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Definitionen und Begriffe

Antigen: von Anti kdrper- generator

Substanz, die Lymphocyten durch Wechselwirkung mit den spezifischen
Lymphocyten-Rezeptoren aktiviert

Immunogen

Substanz, die eine Immunreaktion auslost

Adjuvans
Substanz, die Immunreaktionen verstarkt, ermdglicht oder modifiziert

Hapten
Substanz, die Antikérper bindet, aber aufgrund zu geringer Grof3e
(M < 4000 g/mol) keine Immunreaktion auslst

Antigenitat
Fahigkeit einer Substanz, eine Immunreaktion zu induzieren und spezifisch mit
Antikdrpern und aktivierten Lymphocyten zu reagieren

grofRe Antigenitat : Proteine

nur B-Zellen: Polysaccharide, Lipide, Nucleinséuren, org. Substanzen
keine Antigenitat : anorganische Substanzen
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Definitionen und Begriffe

Immunogenitat:
Fahigkeit einer Substanz, eine Immunreaktion zu induzieren

Antigene Determinante oder Epitop:
Bindungsregionen der Antigene
ein Epitop: Monovalenz
mehrere Epitope: Polyvalenz
Merke: 1 Antigen kann verschiedene Antikérper erzeugen.

Paratop:
Antigenbindungsstelle des Antikorpers
ein Paratop: Monovalenz
mehrere Paratope: Polyvalenz
Merke: 1 Antikérper-Molekil kann Giber mehrere identische Paratope verfligen.
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Definitionen und Begriffe

Klonalitat
Klonale Selektionstheorie:
Vorfertigung von Ag-spezifischen Rezeptoren an Lymphocyten
bei Auftreten eines Antigens => selektive Aktivierung von ca. 100 Lymphocytenklonen
Vervielféaltigung und Mutation der Zellen zu:
a) cytotoxischen und regulatorische T-Lymphocyten
b) antikorperproduzierende B-Lymphocyten

Ag verfiigen meist Uber mehr als eine Ak-Bindungsstelle

polyklonale Antikdrper: viele Lymphocyten-Klone sind aktiviert: => nattrlich
monoklonale Antikdrper: nur ein Lymphocytenklon wird aktiviert: => kiinstlich
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Aufbau von Antikdrpern

Zwei identische Ketten (H, ~55kDa) und
(L, ~25kDa); uber Disulfidbriicken verknupft

C-terminaler Bereich: e

Hochkonserviert,Strukturdoméanen
(CH,, CH,, CHy,)

N-terminaler Bereich:

Hochvariable Sequenzen (~110 AS)

Leichte
Bilden Ag-Erkennungsstelle (Idiotop) o B
Enthalten:
Framework-Region (FR1-FR4) «ESRZ?.T)

CDR1-CDR3 Hooc Goom
Bereiche grof3ter Variabilitat (~10-15 AS)
=> 1010 Varianten moglich
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Dreidimensionale Struktur eines Immunoglobulin-Mole kuls (1gG)

Fab -Einheit Fab -Einheit

~ Parato|

@ ® schwere Ketten (H)
X9 leichte Ketten (L)
O Kohlenhydrat
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Produktion von (polyklonalen) Antikérpern

N " q Emulsion (Antigen +
(Maus, Kaninchen, Scha) vollst ndiges Adjuvans) ~

Ausl sung der prim ren Immunantwort

2. Immunisierung Emulsion (Antigen +
unvollst ndiges Adjuvans) ~

Ausl sung der sekund ren Immunantwort

Klassenwechsel (IgM -> 1gG)

Antiserum

Blutentnahme:
+ spontanes Agglutinieren und Absetzen der Blutzellen

+ Abtrennung des 'Antiserum' mit polyklonalen Antik  rpern

Blutzellen
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Monoklonale Antikérper (mAK)

Definition:
Sekretionsprodukte einzelner Hybridomzellklone
Verkniipfung der Ak-produzierenden Eigenschaften von B-Zellen mit
Langzeitiiberlebensfahigkeit von Myelomzellen
Vorteile:
Kultivierungsmaoglichkeit
langfristig konstante Produktqualitéat

Herstellung

Prof. Dr. Uwe Bornscheuer, Institut fir Chemie & Biochemie, Abt. Techn. Chem. & Biotechnologie, Universitat Greifswald 9

Vergleich mAK vs. pAK (Immunglobuline, Antisera)

Antisera Monoklonale AntikGrper
Zusammensetzung Mischung unterschiedlicher identische Molekule
Antikorper
Immunologische Erkennung viele Antigene ein einziges Antigenepitop
Vernetzungsfahigkeit hoch (Prazipation, Agglutination,  niedrig-fehlend
(Aviditat) Neutralisierung)
Spezifische Aktivitat niedrig, wegen geringen Anteils hoch, wegen Homogenitat

von wirksamen Immunglobulinen

Immunglobulinklasse mehrere eine
Standardisierung hoher Aufwand geringer Aufwand
Infektionsrisiko bei sehr gering praktisch auszuschlieBen

medizinischer Anwendung
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Charakterisierung von Antikdrpern

A. Titerbestimmung
bei polyklonalen Antikérpern (Vollblut oder Antisera)
Methoden :

Immunprazipitation

Immundiffusion

Immunoassays: Antikdrpertitration

B. Affinitat
Definition: Bindungsenergie  eines Epitops (Ag) zu einem Paratop (Ak)
Methoden:
Bestimmung der Affinitatskonstanten (Scatchard-Plot)
Immunoassays (spéter)
Integriert optische Sensoren (BIACORE) => Kinetik
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Charakterisierung von Antikdrpern

C. Aviditat
Definition: Funktionelle Affinitdt  oder Aviditat ist die gesamte Bindungsenergie eines
polyvalenten Ak zu einem polyvalenten Ag
bei pAk (Antiseren) ist die Affinitdt zu einem Epitop heterogen
Definition : Spezifitat ist die Fahigkeit eines Ak selektiv an die Epitope eines Ag zu binden

D. Kreuzreaktivitat

Definition: Eigenschaft von Ak, die auf spezifische Bindung von strukturell &hnlichen Ag
zuriickzufihren ist

Methoden:

z.B. Immunoassays (spater)

E. Immunglobulinklasse

bei mAk und pAk

Methode:

spezifischer Nachweis mit anti-Antikbrpern
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Rekombinante Antikérper (rAK, rekAK)

Definition:
gentechnisch gewonnene Antikdrper, Ak-Produktion erfolgt durch Klonierung in
Expressionvektoren und Transformation in Wirtszellen (z.B. E. coli, Hefen, Pflanzen)

Strategien:
Modifikation ausgehend von mAk (Hybridoma-Zellen)
Mutagenese durch Herstellung von DNA-Bibliotheken
(Kombination von H-Ketten und L-Ketten)

Vorteile:
Herstellung in ‘einfachen Wirten’ im grof3en MaRstab und zu geringen Kosten moglich
Vermeidung von Tierversuchen
Maoglichkeit zur schnellen Veranderung von Ak-Eigenschaften durch gentechnische
Modifikation (=> , Phage-Display )
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Katalytische Antikodrper: Historisches

1948: L. Pauling postuliert, dass katalytische Aktivitat durch Komplementaritat
zum Ubergangszustand begriindet ist

1969: B. Jencks postuliert, dass "one way to do synthesize an enzyme is to
prepare an antibody to a haptenic group which resembles the transition state of
a given reaction"; daher auch die Namen oder

1975: Kohler und Millstein Gberwinden die experimentellen Probleme durch
Entwicklung der Hybridoma-Technologie und damit zur Herstellung von mAKs.
1986: R. Lerner und P. Schultz berichten (unabhéngig voneinander!) die ersten
tatsachlich katalytisch aktiven Antikdrper. Diese katalysieren die Hydrolyse
eines Arylesters bzw. eines Carbonates

>1986: zahlreiche Publikationen zu katalytischen Antikdrpern
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Katalyt. AK: Konzept

Konzept

Modell des Ubergangszustandes (Hapten) dient als Basis fiir Antikorper-Screening

Bibliotheken werden erzeugt und durch Bindungs-Experimente durchmustert
Identifizierte AKs werden detailliert untersucht
Modellreaktion
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Katalytische Antikdrper

Schritte und beteiligte Disziplinen in der Produktio n katalytischer Antikdrper

START
CHOICE CHEMISTRY HAPTEN
of Target | —————=| Design TS Analog as Protein
Reaction _~~| Organic Synthesis Conjugate
Design
/ \
PROTEIN CHEMISTRY MOLECULAR IMMUNOLOGY
Mechanistic Analysis e @L@'G'Y . Hybridoma
Structure Determination Bl st Technology
' SCREEN
far binding
NOVEL ENZYMOLOGY MONOCLONAL
CATALYTIC b et Do Screen for ANTIBODIES
ANTIBODIES Catalysis
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Katalytische Antikdrper: Erzeugung

Anforderungen an die Chemie, die angedachte Reaktion muss:

1
2)
3)
4)
5)

Eine leichte, aber meRRbare Autohydrolyse aufweisen
Sehr gut mechanistisch untersucht sein

Moglichst aus wenigen (einem) einfachen Schritt bestehen
Einfach und sehr sensitiv zu messen sein

Die Erzeugung eines synthetisch darstellbaren Ubergangszustandanaloga (UZA)

erlauben

Anforderungen an die Immunologie / Screening:

1) Konjugation von zahlreichen Kopien des UZA an ein Tréagerprotein zur
Herstellung monoklonaler Aks

2) Screening erfolgte anfanglich tber ELISA, heutzutage tber die BlIAcore-Technik
(Oberflachen-Plasmon-Resonanz-Technologie) oder catELISA (Uber
Produktbildung, nicht nur Bindung)

3) Noch besser: tber Selektion (Phage-Display mit Suizid-Substraten etc.)
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Katalytische Antikdrper: Hapten-Design

Methoden:

1) Ubergangszustandanaloga (UZA)

2) Bait and Switch (Lockvogeltaktik)

3) Entropiefallen

4) Desolvation

5) Supplementation chemischer Funktionalitat

Ubergangszustandanaloga

Meist auf hydrolytische Reaktionen beschrankt

Von 80 Beispielen fir hydrolytisch-aktive catABs basieren 47 auf der Spaltung

Acylgruppen
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Haptene flr Acylrest-Spaltungsreaktionen
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Katalytische Antikdrper
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Abzyme Conditions Knd keat 4 K;3
Identity
6D4 * pHB;25°C 19pM 0027s! 0.16pM

Basierend auf Phosphonat 3 wurden Antikérper erzeugt, die Ester 4 spalten kdnnen
(R. Lerner group, Scripps, La Jolla, USA).
Die Haptenreste, die an der Erkennung des AK beteiligt sind, sind in Fett hervorgehoben.
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Katalytische Antikdrper

e}
0 0

Q
N2 G
OZN-Q-O‘P\UNN‘@ OgN—Q—OJ\O/\V ~
6

5

Abzyme Conditions Kn6 keat 6 K5
Identity

MOPC167 pH7;30°C 208uM 0.007s! 5uM

Naturliche AK waren in der Lage Phosphat 5 als Antigen zu binden und hydrolysierten das
p-Nitrophenylcholincarbonat 6 (Schultz, USA).
Die Haptenreste, die an der Erkennung des AK beteiligt sind, sind in Fett hervorgehoben.
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Katalytische Antikdrper

Bindungstasche von AK 48G7 komplexiert mit p-Nitrophenyl-4-carboxybutanphosphat. Die
Nummerierung von Aminoséureresten in AK basiert auf dem Abstand vom N-Terminus der
jeweiligen (H oder L) Kette.
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Stereoselektive Hydrolyse von Amiden

Beachte: Im Gegensatz zur Spaltung von Estern funkt  ionierten
Phosphonate nicht als Ubergangszustandanalogal!
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Stereoselektive Hydrolyse von  a-Phenylethanol-Derivaten
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'Stereoselektive' Hydrolyse fluorierter Substrate
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Katalytische Antikdrper: Bait and Switch

Prinzip basiert auf Ladungs-Ladungs-Interaktionen

CDR-Variabilitat bestimmt Interaktion zwischen Antigen und Antikdrper

Hapten funktioniert als Beute (bait), da es entgegen gesetzte Ladung relativ zum
Antikdrper tréagt. Hierdurch identifizierte AKs (die gut 'binden’) werden anschlieend in
einem switch dem realen Substrat ‘ausgesetzt'; nach dem zu erwartenden Produkt

wird gescreent

Beispiele:
b-Eliminierungsreaktionen
Acyl-Transfer-Reaktionen
cis-trans-Alken-Isomerisierungen
Dehydratisierungsreaktionen

Prof. Dr. Uwe Bornscheuer, Institut fir Chemie & Biochemie, Abt. Techn. Chem. & Biotechnologie, Universitat Greifswald 27

Katalytische Antikdrper:  b-Eliminierung

Anstieg der Reaktionsrate fiir
43D4-3D12;

Sequenzierung zeigt, dass Glu#tH
fur Aktivitat verantwortlich ist
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Katalytische Antikdrper - Bait and Switch

Aus ersten Erfolgen abgeleitete Erkenntnisse:
Eine geladene Gruppe ist notwendig fur die Katalyse
Verwendung 'positiver' und 'negativer' Haptene vorteilhaft, die auf
verschiedene Regionen der Bindungsregion abzielen
Eine Kombination aus Ladung und Modell (mimicry) war notwendig um
hydrolytische Esteraseaktivitat zu generieren
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Katalytische Antikdrper: Entropiefallen

Prinzip basiert auf Kontrolle der translationalen und rotationale n Entropie
Wichtig fiir intramolekulare Reaktionen, z.B. Umlagerungen

Beispiel: Umlagerung von Chorismat zu Prephenat durch Chorismat-Mutase

UZA weist pseudo-diaxiale Konformation auf.

Analog: Diels-Alder-Antikdrper

Spontan: 1(25C)
E.coli: 300 000 (25<)
AK 1F7: 250 (14<C)

AK 11F1-2E11: 10 000 (10C)
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Chorismat-Mutase Antikorper
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Katalytische Antikdrper: Entropiefallen

Analog: Diels-Alder Reaktion mit katalyt. Aks
Wichtig: fur diese Reaktion wurde bislang kein naturliches Enzym gefunden!

(bestes Beispiel in Literatur: 1200)
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Wie gut sind katalytische Antikorper ?

Stewart & Benkovic untersuchten die Ratenerhdéhung fiir 60 katAKs.

Ratenerhdhung kann aus Verhéltnis von K, (fur das Substrat) und K; (fur Ubergangs-

zustandanaloga) vorhergesagt werden.

Aber: sehr starke Abweichungen, R2 = 0.6, Steigung (ausgezogene Linie) weicht stark

von berechneter (gestrichelte Linie) ab.
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Von Antikdrpern bislang katalysierte Reaktionstypen

Hydrolyse aliphatischer Ester
Hydrolyse von Arylestern
Hydrolyse von Carbonaten
Hydrolyse von Amiden
Hydrolyse von Phosphatestern
Eliminierungsreaktionen
Decarboxylierungen
Retro-Diels-Alder
Isomerisierungen
Umlagerungen
Aldol-Reaktionen

Diels-Alder Reaktionen
Acyl-Transfer-Reaktionen
Oxidationen
Acetyl-Cholinesterase
Lactat-Dehydrogenase

(kcat/ kuncat)
1.4*106
6.3 * 106
1.2*108
25*105
5.5* 108
8.8 * 10*
1.0 * 108 ()
3.8*102
1.5*104
1.9*10%
2.0*10°
2.6 * 103
5.5* 104
9.4 * 108

[min-1]
47
1200
4.9
800
4.0

19

27 000
47

4.8

18

14 000
11

14

8.2

1 500 000
60 000
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Katalytische Antikdrper - Beispiel Nikotinersatz

Tabakinhaltsstoffe und Metabolite Haptensynthese flr (R)- oder (S)-Nornikotin
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Beispiel Nikotinersatz - Synthese des ( S)-Nikotin-Haptens
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Beispiel Nikotinersatz - erste Ergebnisse
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Weitere Anwendung von Antikérpern
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Eine Anmerkung zum Schluf

Kritiker behaupten:

Die zahlreichen Mif3erfolge héatten leicht in einem:

publiziert werden kdnnen....
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Literatur und Internet-Seiten zum Thema

Biotechnology Series, Vol. 8b, Chapter 11, Wiley-VGMeinheim
http://www.rcsb.org/pdb/molecules/pdb21_3.html
http://www.whfreeman.com/immunology/CHO5/catab.htm

http://lwww.protein.ethz.ch/antibody.shtml
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