla). Von 1982 
bis 1985 Postdoctoral Fellow an der Harvard 
University bei Jeremy Knowles. Seit 1985 
Leiter einer selbstandigen Arbeitsgruppe am 
Genzentrum der Universitat Mi.inchen im 
Max-Planck-Institut fur Biochemie, Martins­
ried. Habilitation 1989. Arbeitsgebiet: Pro­
tein Engineering. 

Cbemie in unsaer Zeit I 24. ]abrg. 1990 I Nr. 4 


