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Im heutigen Zeitalter der Molekular-
biologie wird die Kristallisation von
Proteinen hiufig als erster notwendi-
ger Schritt betrachtet, um Strukturin-
formationen durch die Rontgenstruk-
turanalyse zu erhalten. Anders gese-
hen sind Proteinkristalle aber auch
Stoffe, deren chemische und physika-
lische Eigenschaften sie fiir eine Reihe
anderer Disziplinen interessant und
niitzlich machen. Trotzdem war bisher
die praktische Anwendung kristalliner
Proteine stark eingeschrinkt, was auf
ihre Briichigkeit sowie die anhaltende

Wachstum und ihre Formulierung zu-
riickzufiihren ist. Gliicklicherweise er-
wiesen sich diese Probleme als 16sbar.
Eine systematische Untersuchung der
Biophysik und Biochemie der Protein-
kristallisation hat gezeigt, dass man
neue Kkristalline Proteine mehr oder
weniger nach Belieben zuverléssig her-
stellen kann. Diese Kristalle lassen sich
wiederum leicht chemisch oder mecha-
nisch verstéirken, sodass sie sich fiir die
Vermarktung eignen. Heute werden
diese neuen Materialien als Industrie-
katalysatoren fiir
von Biotherapeutika und fiir umwelt-

freundliche Reaktionen sowie zur
enantioselektiven ~ Chromatographie
von Pharmazeutika und Feinchemika-
lien kommerziell eingesetzt. In naher
Zukunft wird sich ihr Anwendungsbe-
reich noch vergroflern und die Reini-
gung und Formulierung von Protein-
therapeutika sowie die Entwicklung
von Adjuvans-verringerten Impfstof-
fen umfassen.

Stichworter: Biotransformationen

\Skepsis in Bezug auf ihr planméBiges

Enzymkatalyse - Medizinische Che-

die Herstellung mie - Proteinkristalle Wirkstoff-
Forschun

¢ J

1. Einleitung

Die meisten Wissenschaftler assoziieren Proteinkristalle
sehr stark mit struktureller Biologie: Ihre Erzeugung ist der
notwendige erste Schritt — oder notwendiges Ubel — zur
Durchfithrung von Rontgenstrukturanalysen. In Anbetracht
der bemerkenswerten durch die makromolekulare Kristallo-
graphie bewirkten Fortschritte, die unser Verstindnis von
biologischen Vorgédngen auf molekularer Ebene gemacht hat,
ist dieser Interessenschwerpunkt vollig berechtigt. Bis Mai
2001 wurden auf der Internetseite der Protein Data Bank
12514 durch Rontgenstrukturanalyse ermittelte Strukturen
von Membranproteinen, Enzymen, Nucleinsduren und Pro-
tein-Nucleinsdure-Komplexen, Hormonen und ihren Rezep-
toren, Kohlenhydraten, Peptiden und Viren verdffentlicht.[!
Viele dieser Strukturen beschreiben die atomare Anordnung
von Komplexen spezifischer Liganden mit therapeutisch
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interessanten Zielproteinen. In zahlreichen Féllen fiihrte
diese Information zu bewihrten Medikamenten, die durch
Struktur-bezogenes Design entwickelt wurden.! Viele As-
pekte dieses riesigen und umfassenden Gebiets sind in der
Literatur behandelt.?!

Eine der ersten Anwendungen makromolekularer Kristal-
lisationsmethoden ist die Reinigung von Urease aus Jack-
bohnen durch Sumner 1926, die als Auftakt zu weiteren
biochemischen Untersuchungen dieses Enzyms diente.l!
Sumners Arbeit liegt zeitlich vor dem 1934 von Bernal und
Crowfoot erbrachten Nachweis, dass Kristalle des Enzyms
Pepsin Rontgenstrahlen bei atomarer Auflosung beugen
koénnen.) Schon vor den Versuchen von Sumner gab es
bereits im 19. Jahrhundert mehrere Kristallisationen von
Himoglobinen, Samenproteinen und anderen nichtenzyma-
tischen Proteinen, die von Fruton!”! und McPherson beschrie-
ben wurden.[®!

Abgesehen von ihrer Verwendung zur Strukturaufkldrung
und - in begrenztem Umfang — zur Reinigung von Proteinen
wurden Proteinkristalle in der Vergangenheit wenig genutzt.
Dies kann teilweise auf die speziellen Bedingungen zuriick-
gefiihrt werden, unter denen Proteinkristalle gewohnlich
wachsen und gehandhabt werden, da diese mit den meisten
in Betracht gezogenen Anwendungen weitgehend unverein-
bar sind. Zudem sind Makromolekiilkristalle ziemlich briichig
und neigen selbst unter verhiltnismaBig milden Bedingungen
dazu, sich aufzulosen oder zu zerspringen.
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Vor diesem Hintergrund wollten wir quervernetzte Enzym-
kristalle (cross-linked enzyme crystals, CLECs)"! und spéter —
etwas allgemeiner — quervernetzte Proteinkristalle (cross-
linked protein crystals, CLPCs) mit erheblich hoherer Stabili-
tat und verbesserten Gebrauchseigenschaften herstellen, die
den Routineeinsatz derartiger Enzyme und anderer Proteine
bei den in der chemischen Produktion herrschenden drasti-
schen Bedingungen erméglichen.'’ CLECs werden derzeit
bei der Synthese von Feinchemikalien, chiralen Zwischen-
stufen und Peptiden verwendet. Diese Umsetzungen werden
heute nicht nur im LabormalBstab, sondern auch groBtech-
nisch mit mehreren Kilogramm Katalysator und Tausenden
Kilogramm des Produkts durchgefiihrt.

Im Verlauf unserer Untersuchungen galt unser Interesse
auch anderen Anwendungen der Kristalle sowie weiteren
Verbesserungen von Kristallisations- und Vernetzungsmetho-
den. Zu diesen nachstehend detailliert besprochenen An-
wendungen gehoren:

1) die Kristallisation als ,,Routine“-Verfahren zur Reinigung
von Proteinen und anderen Makromolekiilen

2) die Stabilisierung von Proteintherapeutika, um die Frei-
setzung des Wirkstoffs zu erleichtern und die Haltbarkeit
vor der Verwendung zu verldngern

3) die Nutzung neuer mikropordser CLPCs als ,bioor-
ganische Zeolithe“ und chirale Triger in der Chromato-
graphie

4) der Abbau von Nervengiften zur biologischen Wieder-
herstellung und zivilen Verteidigung

5) biomedizinische Anwendungen wie Lumenaltherapien
(siche Abschnitt 4.4.1), selbstadjuvierende Impfstoffe
und Biosensoren

Bemerkenswert an all diesen Uberlegungen ist, dass uns die

Natur solche exakt aufgebauten Makromolekiile gegen eine

verhidltnisméBig geringe Anstrengung unsererseits zur Verfii-

gung stellt. Wie Bernal und Crowfoot in ihrer historischen

Veroffentlichung feststellen, ist ,,...the arrangement of atoms

inside the protein molecule... of a perfectly definite kind*.

Die Proteinmolekiile in einem Kristall sind ,,...relatively

dense globular bodies, perhaps joined together by valency

bridges, but in any event separated by relatively large spaces
which contain water”. Die RegelmiBigkeit, Einheitlichkeit
und Prizision eines Kristallgitters — Merkmale, die bei

Beugungsexperimenten effektiv genutzt werden — implizieren

andere Eigenschaften und Wirkungen, deren Anwendung

bisher noch nicht genug untersucht wurde. Welche anderen

Mittel konnten beispielsweise dazu dienen, Objekte atomarer

-
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GroBenordnung wie einen Cofaktor oder eine prosthetische
Gruppe in einem Protein exakt in einer bestimmten rdum-
lichen Anordnung zu positionieren, indem man nur seine
Finger benutzt!

2. Kristallogenese: Ordnung aus dem Chaos

Uber die Wissenschaft der Kristallogenese wurde einge-
hend und umfassend berichtet.l''l Proteinmolekiile aggregie-
ren durch Ubersittigung bei hoher Proteinkonzentration
sowie in Gegenwart von Reagentien oder unter Bedingungen,
die die Loslichkeit von Proteinen verringern. Werden die
Losungsbedingungen auf geeignete Weise verédndert, spiegeln
die sich zuerst bildenden intermolekularen Assoziationen
(Abbildung 1a-c) die gleichen Wechselwirkungen wider, die
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Abbildung 1. Serin-Carboxypeptidase II in der P4,2,2-Kristallform.
a) Raumliche Darstellung der Kontaktregion;!"¥! b) Querschnitt durch ein
inneres Molekiil (rot) der Elementarzelle, die an intermolekularen Kon-
takten beteiligten Bereiche sind gelb hervorgehoben, darunter ist die in (a)
gezeigte Region mit ausgedehnten Kontakten sowie zwei weitere Regionen
mit weniger Kontakt; ¢) Querschnitt durch einen hypothetischen Prikris-
tallisationskomplex; d) Kristallisationskern (siche Tabelle 2).

sich spédter im Korper des letztendlich gebildeten makro-
skopischen Kristalls fortsetzen (Abbildung 1d)."l Diese an-
fanglich gebildeten Komplexe haben vollig andere physiko-
chemische Eigenschaften als die resultierenden Kristalle, was
sich beispielsweise in den oft unterschiedlichen Bedingungen
duflert, die zur Bildung von Kristallisationskeimen einerseits
und zum Kiristallwachstum aus solchen Impflingen anderer-
seits erforderlich sind.

Die Prékristallisationskomplexe konnen recht klein sein
und aus nur fiinf oder zehn Elementarzellen bestehen.
Abbildung 1¢ zeigt in einem Modellquerschnitt, wie ein
derartiger Prikristallisationskomplex fiir die Serin-Carboxy-
peptidase I1 in der von Liao et al.l’! beschriebenen tetrago-
nalen Kristallform aussehen konnte. Abbildung 1d gibt hin-
gegen ein wesentlich groBeres kristallines Aggregat aus etwa
30 Elementarzellen wieder, das ein Kristallisationskern fiir
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die weitere Kristallisation durch geordneten Zuwachs von
Proteinen unter Ubersittigungsbedingungen sein konnte.
Durch weiteres Wachstum kann anschlieBend ein groBer
makroskopischer Kristall entstehen, der sich fiir eine Ront-
genstrukturanalyse eignet. Sowohl die Bildung des Kristalli-
sationskeims als auch das Wachstum erfolgen in iibersattigten
Losungen, in denen die Proteinkonzentration den Wert ihrer
Gleichgewichtsloslichkeit iiberschreitet. Vor kurzem konnte
die Struktur der Prikristallisationskomplexe des Proteins
Apoferritin und ihr Ubergang zu Kristallisationskernen durch
Rasterkraftmikroskopie (AFM, atomic force microscopy)
direkt sichtbar gemacht werden.['¥ Eine Erweiterung dieser
Untersuchungen auf eine groflere Zahl von Makromolekiilen
konnte erheblich zu unserem Verstdndnis der entscheidenden
ersten Schritte bei der Kristallbildung beitragen.

Die Methoden und Mechanismen der Bildung von Pro-
teinkristallen, die sich fiir die Rontgenstrukturanalyse eignen,
wurden ausfiihrlich beschrieben.”] Zur Herstellung von
CLECG: ist die Batch-Kristallisation zweifellos die Methode
der Wahl. Dieses Verfahren ist recht viel versprechend, denn
es ist einfach und ldsst sich auch im grolen Maf3stab durch-
fithren.'! Mit dieser Methode konnten wir mehr als vierzig
Proteine unterschiedlicher Herkunft, z.B. Glycoproteine,
Enzyme, Antikorper und Hormone, mit relativen Molekiil-
massen von 1-500 kDa kristallisieren. Einige dieser Kristalle
sind in Abbildung 2 wiedergegeben.

Durch Steuern der Kristallisationskinetik kann die Grofie
der Kristalle verdndert werden. Im Allgemeinen liefern
schnellere Kristallisationsprozesse kleinere Partikel. Fiir viele
chemische Anwendungen, die eine vielfache Wiederverwen-
dung des Katalysators verlangen, werden Kristalle von 50—
150 um bevorzugt, da sie gute Filtriereigenschaften in Ver-
bindung mit hoher Aktivitdt bieten. Kleinere Kristalle
(< 5um) eignen sich besser fiir biomedizinische und andere
Anwendungen, bei denen eine Wiederverwendung nicht
notwendig ist. In einigen Fillen konnen aus kleineren
Kristallen groflere porose Aggregate hergestellt werden, um
so die Sedimentationseigenschaften zu erhohen, ohne die
Substrat/Produkt-Diffusionscharakteristik zu beeinflussen.

2.1. Kiristallisation als Mittel zur Reinigung

Kristallinitdt ist immer mit Reinheit assoziiert worden.
Tatsdchlich hatten die ersten Arbeiten tiber Proteinkristallisa-
tion die Reinigung von reinen homogenen Proteinen aus
komplexen Extrakten zum Ziel. Dass aus verhéltnismaBig
rohen Gemischen Proteinkristalle geziichtet werden konnen,
bewiesen die bereits 1840 durchgefiihrte Kristallisation des
Proteins Hdmoglobin durch Hunefeld sowie die nachfolgen-
den Kristallisationen durch Reichert und Brown.!'] Weitere
eindrucksvolle Beispiele wie die Kristallisation von Ferritin
aus frischer geschnittener Pferdemilz durch einfaches Zuge-
ben zweiwertiger Ionen,'®! die direkte Kristallisation von
Lysozym aus EiweiB['’l und die Kristallisation von Albumi-
nen, Pflanzenproteinen und Enzymen wurden von McPher-
son beschrieben.?” Viele dieser Kristallisationen wurden im
Gramm-MaBstab durchgefiihrt und lieferten hohe Ausbeuten
an Protein.
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Abbildung 2. Ausgewihlte Enzymkristalle. a) und b) Lipase aus Pseudomonas cepacia (VergroBerung: x 360); c) Alkoholdehydrogenase aus Thermo-
anaerobacter ethanolicus (x 720), d) Glucose-Oxidase aus Aspergillus niger (x 720); ¢) Schweineleberesterase (x 720); f) und g) Everlase (x 360 bzw. x 180);
h) und i) Savinase (x 180); j) Subtilisin aus Bacillus licheniformis (x 720); k) Humanserumalbumin (x 720); 1) und m) Lipase aus Candida antarctica (x 360
bzw. x 180); n) Thermolysin aus Bacillus thermoproteolyticus (x 180); o) Urease aus Jackbohnen (x 360); p) H254R-Organophosphor-Hydrolase (x 360);
q) Organophosphorsédure-Anhydrolase aus Alteromonas sp. (x 360); r) Rituximab (x 720); s) Lipase aus Candida rugosa (x 360); t) Penicillin-Acylase aus

E. coli (x 180).

Das Aufkommen und die Anwendung der Rontgenkristal-
lographie brachte fiir das Gebiet der Proteinkristallisation
einschneidende Verédnderungen. Dabei verschob sich das
Interesse von der Entwicklung verldsslicher Reinigungsme-
thoden zur Herstellung von Einkristallen mit Beugungsquali-
tat. Heute ist die Reinigung von Proteinen und anderen
Makromolekiilen durch Kristallisation relativ selten.?!l In
einer Zeit, die von der Chromatographie als dem Haupt-
verfahren zur Reinigung von Proteinen und anderen Makro-
molekiilen beherrscht wird, erscheinen die vor mehr als
hundert Jahren bahnbrechenden Kristallisationsmethoden
altmodisch und hoffnungslos iiberholt.

Die Kristallisation als Reinigungsmethode litt zudem
zunehmend unter der Aura, die das Wachstum von Makro-
molekiilkristallen mit Beugungsqualitidt fiir die Rontgen-
strukturanalyse umgibt. In dieser Hinsicht muss man genau
unterscheiden zwischen Kristallen, die fiir Beugungsunter-
suchungen benotigt werden, und solchen, die anderweitig fiir
die Proteinreinigung oder die Weiterentwicklung zu quer-
vernetzten Proteinkristallen ideal wéren. Erstere miissen
ziemlich groB sein, damit die von ihnen gestreuten Rontgen-
strahlen mit unseren Geriten nachzuweisen sind. Auflerdem
miissen Kristalle mit Beugungsqualitdt entsprechend geord-
net und frei von inneren Fehlern (z. B. Zwillingsbildung) sein,
sodass das Auflosungsniveau Strukturdarstellungen liefert,
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die biologisch relevant sind. Die fiir Reinigungszwecke
hergestellten Kristalle miissen nur so grof sein, dass sie von
Gelostem abgetrennt und isoliert werden konnen, wobei das
Ziel ist, das Verfahren ergiebig, schnell und letztlich 6kono-
misch zu machen.

Diesen Anforderungen entsprechen mehrere grotechnische
Kristallisationen industriell verwendeter Enzyme.?2l Judge
et al. haben Ovalbumin als Modellprotein aus einem Gemisch
mit 2 Gew.-% Ovalbumin, 0.167 Gew.-% Conalbumin und
0.167 Gew.-% Lysozym in >99 % Reinheit kristallisiert.’]

Hohe Ausbeuten und Reinheit wurden bei einer Kristalli-
sation im groBen MaBstab von Thermolysin®®* und Candida-
rugosa-Lipase (CRL) erzielt.® Das zweite Beispiel ist
besonders aufschlussreich: Zuerst wurde reines CRL durch
Ionenaustauschchromatographie erhalten und danach eine
Kristallisationsmethode entwickelt. Mit diesem Verfahren
konnte reines CRL aus einem kommerziell erhiltlichen
Gemisch mit 5-6 Gew.-% CRL und mindestens drei weiteren
Enzymen (weniger als 2 Gew.-%) erhalten werden.

Diese und andere Beispiele belegen, dass die groBtech-
nische Proteinkristallisation eine wirkungsvolle Alternative
zu klassischen Reinigungsmethoden ist, da sie Reinigungs-
verfahren rationalisieren und hochkonzentrierte Aufschlam-
mungen des reinen Proteins liefern kann, die fiir weitere
Formulierungen zur Verfiigung stehen.

Angew. Chem. 2001, 113, 22622281
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2.2. Quervernetzung

Wihrend bei der Kristallisation von
Proteinen eine exakte rdumliche Mole-
kiillanordnung entsteht, fiihrt eine direkt
anschlieende Vernetzung innerhalb des
Kiristalls zum ,,Einschluss“ der Proteine
im kristallinen Zustand — auflerhalb der
zur Kristallisation fithrenden Bedingun-
gen. Aus historischer Sicht ist Glutar-
aldehyd bei weitem das gebrauchlichste
Vernetzungsmittel fiir Enzymbkristal-
le.??! Glutaraldehyd ist ungeféhrlich,
billig und einfach in der Handhabung.
Der Wirkungsmechanismus der Vernet-
zung ist allerdings noch nicht genau
bekannt.””! Die Quervernetzung ist of-
fensichtlich auch in Gegenwart exoge-
ner Amine irreversibel und ldsst sich
nicht mit der einfachen Bildung von
Schiff-Basen erkldren. Da Glutaralde-
hyd ein Gemisch aus Oligomeren unter-
schiedlicher Liange und Struktur bilden
kann,? ist die Umsetzung mit diesem
Vernetzungsmittel nicht genau voraus-
sagbar. Die Vernetzungsbedingungen
(pH-Wert, Temperatur, Konzentratio-
nen und Reaktionsdauer) miissen sorg-
faltig optimiert werden (libermaBiges
Vernetzen kann zu Proteinniederschlé-
gen und Aktivitdtsverlust fithren), um
eine hohe Stabilitdt und Aktivitdt von
CLEC-Katalysatoren zu gewihrleisten.
Trotz dieser Nachteile behielten die mit
Glutaraldehyd vernetzten Enzymkris-
talle fast die gleiche Aktivitit gegeniiber
kleineren Molekiilen und waren wesent-
lich stabiler als die entsprechenden 16s-
lichen Enzyme.

Aufler Glutaraldehyd verwendeten
wir fiir die Quervernetzung von Enzym-
kristallen mehrere homo- und heterobi-

funktionelle Reagentien mit Spacern, deren Liingen 330 A
betrugen (Abbildung 3). Besonders interessant sind die
spaltbaren Reagentien: Wenn die Aktivitdt vollstédndig ver-
netzter Kristalle gegeniiber makromolekularen Substraten
niedrig bleibt (siche Abschnitt 3.1), kann man CLPCs entwi-
ckeln, die unter bestimmten Bedingungen intakt und stabil
bleiben, sich bei gednderter Umgebung aber mit der Zeit
auflosen und aktiv werden. Dies lésst sich durch Andern des

R NO,
Q. ¥el H*Cr
| CCHECHaCH G @=NH2+CI' HACH,C-N=G=N-(CHolg—N-CH
F  NO CHs
DFDNB Glutaraldehyd Traut-Reagens EDC
NO, Q
3 (\,"_ 0 Q o ] SO3Na
QC-O-N Sy S-S-(CHg)g—C-O-Nip Na C-O—Nt;(
N, o] 0 o]
ANB-NOS SPDP Sulfo-HSAB
] O O (]
NaO3S o] 0 SOsNa  NaO38 o} o o SO3Na
N-O-C~(CHp)g—C-O-N N-O-C-O(CHp)p-$-(CH)20-C-O-N
o)
o) ol o} o]
BS Sulfo-BSOCOES

o] Q o] 0
9 e Q Q
N-0-G-(CHz)o-C-OCH,CH0-C(CHy)o~C-O-N [ N-CHaCHoCHoCHaCHoCH~N. |

o 0
° EGS © BMH
Q “CH,N NH,Cr
Z H fo) 0 SO3Na 2N, EAar)
Q : 'C CHpCH,S-SCHoCH,
N S-S‘I—Q‘C"]“(CHz)s‘C‘O'N;:( Haog oS SO G
CHj H
o DTBP
Sulfo-LC-SMPT
OH HQ
Dhevonyonnlonssl) s :
S\ A-8-8-(CHy)a~C-N-(CHp) ;~N-C~(CHo)p~S-8, Na CUN-CH2)pS-S(CHa),N-C N3
N i # N H A
DPDPB BASED

Abbildung 3. Typische Reagentien zur Quervernetzung von Proteinkristallen. DFDNB = 1,5-Difluor-
2,4-dinitrobenzol; EDC = 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid; ANB-NOS = N-5-Azido-
2-nitrobenzoyloxysuccinimid; SPDP = N-Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)propionat; Sulfo-HSAB =
N-Hydroxysulfosuccinimidyl-4-azidobenzoat; BS = Bis(sulfosuccinimidyl)suberat; Sulfo-BSOCOES =
Bis[2-(sulfosuccinimidyloxycarbonyloxy)ethyl|sulfon; EGS = Ethylenglycolbis(succinimidylsuccinat);
BMH = Bismaleimidohexan;  Sulfo-LC-SMPT = Sulfosuccinimidyl-6-[a-methyl-a-(2-pyridyldithio)-
toluamido]hexanoat; DTBP = Dimethyl-3,3"-dithiobispropionimidat - 2HCI; DPDPB = 1,4-Di-[3'-(2-
pyridyldithio)-propionamido|butan; BASED = Bis-[3-(4-azidosalicylamido)ethyl]disulfid.

Olivenol-Assay eine viel niedrige spezifische Aktivitét
(23 Umg"1) als das native losliche Enzym (732 Umg™).
Nach einstiindiger Inkubation der CRL-CLECs mit Cystein
hatten sich die Kristalle jedoch vollstdndig gelost und wiesen
85% ihrer Anfangsaktivitdt auf. Das Prinzip der kontrol-
lierten Auflosung von CLPCs wurde erfolgreich zur Herstel-
lung von Subunit-Impfstoffen, Reinigungsenzymen und Kos-
metika eingesetzt (siche Abschnitt 4.4.2).

Vernetzungsgrads oder durch den Einsatz spaltbarer Vernet-

zungsreagentien erreichen.

Ein interessantes Beispiel fiir die Verwendung spaltbarer

Vernetzungsreagentien gibt Abbildung 4. In Kristallen der

3. Eigenschaften von Proteinkristallen

Candida-rugosa-Lipase (CRL) wurden zuerst mit dem Traut-

Reagens (Abbildung 3) zusitzliche SH-Gruppen eingefiihrt.
AnschlieBend wurden die SH-Gruppen mit dem spaltbaren
homobifunktionellen Reagens DPDPB (Abbildung 3) quer-
vernetzt. Die vollstandig vernetzten CRL-Kristalle zeigen im
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Chemisch vernetzte Proteinkristalle sind gegeniiber Dena-
turierung durch Hitze, organische Losungsmittel und Pro-
teolyse deutlich stabiler als die entsprechenden l6slichen
Proteine (Tabelle 1).1'% 30 Dije Ursache dieser Proteinstabili-
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Abbildung 4. Kontrollierte Auflosung eines mit einem spaltbaren Reagens quervernetzten CLPC.

sierung ist allerdings unklar: Sie konnte auf die Kristallinitét
des Materials, die chemische Modifizierung der Proteine oder
eine Kombination aus beidem zuriickgehen. Wir haben
kiirzlich die physikalische Stabilitdt von Pulverformulierun-
gen der Proteine untersucht und festgestellt, dass kristalline
Pulver von CRL und Glucose-Oxidase erheblich stabiler sind
als amorphe Proteine.’!! Bei erhohter Temperatur kdnnen
kristalline Proteine ihre native Konformation besser erhalten
(siche Abschnitt 4.4.3) und neigen weniger zur Aggregation.
Die Ursache fiir diese konformative Stabilitdt liegt in den
einzigartigen Eigenschaften des kristallinen Zustands. Pro-
teinkristalle sind hochgeordnete dreidimensionale Molekiil-
anordnungen, in denen die Position jedes Molekiils im Raum
genau bestimmt ist.?? Typische amorphe Feststoffe haben
dagegen keine weit reichende Ordnung und demzufolge ganz
andere physikalische Eigenschaften als Verbindungen im
kristallinen Zustand. Das grofiere freie Volumen und die
molekulare Unordnung macht amorphe Stoffe dem fliissigen
Zustand #hnlicher und fiithrt zu einer niedrigeren Gesamt-
stabilitit gegeniiber dem kristallinen Zustand.[*!

Tabelle 1. Stabilitdt quervernetzter Enzymkristalle.

TR kY . é{;"'
7 'lf' IR ; ""*‘%‘ 5

bei Hunderten von Proteinen und
vielen Kristallformen untersucht.! Ei-
ne typische gemeinsame Grenzfliche
bei einem monomeren Protein hat eine
Fliche von 570 A2, umfasst zehn Ami-
nosdurereste von jedem Partner und
enthilt 30 Van-der-Waals-Kontakte.[!
il Diese Zahlen variieren stark mit der
GroBe des Proteins und seiner Kristall-
form, konnen aber eine unzugéingliche
Oberfliche von mehr als 2000 A2 und 100 Aminoséurereste je
Kontakt erreichen. Diese bei der Kristallisation neu ge-
bildeten intermolekularen Proteinkontakte, seien es Wasser-
stoffbriickenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen oder
Salzbriicken, verringern die Beweglichkeit und unterdriicken
die Entfaltung des Proteinmolekiils. Man geht davon aus, dass
die natiirliche Konformation eines Proteins gegeniiber der
entfalteten Struktur nur geringfiigig, um etwa 40 kJmol,
begiinstigt ist. Eine einzige zusitzliche hydrophobe Wechsel-
wirkung (2-26 kJmol™') oder mehrere polare Kontakte
konnen somit die Halbwertszeit eines Proteins um einige
GroBenordnungen erhohen. ]

Bemerkenswerterweise beeinflusst die Grofe des Kristalls
die Proteinstabilitit kaum. Das ldsst sich am besten erkldren,
indem man die relativen Proportionen ,,innerer” Elementar-
zellen in den kleinen Prékristallisationskomplexen, in einem
typischen Kristallisationskern, in einem kleinen, zur Formu-
lierung als CLEC geeigneten Kristall und schlieBlich in einem
grofen, fiir die Rontgenstrukturanalyse geeigneten Kristall
betrachtet. Als innere Elementarzelle bezeichnet man dieje-

Enzym Medium t,, (16slich) t,, (CLEC) Lit.
Thermolysin Tris-Puffer, pH 7.0; 65°C 6h kein Aktivitdtsverlust nach 5 Tagen [9]
50% THF, DMSO, Aceton; 25°C 1.5-8h kein Aktivitdtsverlust nach 5 Tagen
Pronase <5 min >95% Aktivitdt nach 4 Tagen
Alcalase Acetatpuffer, pH 5.7; 60°C 11h kein Aktivitdtsverlust nach 7 Tagen [110]
50% Aceton; 40°C 4 Tage kein Aktivitdtsverlust nach 7 Tagen
Subtilisin Acetatpuffer, pH 5.7; 70°C <1 min >1h [111]
Autolyse, pH 8.0; 30°C 20h < 1% Aktivitatsverlust nach 20 h [112]
Acetonitril, 45°C 85h 31 Tage
Selenosubtilisin 50% Aceton; 40°C <1 Tag kein Aktivitatsverlust nach 10 Tagen [113]
Carboxypeptidase A 8M Harnstoff vollige Inaktivierung  keine Inaktivierung [114]
Candida-rugosa-Lipase 50% THF, DMF, DMSO <1lh >150h [25]
Penicillin-Acylase 50% iPrOH/H,0; 25°C 2h 20% Aktivitdtsverlust nach 4 Tagen [115]
Aldolase (Kaninchenmuskel)  Phosphatpuffer; RT 1-5 Tage kein Aktivitdtsverlust nach 6 Monaten [116]
Lactat-Dehydrogenase Puffer, 25°C 2.5 Tage <10% Aktivitidtsverlust nach 25 Tagen  [117]
Alkohol-Dehydrogenase Puffer, pH 6-8;30°C <15 Tage kein Aktivitatsverlust nach 90 Tagen [118]
Glucose-Isomerase 45% Glucose/Fructose-Losung, pH 7; 77.5°C 71 min 407 min [119]
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Tabelle 2. Einfluss der Kristallgrofe auf den Anteil an Elementarzellen im Kristallinneren.

Objekt GrofBle Zahl der Elementarzellen Innerer Anteil
Gesamt AuBerer Anteil

Elementarzelle 1nm X Inm x Inm 1 1 0%

Prékristallisationskomplex 3nm x 3nm x 3nm 27 26 3.7%

Kristallisationskern Snm x 5nm x 10nm 125 75 40%

Kleiner Kristall Tum x Tpm X 2um 2x10° 3 x10° 99.9999 + %

GroRer Kristall 100pum x 100pum x 200pm 2x10% 3 %10 99.9999 + %

Grundlage der Berechnungen ist die tetragonale Elementarzelle der Serin-Carboxypeptidase II (Raumgruppe P4,2,2; Abmessungen der Elementarzelle:

a=b=98.6A,c=210A; a=f=y=90°).03

nige, die vollstindig von allen beim Aufbau eines makro-
skopischen Kiristalls verwendeten intermolekularen Wechsel-
wirkungen umgeben ist. Den anderen, ,,dufleren® Elementar-
zellen fehlen eine oder mehrere dieser Wechselwirkungen,
z.B. bei den Elementarzellen an der Oberfliche eines
entstehenden Kiristalls. In Tabelle 2 sind die relativen Anteile
innerer und duBlerer Elementarzellen in den vier Stadien des
Kristallwachstums gegeniibergestellt.

Elementarzellen im Kiristallinneren sind vollig in die im
Kristall auftretenden intermolekularen Wechselwirkungen
eingebunden und werden durch sie optimal stabilisiert. Von
einer geringen Zahl FElementarzellen abgesehen, ist das
meiste Proteinmaterial im Kristall ,,intern*, und die Merk-
male dieses Zustands bestimmen dann vermutlich die tat-
sdchlich auftretende Eigenschaft jener Form. Auch fiir die
kleinsten CLECs liegt der Anteil stabilisierter Elementar-
zellen praktisch bei 100% ebenso wie fiir die viel groleren
Kristalle, die zur Stukturbestimmung von Makromolekiilen
durch Rontgenbeugung eingesetzt werden konnen.

3.1. Enzymaktivitit im kristallinen Zustand

Die spezifischen intermolekularen Wechselwirkungen, die
fiir die erhohte Stabilitdit von Proteinen im kristallinen
Zustand verantwortlich sind, konnen auch die Beweglichkeit
von Proteinmolekiilen einschréanken und ihre Aktivitédt dras-
tisch verringern.¥! Drei Hauptfaktoren — die KristallgroBe,
die GroBe des Substrats und die Konformation des Enzyms im
Kristall — steuern die Enzymaktivitit im kristallinen Zustand.
In vielen Fillen lédsst sich die komplette Aktivitdt eines
Enzymkristalls wegen des begrenzten Stofftransports nicht
verwirklichen. Das Problem der eingeschrinkten Diffusion
im kristallinen Zustand wurde in mehreren Publikationen
behandelt. Die kritische Kristalldicke (d.),*”) unterhalb derer
Diffusionseinschrankungen nicht signifikant von den kineti-
schen Parametern (k, und K,) des Enzyms, seiner Kon-
zentration [E] und dem Diffusionskoeffizienten des Substrats
(D.y) im Kristall abhéngen, ist durch Gleichung (1) gegeben.

d. = (Defme/kkaL[E])”z (1)

Die kritische Dicke fiir Kristalle der verhéltnismaBig
langsam wirkenden Hydrolasen liegt in der Gro3enordnung
von mehreren Mikrometern. Fiir schnelle Reaktionen hat d,
allerdings schitzungsweise die Dicke der Elementarzelle.*!]
Dabei darf man nicht vergessen, dass zwar auch relativ grof3e
Kristalle dick genug sein konnen, um diffusionsfrei zu sein, im
Allgemeinen aber eine gute Korrelation zwischen der Kris-
tallgroBe und der Reaktionsgeschwindigkeit besteht (Tabel-
le 3).

Tabelle 3. Einfluss der TeilchengroBe auf die Enzymaktivitét.

Enzym TeilchengroBe CLEC-Aktivitit Aktivitatl!
[um] [umol/min mg Protein] [%)]
Alcalase 40 5 24
12 16 76
Penicillin-Acylase 142 5 21
57 17 71

[a] Aktivitdt bezogen auf natives Enzym.

Von praktischer Bedeutung ist die Tatsache, dass es keine
Diffusionseinschrankungen gibt, solange die Substratkonzen-
tration hoher ist als K, was zu Beginn eines enzymkataly-
sierten Prozesses hiufig der Fall ist. Wenn die Substratkon-
zentration im Verlauf der Reaktion unter K, sinkt, fithren
Stofftransporteffekte zu verminderter Aktivitdt des Kris-
talls.2l

Die GroBle eines Substrats kann sich erheblich auf die
Reaktionsgeschwindigkeit auswirken. Auch wenn grofle Mo-
lekiile wie Casein (MW 24000), die Insulin-B-Kette® (MW
3500), Cytochrom ¢! (MW 12000) und Polyethylenglycoll’
(MW bis zu 10000) grundsitzlich, zumindest teilweise, durch
die Poren von Proteinkristallen diffundieren konnen, sind die
Reaktionsgeschwindigkeiten im Allgemeinen niedriger (Ta-
belle 4).

Die dritte wichtige GroBe, die sich auf die Aktivitit eines
kristallinen Katalysators auswirkt, ist die konformative Be-
weglichkeit des Enzyms im kristallinen Zustand. In vielen
Fillen war die Aktivitdt kristalliner Enzyme auch dann
signifikant niedriger als die geloster Enzyme, wenn Diffu-
sionseinschriankungen ausgeschlossen waren (Tabelle 5).

Tabelle 4. Aktivitdt quervernetzter Enzymkristalle gegeniiber groBen Substraten.

Enzym Substrat TeilchengrofBe [um] CLEC-Aktivitit [umol/minmg Protein] Aktivitatl! [%]
Subtilisin Azocasein 1.2 9.2 35
Thermolysin oxidierte Insulin-B-Kette 35 0.44 4

[a] Aktivitdt bezogen auf natives Enzym.

Angew. Chem. 2001, 113, 22622281
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Tabelle 5. Aktivititen quervernetzter Enzymkristalle.

Enzym Substrat ki -Verhéltnis K,,-Verhiltnis Ko/ K- Verhiltnis Lit.
(nativ/Kristall) (nativ/Kristall) (nativ/Kristall)

Carboxypeptidase A BzGly-Phe 17 0.11 155 [120]
BzGly-OPhe 48 0.04 1200

Carboxypeptidase B BzGly-Arg 17 0.03 570 [121]
BzGlyOArg 150 0.17 1470

Phosphorylase A Glucose-1-P 179 1.2 149 [122]

Phosphorylase B Glucose-1-P 57 1 57 [122]

Subtilisin TosylArg-OMe (TAME) 4.5 22 2.1 [111]

Moglicherweise sind in einigen
Kristallformen die Wirkstellen der
Enzymmolekiile eingeschlossen und
daher fiir das Substrat nicht zugéng-
lich. Diese Schwierigkeiten konnen
im Prinzip behoben werden, indem
mehrere Kristallformen desselben
Enzyms hergestellt werden.

In dieser Hinsicht sind die Lipasen
ein interessantes Beispiel. Man
nimmt an, dass Lipasen zwei wichti-
ge Zustinde einnehmen konnen, die
durch die Position des Deckels be-
stimmt werden — eines beweglichen
Strukturelements, das die Bindung
des Substrats an die aktive Stelle
ermoglicht.[*! Obwohl die Aktivitéit
von Lipasen um das 10°-10*fache
steigt, wenn ihre natiirlichen Sub-
strate, z.B. Lipide, als Emulsion
vorliegen,™! scheint eine Grenzfli-
chenaktivierung bei der Hydrolyse
von wasserloslicheren oder kleinen
synthetischen Substraten nicht not-
wendig zu sein.'l Wir synthetisier-
ten CRL-CLECs in der ,,offenen“*l und der ,,geschlossenen®
Kristallform*! und verglichen ihre Aktivitdt und Enantiose-
lektivitdt bei der Racematspaltung von Ketoprofen (Abbil-
dung 5). Die Aktivitidt der offenen Form war fast dreimal so
hoch wie die der geschlossenen Form, und auch die Enantio-
selektivitidt der offenen Form war hoher.

In bestimmten Fillen kann der Enzymkristall sogar aktiver
sein als das gleiche Enzym in Losung. Beispielsweise hatten
die mit oberfldchenaktiven Substanzen be-
handelten CLECs von Lipasen und Subti-
lisin in organischen Losungsmitteln hohere
spezifische Aktivitét als die nativen Enzy-
me."¥! Noch eindrucksvoller sind Ergebnis-
se, die wir vor kurzem erzielten: Mit Sulfo-
LC-SMPT (Abbildung 3) quervernetzte
CRL-Kristalle waren im Olivenol-Assay
fiinf- bis siebenmal aktiver als das reine
native Enzym.[*] Interessanterweise fiihrt
die gleiche Modifizierung des Ioslichen
Enzyms nicht zu einer Zunahme der
Enzymaktivitdt. Offenbar ist die chemische
Modifizierung von CRL im Kristall eine
andere als in Losung.
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Abbildung 5. Ridumliche Darstellung des Ca-Verlaufs von Candida-rugosa-Lipase (CRL). Die Serin-,
Histidin- und Glutaminsdurereste, die die katalytische Triade von CRL bilden, sind mit S209, H449 und
E341 bezeichnet. Der helixformige Deckel ist mit dicken Linien gezeichnet, wobei das geschlossene
Konformer weil und das offene grau ist. (Aus Lit. [13] und [14] und der Brookhaven Protein Data Bank:
P. Grochulski und M. Cygler, http://www.pdb.bnl.gov/, Dateien ,lcrl“ (offene Form) und ,1trh*
(geschlossene Form), Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [124].)

4. Anwendungen

Proteinkristalle konnen nach drei Hauptmethoden formu-
liert werden (Abbildung 6): Zum einen konnen sie durch
multifunktionelle Reagentien vollstindig zu CLPCs oder
CLECs vernetzt werden, die in verschiedenen Losungsmitteln
vollig unloslich bleiben und viele Male wieder verwendet
werden konnen. Zum anderen konnen Proteinkristalle so

Formalisrang Anwendung

CLMC chemische Baanilvse
orale Lumenaltherapic
Dhagnosnka
komralbien 5 :
— freigesctrie —% Subumit- Impfeol Te
CLPCs Deterpgentsin
Baopharmancaiiba
L & Enbl.:'.!:::::mllc_h Frrmulicnang wmd

Abgabe

Abbildung 6. Drei Hauptmethoden zur Formulierung von Proteinkristallen und die dazuge-
horigen wichtigen Anwendungsbereiche.
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vernetzt werden, dass sie sich bei Anderungen von
Umgebungsbedingungen wie pH-Wert, Temperatur,

a) Hydrolyse

: N L COR COMe COgEt
Konzentration usw. auflosen. SchliefSlich konnen
Proteinkristalle in ein anderes Losungsmittel iiber- NHAc NHBoc CH,S0; NHAc
fithrt werden, in dem sie ohne chemische Verinde- 1 R=Me, Et 2 ’
rung unloslich bleiben, oder einfach getrocknet COOMe
werden. Diese Formulierungsflexibilitdt ermoglicht >\ NHAG
mehrere interessante Anwendungen. Wir betrach- MeO,C. COMe  RO,C™ ~CO.R'
ten zundchst die Anwendungen quervernetzter 5 R, R =Et COMe
Enzymkristalle (CLECs). e RRIMe

b) Acylierung

4.1. Synthesechemie

Unter den hiufig genannten Erkldrungen fiir die
geringe Akzeptanz von Enzymen durch die chemi-
sche Industrie wie hohe Kosten, begrenzte Substrat-
spezifitdt oder niedrige Enantioselektivitat fiir nicht
natiirliche, synthetische Substrate ist der Haupt-
grund zweifellos die mangelnde Enzymstabilitét bei
erhohten Temperaturen und drastischen Verfah-
rensbedingungen. Bekannte Strategien zur Stabili-
sierung von Enzymen sind das Protein-Engineering,
die Verwendung von Enzymen aus extremen Um-
gebungen (Extremozyme),’” die Immobilisie-
rung,! die chemische Modifizierungl? und die
Verwendung von CLECs.P!

Ein Vorteil der CLEC-Katalysatoren besteht darin, dass
sich in vielen Fillen die Enzymstabilitit ohne Verluste der
spezifischen Aktivitit steigern ldsst. Zudem konnen CLEC-
Katalysatoren gleichzeitig eine signifikant hohere Stabilitét
und Produktivitédt in wéssrigen wie in organischen Losungs-
mittel aufweisen. CLEC-Partikel bleiben im Verlauf des
Verfahrens unloslich und konnen viele Male verwendet
werden, sodass die Produktivitit der Katalysatoren zunimmt.
AuBlerdem sind CLEC-Katalysatoren in manchen Féllen
deutlich enantioselektiver als das Rohenzymgemisch, wie
anhand der Racematspaltung von Profen-Wirkstoffen nach-
gewiesen wurde.?]

4.1.1. Racematspaltung mit Hydrolasen

Abbildung 7 zeigt mehrere Substrate fiir CLEC-katalysier-
te enantioselektive Umwandlungen. Die Protease Subtilisin
findet in der organischen Synthese bei enantio- und regio-
spezifischen Reaktionen, Kniipfung von Amidbindungen und
Hydrolysen in wissrigen und organischen Losungsmitteln
breite Anwendung.] Dabei schrinken allerdings zwei
Hauptprobleme den Nutzen dieses Katalysators ein: 1) die
geringe Stabilitdt in Wasser (hauptsichlich aufgrund von
Autolyse) und mit Wasser mischbaren organischen Losungs-
mitteln* und 2) die niedrige Aktivitit in reinen organischen
Losungsmitteln. Die Autolyse verringert nicht nur die Le-
bensdauer des Katalysators, sondern macht auch die Tren-
nung und Reinigung der Reaktionsprodukte zeitraubend und
teuer. Besonders gravierend ist dieses Problem bei der
Synthese von Peptiden und Pharmazeutika, da hier sehr hohe
Anforderungen an die Produktreinheit gestellt werden. Da-
gegen macht die niedrige Aktivitdt von Subtilisin in organi-
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Abbildung 7. Substrate fiir CLEC-katalysierte enantioselektive Hydrolysen (a) und
Acylierungen (b) (Ac = Acetyl, Boc = tert-Butoxycarbonyl).

schen Losungsmitteln manche Verfahren zu langsam und
damit unwirtschaftlich.”! Mit Subtilisin-CLEC verliefen die
Racematspaltungen von Aminosédureestern und vielen orga-
nischen Verbindungen hochenantioselektiv. Sowohl natiir-
liche als auch nicht natiirliche Aminosduren wurden mit
diesem Katalysator effizient gespalten.l''”] N-Acetylphenyl-
alaninmethylester 1 lieferte durch Hydrolyse die L-Sdure und
den nicht umgesetzten D-Ester mit einem Enantiomereniiber-
schuss von 96% bzw. >99%. Auch die nicht natiirlichen
Aminosduren N-Boc-3-(2-naphthyl)alaninmethylester 2 und
threo-N-Acetyl-S-hydroxy-p-methylsulfonylphenylalanin-
ethylester 3 wurden durch diesen Katalysator mit hoher
Enantioselektivitét gespalten. Die enantioselektive Hydroly-
se des meso-Diesters 4 lieferte den Monoester mit 96 % ee,
wihrend der prochirale Diethylester 5 enantioselektiv zur
entsprechenden Monosdure hydrolysiert wurde (97 % Aus-
beute, 81 % ee). Da die GroBe der dem stereogenen Zentrum
benachbarten Gruppe die Enantioselektivitidt der enzymati-
schen Racematspaltung meistens beeinflusst, wurden auch
der Methylester 6 und der Propylester 7 aus § hergestellt und
mit dem Katalysator hydrolysiert. Dabei wurden fiir die
Bildung der entsprechenden Monosduren aus 6 und 7
dhnliche Enantioselektivitidten wie fiir die Hydrolyse von §
erhalten. Ein weiteres interessantes Beispiel fiir die enantio-
selektive Hydrolyse mit Subtilisin-CLEC ist die Herstellung
des Thalidomid-Analogons 8. Beide Enantiomere wurden mit
95% ee isoliert.l>

Da Subtilisin-CLEC in reinen organischen Losungsmitteln
wirksam und stabil ist, wurde der Katalysator in diesen
Losungsmitteln zur Racematspaltung von Alkoholen und
Aminen eingesetzt.''] Aus a-(1-Naphthyl)ethylamin 10 wur-
den das entsprechende Butyramid und das nicht umgesetzte
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Amin mit 98% bzw. >98% ee erhalten.'®! Die Racemat-
spaltung von a-Methyltryptamin 9 mit diesem Katalysator
lieferte das (R)-Amin mit >98 % ee bei einer Umsetzung von
53%; der ee-Wert des Amidprodukts betrug 94 % bei einem
Umsatz von 20 % . Nach der Umesterung von 1-Phenylethanol
11 mit diesem Katalysator lagen das Esterprodukt (Umset-
zung 30 % ) und der Alkohol mit einem ee-Wert von 92 % bzw.
40 % vor. Der gleiche Katalysator wurde auch erfolgreich zur
enantioselektiven Acylierung von racemischem 3-Chinuclidi-
nol 12 mit Vinylbutyrat in 2-Methyl-3-butanol eingesetzt. Das
(R)-Enantiomer wurde nach der Kristallisation in 68 %
Ausbeute und mit 96.2 % ee isoliert.

Die Naturstoffe Epothilon A und B haben zwar eine ganz
andere Struktur als Taxol, aber eine sehr dhnliche Antitumor-
Wirkung. Von besonderer Bedeutung ist ihre wesentlich
hohere Aktivitdt gegeniiber Zell-Linien, die gegen viele
Pharmazeutika resistent sind.’”) Taylor etal. haben eine
eindrucksvolle Totalsynthese von Epothilon A beschrie-
ben.®! Dabei verwendeten die Autoren quervernetzte Kris-
talle der Lipase aus Pseudomonas (jetzt Burkholderia)
cepacia (ChiroCLEC-PC), um eine Racematspaltung der
Schliisselverbindung 13 durch selektive Acylierung mit Vinyl-
acetat in tert-Butylmethylether durchzufiihren. Bei einer
Umsetzung von 47% und einer Enantioselektivitdt >20:1
konnte der gewiinschte (R)-Alkohol effizient in Gramm-
Mengen erhalten werden. Da der nicht umgesetzte (S)-
Alkohol durch einfache Oxidation/Reduktion leicht epimeri-
siert und der Katalysator ohne signifikanten Aktivitédtsverlust
wieder verwendet werden kann, eignet sich die Methode
hervorragend fiir einen grofleren MafBstab.

Neben anderen Katalysatoren wurde fiir die Racematspal-
tung der S-Aminosdureester 14, die zur Herstellung von
Peptidmimetika dienen, auch ein Penicillinacylase-CLEC
eingesetzt. Die gewiinschten (S)-Enantiomere wurden in
wasserhaltigem (2 % ) Toluol mit >95% ee erhalten.]

4.1.2. Regioselektive Reaktionen

Subtilisin-CLECs zeigen gegeniiber vielen Verbindungen,
die mehrere funktionelle Gruppen aufweisen, ausgezeichnete
Regioselektivitit.l''% So reagierte die 6-Hydroxygruppe von
O-n-Octyl-B-p-glucopyranosid 15 selektiv mit N-Cbz-Phe-
OBzl zum Peptidozucker. Die Reaktion von Castanospermin
16 und Sa-Androstan-34,173-diol 17 zu den entsprechenden
Monoestern fand selektiv an der 3-Hydroxygruppe bzw. der
17-Hydroxygruppe statt. Der a-Ester von Asparaginsduredi-
benzylester 18 (Bz =Benzyl) wurde hingegen in 97 % Aus-
beute selektiv zur Monocarbonsdure hydrolysiert. Linhardt
et al. synthetisierten mit dem gleichen Katalysator eine Reihe
von 1-O-Acylsucrosederivaten 19;11 sie erhielten 1'-O-Lau-
rylsucrose, 1'-O-Myristylsucrose und 1'-O-Stearylsucrose in
80-90% Ausbeute. Dieses Verfahren ist eine umweltfreund-
liche Alternative zu den zuvor verwendeten zinnorganischen
Reagentien.[o!

4.1.3. Synthese von Peptiden und Peptidmimetika

Bei der Synthese von Peptiden und der milden
Hydrolyse von Aminosdure- und Peptidamiden wur-
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den mehrere Protease-CLECs erfolgreich eingesetzt.[% 110
Mit Subtilisin-CLEC als Katalysator gelingt die effiziente
Synthese von Peptiden in >90% Ausbeute aus L- und D-
Aminosdureamid-Nucleophilen. Mehrere Peptide wurden in
90-proz. EtOH mit Thermolysin-CLEC synthetisiert, das
auch in einem Kreisprozess zur Herstellung von Aspartam
in Ethylacetat eingesetzt wurde.!

Eine der interessantesten Anwendungen von Protease-
CLEC:s ist die Synthese von chiralen Alkylamiden. Chirale
Alkylamide von Peptiden und Aminosduren sind wichtige
Synthesebausteine mehrerer viel verprechender im Handel
befindlicher Pharmazeutika wie HIV-Protease-Inhibitoren,
Enkephaline und Antibiotika. In chemischen Verfahren sind
der Verkniipfungsschritt und die Racematspaltung im All-
gemeinen getrennte Prozesse: Zuerst werden optisch reine
Verbindungen hergestellt, und anschliefend erfolgt die Ver-
kniipfung. Obwohl die Peptidchemie in Losung und an der
Festphase in den letzten Jahren erhebliche Fortschritte
gemacht hat,[®! wird die groBtechnische Herstellung von
Peptiden hdufig beeintrichtigt durch partielle Racemisierung,
méafBige Ausbeuten und die schwierige Entfernung von
Nebenprodukten, die wihrend der Verkniipfungen gebildet
werden. Besonders problematisch ist dabei Dicyclohexylharn-
stoff, der aus dem allgemein verwendeten Dicyclohexylcar-
bodiimid (DCC) entsteht.[64 6]

Wie wir feststellten, war die Verwendung optisch reiner
Substrate nicht notwendig. Die hohe Enantioselektivitidt des
Katalysators fiir L-Aminosduren und S-Amine fiihrte unab-
héngig von der optischen Reinheit der Substrate zur Bildung
des (S,5)-Alkylamids (Schema 1). Durch eine Racematspal-
tung in situ entstanden auch dann optisch reine Alkylamide,
wenn (R,S)-Amine oder sogar (R,S)-Amine zusammen mit
(R,S)-Aminosduren eingesetzt wurden. Im zweiten Fall be-
trug der Diastereomereniiberschuss des Produkts mehr als
98% (Tabelle 6).1°% 119 Die Methode wurde auch auf die
Synthese von Einzelisomeren der Matrixmetalloprotease-
Inhibitoren (MMPI) D1927 und D2163 mit Thermolysin-

H
P1/ \)j\ )\"/O\Pz
organisches

Lésungsmittel R
Peptid

Proteinase-CLEC

X

Schema 1. Proteinase-CLEC-katalysierte Synthese von Peptiden und Peptidmimetika.
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Tabelle 6. Synthese von Peptidmimetika.

Carboxylat Amin Produkt Losungsmittel Ausb. [%] de [%]
(S)-Z-PheOBz (R,S)-Me-Tryptamin (S,S)-Z-Phe-Me-Tryptamin MeCN >98 >98
(R,S)-Z-PheOBz (R,S)-Me-Tryptamin (8,S)-Z-Phe-Me-Tryptamin MeCN 95 >98

(S)-NAcLeuOMe
(8,5)-Z-AlaSerOMe

(R,S)-NapEt
(R,S)-NapEt

(S,5)-NAcLeuNapEt 3MP 66 91
(S.S,5)-Z-AlaSerNapEt

MeCN 98 >98

NapEt = a-(1-Naphthyl)ethylamin, 3MP = 3-Methylpyridin.

CLEC angewandt. Dabei wurde das asymmetrische Schliisse-
lement durch PeptiCLEC-TR-vermittelte Amidbildung zwi-
schen einer freien Carbonsiure (R'=H in Schema 1) und
einem Amin eingefiihrt.[¢!

4.1.4. Dehydrogenasen

Ein Hauptvorteil der enzymkatalysierten Reduktion der
Carbonylgruppe von Ketonen und Aldehyden gegeniiber der
Verwendung von Hydrolasen bei der Synthese chiraler
Verbindungen sind die meistens wesentlich hoheren Aus-
beuten. Indem man den prochiralen Charakter von Carbo-
nylgruppen nutzt, ldsst sich tatsdchlich die Bildung racemi-
scher Zwischenstufen umgehen.[*”!

Anders als hydrolytische Enzyme benotigen Dehydrogena-
sen Cofaktoren wie NAD(P)H, Flavine oder PQQ (Pyrrolo-
chinolinchinon), die in situ regeneriert werden miissen.
Nicotinamid-Cofaktoren sind im Unterschied zu anderen
Cofaktoren nicht fest an Dehydrogenasen gebunden und
konnen leicht in die Losung dissoziieren. Wird NAD(H)
jedoch zusammen mit einer Dehydrogenase kristallisiert,
bleibt der Cofaktor fest an das Enzym gebunden und kann
innerhalb des Komplexes durch ein gekoppeltes Substrat-
system wieder verwendet werden. Diese Idee wurde erstmals
von Lee et al. vorgestellt,[] die bei Kristallen der Alkohol-
dehydrogenase aus Pferdeleber (horse liver alcoholdehydro-
genase, HLADH) eine gute Aktivitét (26 % gegeniiber der in
Losung) und erhohte Stabilitdt der vernetzten Kristalle in
Gegenwart von Zinksalzen nachwiesen. Unter Verwendung
dieses Systems erhielten wir fir HLADH-NAD(H)-CLEC
ohne Zugabe von exogenem NADH hohe Aktivitdt (64 %
bezogen auf gelostes Enzym).[''S! Mit diesem Komplex
wurden die Ketone 20-24 (Abbildung 8) reduziert. Die
Enantioselektivitdt und die stereochemische Préferenz von
HLADH-NAD(H)-CLEC entsprachen denen des loslichen
Enzyms. Aus der Tatsache, dass der HLADH-NAD(H)-
CLEC-Komplex erheblich stabiler ist als HLADH oder
NADH, schlossen wir, dass die kristalline Umgebung nicht

fo) OH 20:

R’)I\Rz R1/I*\ R? \/l?\j
21:
ci OFEt

20-24 >-< ) /\/\ﬁ
X

HLADH-NADH-CLEC HLADH-NAD*CLEC

. 2
Aldehyd (Keton) Alkohol 24 ©/\’8 H

Abbildung 8. HLADH-katalysierte Umsetzungen.
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nur das Enzym, sondern auch den Cofaktor schiitzt. Weitere
Arbeiten werden zeigen, ob der Cofaktor im CLEC mit
anderen Dehydrogenasen fest gebunden bleibt, ohne zu
dissoziieren.

Eine andere Methode, ndmlich die Kiristallisation von
Lactatdehydrogenase ohne einen Cofaktor, nutzten Sobolov
et al., um in einer Elektolysezelle aus Brenztraubensiure L-
Milchsédure herzustellen.[®) Der Katalysator behielt iiber
25 Tage konstante Aktivitdt und war gegeniiber dem pH-
Wert weit weniger empfindlich als das 16sliche Enzym.

4.1.5. Andere Enzyme

Abgesehen von Hydrolasen und Dehydrogenasen wurden
auch andere Enzyme, darunter Glucose-Isomerase,™ Fruc-
tosediphosphat-Aldolase"® und Hydroxynitril-Lyase”! kris-
tallisiert, quervernetzt und als Katalysatoren fiir chemische
Reaktionen eingesetzt. Das Synthesepotential der Aldolase
und der Hydroxynitril-Lyase wird durch die Reaktionen einer
Reihe von Modellverbindungen belegt.

4.1.6. Produktivitiit

Ein entscheidender Faktor bei der Bewertung jedes Kata-
lysators ist seine Produktivitdt — wie viele Kilogramm eines
Produkts lassen sich mit einem Kilogramm Katalysator
herstellen? Die hohe spezifische Aktivitdt und Stabilitédt von
CLEC-Katalysatoren unter schwierigen Bedingungen, z. B. in
organischen oder wiéssrig-organischen Losungsmitteln, bei
erhohter Temperatur und unter hoher Scherbeanspruchung,
resultiert in einer Produktivitdtszunahme des Katalysators.
Ein gutes Beispiel fiir die hohe Produktivitdt von CLEC-
Katalysatoren in organischen Losungsmitteln ist die durch
CLECs von Pseudomonas cepacia lipase katalysierte Race-
matspaltung von 1-Phenylethanol mit Vinylacetat in To-
luol."? Bei dieser Reaktion liefert 1 mg des Katalysators
mehr als 4.6 g Produkt (98.5% ee), was einer Volumenpro-
duktivitdt von 30 gL~! und einem Substrat-Katalysator-Ver-
hidltnis von 4600 entspricht. Die hohe Produktivitit von
Synthesekatalysatoren mit niedriger Molekiilmasse wird als
ihr Hauptvorteil gegeniiber Enzymen mit hoher Molekiil-
masse angesehen.l”” Dieses Beispiel belegt jedoch klar, dass
ein CLEC trotz der hohen Molekiilmasse und des fiir ein
Enzym ungewoOhnlichen Reaktionsmediums hochproduktiv
sein kann und mit den besten Katalysatoren der asymmet-
rischen Synthese verglichen werden kann.

Bei einer sehr wichtigen Arzneimittelgruppe, den Antibio-
tika, werden heute 6-APA (6-Aminopenicillinsdure) und
7-ADCA (7-Aminodesacetoxycephalosporansiure) im Ton-
nenmalf3stab mit der quervernetzten Kristallform von Peni-
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cillin-G-Amidase (SynthaCLEC-PA) produziert. Auch hier
belegen erste Versuche einer Mehrzyklen-Hydrolyse von
Pen-G klar die Stabilitit von Enzymen in der vernetzten
Kristallform (Abbildung 9). Weitere Beispiele fiir die Wieder-
verwendung von CLEC:s sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

100 T
T 80 +

60
t/min
40 +

20 +

0 } : : i {
0 200 400 600 800 1000
Anzahl der Zyklen —p»

Abbildung 9. Mehrzyklen-Hydrolyse von Penicillin G. Penicillin G (8 %)
wurde bei pH 8 und 28°C unter Riihren in einer 150-mL-Filtrierzelle mit
10-pum-Filter hydrolsiert. Nach jedem Zyklus wurde das Reaktionsgemisch
entfernt und frisches Substrat in die Zelle gegeben. Der pH-Wert wurde
durch Zugabe von NH,OH konstant gehalten.

4.2. Proteinkristalle als bioorganische Zeolithe

Proteinkristalle und anorganische kristalline Stoffe wie
Zeolithe haben mehrere gemeinsame Eigenschaften. Beide
sind kristalline mikropordse Materialien mit einheitlicher
Porengrofienverteilung, die durch die Anordnung ihrer Ele-
mentarzellen festgelegt ist.

Durch Anwendung der Makromolekiil-Porosimetrie konn-
ten wir die scheinbare Porengrof3e und ihre Verteilung in
festen und leicht hydratisierten pordsen Sorbentien direkt aus
der GroBenausschluss-Chromatographie (size exclusion chro-
matography, SEC) abschitzen. Demnach bieten CLPCs
breite Bereiche bei der PorengroBe (15100 A), der Porositit
(0.5-0.8) und der Porenoberflidche (800-2000 m?g~!)." Die
experimentell erhaltenen Werte zur Porositdt von CLPCs
stimmen gut mit Schitzungen des Losungsmittelgehalts tiber-
ein, die auf den verfiigbaren kristallographischen Daten von
Thermolysin und Lipasen beruhen. Typische Proteinkristalle
enthalten das Losungsmittel in Kanilen, die 30-65% des
gesamten Kristallvolumens ausmachen.™ Auf einem zylin-
drischen Porenmodell basierende Berechnungen der Poren-
groBBe ergaben fiir alle untersuchten CLCPs eine enge,
symmetrische Porengroenverteilung, wobei die berechnete
Abweichung der Porendurchmesser vom Mittelwert weniger
als 10% betrug. Allerdings sollte man bedenken, dass die
Kaniile in Proteinkristallen eine ziemlich komplizierte Struk-
tur haben, die mit einem einfachen Zylindermodell kaum

Tabelle 7. Wiederverwendung quervernetzter Enzymbkristalle.

beschrieben werden kann. Tatsdchlich lidsst die rdumliche
Darstellung des Kristallgitters von CRL ein die Elementar-
zelle des Kristalls durchziehendes Netz aus Kanédlen mit
engen Verbindungshilsen erkennen. Die in Abbildung 10
gezeigten Kanile durchziehen die kristalline Elementarzelle
(und folglich auch die kristallinen makroskopischen Sorbens-
partikel) hauptsichlich in Richtung der kristallographischen
a-Achse mit signifikanten Querkanélen parallel zur kristallo-
graphischen b-Achse. Die Kanéle parallel zur c-Achse sind
deutlich enger.

In gewissem Sinne sind Proteinkristalle eine gesonderte
und einzigartige Gruppe von Molekularsieben mit einer
PorengroBe zwischen 20 und mehr als 100 A Durchmesser
(Abbildung 11). Die Weite und Linearitdt der Solvenskanile
(blau in Abbildung 11) hiangt groBenteils davon ab, wie die
Molekiile in einer bestimmten Raumgruppe gepackt sind.
Kristalle der menschlichen Superoxid-Dismutase (Abbil-
dung 11F) haben z.B. weite Losungsmittelkanile, die den
Kristall gerade durchqueren, wihrend die Molekiile der
Superoxid-Dismutase aus Xenopus laeviss Kristalle mit dich-
terer Packung bilden, in denen die Solvenskanile relativ eng
und gewunden sind (Abbildung 11 A). Wihrend Zeolithe
thermisch wesentlich stabiler sind, lassen sich bei Proteinkris-
tallen Porengrofle, Porositdt und chemische Eigenschaften
der Porenoberfliche besser kontrollieren. Ein besonderer
Vorteil von Proteinkristallen gegeniiber anderen pordsen
Materialien ist die Chiralitdt. Die L-Aminosduren, aus denen
sich Proteine zusammensetzen, sorgen fiir eine asymmetri-
sche Umgebung, die zur Enantiomerentrennung und in der
Katalyse genutzt werden kann. AuBerdem ldsst sich die
Mikroumgebung dieser Kristallkanile (Ladung und hydro-
phobe Eigenschaften) mit bewidhrten Verfahren der Pro-
teinchemie oder durch Kiristallisation modifizierter rekom-
binanter Proteine verdndern, die eigens zu diesem Zweck
entwickelt wurden.

Aufler der Katalyse ist die Chromatographie ein weiteres
wichtiges Anwendungsgebiet quervernetzter Proteinkristal-
le.¥l Beispielsweise bietet Thermolysin-CLEC (stidbchenfor-
mige Teilchen von 7 um Léinge) ein gutes Trennvermdgen
iiber mindestens drei verschiedene Mechanismen: Grofen-
ausschluss (Abbildung 12 A), Adsorption (Abbildung 12B)
und Enantiomerentrennung (Abbildung 12C-D). Wie be-
reits erwédhnt, konnen CLPCs als neue Art bioorganischer
Zeolithe angesehen werden. Die Fihigkeit von CLPCs,
Molekiile nach der GroBe zu trennen, kann von der pordsen
Struktur der Kristalle herrithren (Abbildung 11). Dagegen
lasst sich die Trennung kleiner Molekiile aufgrund ihrer
chemischen Struktur und Chiralitdt auf die intrinsische
Stukturvielfalt und Chiralitdt des Proteins in der stationédren

Enzym Reaktion Reaktionsmedium Zyklenzahl Lit.
Subtilisin Trennung von a-Methyltryptamin 3-Methyl-3-pentanol 7 [110]
Selenosubtilisin Reduktion von Hydroperoxiden Wasser 10 [113]
Candida-rugosa-Lipase Trennung von Ketoprophen 50% PEG 1000 18 [25]
Alkohol-Dehydrogenase Reduktion von Zimtaldehyd Wasser Sédule [118]
Glucose-Isomerase Produktion von Stédrkezuckersirup mit hohem Fructoseanteil aus Mais Wasser Saule [123]
Hydroxynitril-Lyase Synthese von Cyanhydrinen Butylether 5 [71]
Penicillin-Acylase Hydrolyse von Penicillin G Wasser 1000 [115]
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Abbildung 10. Raumansicht einer Elementarzelle des Kristallgitters von Candida-rugosa-Lipase (offene Form).l*! In dieser Darstellung wurden die das
Gitter bildenden Enzymmolekiile weggelassen und nur die Oberfldchen der Losungsmittelkanile konturiert, auf der Losungsmittelseite orange und auf der

Proteinseite violett. (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [74].)
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Abbildung 11. Computer-erzeugte Ansichten von sechs Enzymkristallgit-
tern. Die Darstellungen der Oberfldche basieren auf der Elektronendichte,
die aus Koordinaten der zugehorigen geldsten, bei der Brookhaven Protein
Data Bank hinterlegten Kristallstrukturen berechnet wurde. Um eine
Oberfldache zu erhalten, deren eingeschlossenes Volumen anndhernd dem
des Molekiils entspricht, wurden konturierende Isowerte gewihlt. Die
zugehorige Koordinatendatei und das Literaturzitat sind mitangegeben:
A) 1XSO, Superoxid-Dismutase (Xenopus laevis); B) 8TLN,['l Thermo-
lysin  (Bacillus thermoproteolyticus); C) 1PNL,'®]  Penicillin-Acylase
(Escherichia coli); D) 1CRLP® Lipase (Candida rugosa); E) TWHS,[1%]
Carboxypeptidase W (Weizenkeim); F) 1SOS,!'! Superoxid-Dismutase
(Mensch, rekombinant). Alle Strukturen haben den gleichen Mafstab;
der Balken entspricht 100 A und bildet die absolute Skala der Abbildung.
(Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [74].)
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Phase zuriickfithren. Thermolysin-CLEC und HSA-CLPC
erwiesen sich sowohl in Bezug auf die Siulenpackung (Pa-
ckungsdruck 1500 psi) als auch bei der Chromatographie
selbst (mehr als 500 Injektionen ohne Verringerung der
Trennleistung) als ziemlich stabil. Auch mehrfache Anderun-
gen des Elutionsmittels von Wasser zu 50% Acetonitril
hatten keinen Einfluss auf die Enantiomerentrennungen, was
die hohe Stabilitét der stationdren Phase zeigt.

Ein anderes interessantes Beispiel ist die Reinigung von
Xylit durch quervernetzte Kristalle der Glucose-Isomerase.”!
Mit der Affinitdtschromatographie wurde eine Trennleistung
von etwa 1 kg Xylit je 500 kg der Kristalle erreicht.

4.3. Umweltkatalyse

Eine potentiell wichtige Anwendung von CLEC-kataly-
sierten Verfahren ist die Entgiftung von Pestiziden und
chemischen Kampfstoffen. Ein wirksamer Biokatalysator
hierfiir ist die Organophosphor-Hydrolase (OPH),"l deren
Stabilitdat und spezifische Wirkung allerdings fiir diese An-
wendungen wahrscheinlich nicht ausreichend ist. OPH ist ein
homodimeres zinkhaltiges Metalloenzym mit ungewdhnlich
breiter Substratspezifitit. Es kann P-O-, P-F-, P-S- und P-CN-
Bindungen in zahlreichen Insektiziden und chemischen
Nervengiften hydrolysieren und diese so unschddlich machen.
Die Enzymaktivitit variiert stark, sie ist extrem hoch bei dem
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Pestizid Paraoxon (P-O-Bindung; k, >5000s~') und sehr
niedrig bei dem chemischen Kampfstoff VX (P-S-Bindung;
ki, =0.3 7.8 OPH ist bisher das einzige Enzym, dass das
Nervengas, VX, entgiftet, wenngleich die Aktivitdt eher
niedrig ist.["”]

Die praktische Anwendung von OPH bei der Beseitigung
von chemischen Kampfstoffen und anderen Gefahrstoffen
erfordert Enzyme mit deutlich verbesserter Aktivitdt und
Stabilitét in oft schwierigen Reaktionsmedien. Da viele OPH-
Substrate in Wasser kaum 16slich sind, ist eine hohe Stabilitét
des Enzyms gegeniiber organischen Losungsmitteln beson-
ders wiinschenswert.[®) Wir konnten zeigen, dass der OPH-
CLEC tatsachlich diese Stabilitdt aufweist und gegen mehrere
Modellsubstrate recht wirksam ist.

Das aktive Zentrum von OPH besteht aus einem zwei-
kernigen Metallzentrum, indem Metalle wie Zn?**, Co?*,
Mn?*, Cd?* oder Ni** gebunden sein konnen.’!l Die Art des
Metalls im aktiven Zentrum des Enzyms beeinflusst seine
katalytische Aktivitit erheblich.?l Es gelang uns, das Metall-
ion am aktiven Zentrum von OPH in der CLEC-Form
auszutauschen (Abbildung 13). Dieser einfache Metallaus-
tausch stiitzt die Vorstellung, dass CLECs im Wesentlichen
porose Stoffe mit Kanilen sind, die den gesamten Kristall-
korper durchziehen und den Transport kleiner Molekiile in
den und aus dem Kiristall erleichtern. Zn?*- und Co**-OPH-
CLEC:s zeigten signifikante Aktivitit gegen das verbreitete
Pestizid Demeton-S®! und den chemischen Kampfstoff
VX.184

4.4. Biomedizinische Anwendung

Die Kombination aus Reinheit, hoher Stabilitit und
Aktivitét, die Enzymkristalle fiir viele chemische Anwendun-
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Abbildung 12. CLPC als Trennmittel. GroBenausschluss-Chromatographie mit PEG-Proben (M,,=
64-245000 Da) (A); chirale Trennungen an gepackten Séulen mit Thermolysin-CLEC (B, C, D) oder
HSA-CLPC (E). (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [74].)

C)  Phenylglycin gen so niitzlich macht, bietet auch auf

53.7 biomedizinischem Gebiet neue Mog-

s 623 lichkeiten.'”) Wir betrachten Anwen-

dungen, die auf konventionellen CLPCs

(Abbildung 6 oben), CLPCs, die kon-

trolliert freigesetzt werden konnen (Ab-

bildung 6 Mitte), und nicht querver-

netzten stabilisierten Proteinkristallen
(Abbildung 6 unten) beruhen.
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4.4.1. Orale Lumenaltherapie

Metabolische und gastrointestinale
Erkrankungen werden oft von einer
mangelhaften oder fehlenden Enzym-
oder Proteinfunktion an einem Kkriti-

6.2 schen Punkt des Stoffwechsels hervor-

BIVANG

gerufen. So konnen einige Erkrankun-
gen des Verdauungssystems bei Patien-
10 ten mit zystischer Fibrose oder
Pankreatitis auf ungewohnliche Lipase-
spiegel im Duodenum (Zwolffinger-
darm) zuriickgefithrt werden. Andere
Beispiele sind Erkrankungen durch an-
geborene Stoffwechselstorungen, z.B.
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Abbildung 13. Metallaustausch an der Wirkstelle von OPH-CLEC.

die Phenylketonurie (PKU). Diese Storung des Aminosdu-
restoffwechsels zwingt die Patienten zu einer Didt, die
groflenteils aus Phenylalanin-freien Proteinhydrolysaten be-
steht.[s3)

Der menschliche Verdauungstrakt ist wegen der sauren
Bedingungen im Magen (pH <2) und der hohen Protease-
Konzentrationen in Magen und Darm eine schwierige Um-
gebung fiir Proteine. Beispielsweise erreicht weniger als 1%
der in das Duodenum abgesonderten lipolytischen Aktivitét
das Ileum (Krummdarm).®%1 Es ist daher nicht iiberra-
schend, dass Schweinelipase, die in den derzeit im Handel
befindlichen Medikamenten enthalten ist, eine durch chroni-
sche Pankreatitis oder zystische Fibrose verursachte Pank-
reas-Steatorrhoe kaum behebt.[®! Aufgrund ihrer ausgezeich-
neten Stabilitdt und Aktivitidt konnen Proteine in der CLEC-
Formulierung therapeutisch niitzliche Reaktionen im Darm-
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trakt auslosen, ohne durch den drastischen pH-Wert oder die
Wirkung endogener Proteasen abgebaut zu werden. Ein
CLEC-Therapeutikum kann daher vom Patienten oral auf-
genommen werden und die gewiinschte therapeutische Wir-
kung im Darmtrakt entfalten, wéihrend nicht abgebautes
CLEC-Medikament mit dem Stuhl ausgeschieden werden
kann. Unsere ersten Untersuchungen deuten darauf hin, dass
mehrere Lipase-CLECs mindestens hundertmal aktiver und
erheblich stabiler als kommerziell erhéltliche Lipaseprodukte
sind. Zudem haben wir die Wirksamkeit bestimmter Lipase-
CLECs in Hunden mit Pankreasinsuffizienz nachgewiesen.®’]

Grundsitzlich konnen Lipase-CLECs bei diesen Krank-
heiten zu attraktiveren Dosiervorschriften fithren und die
Tablettenmenge erheblich reduzieren und so die Patienten-
Compliance sehr verbessern.

4.4.2. Subunit-Impfstoffe

Subunit-Impfstoffe, die aus definierten Verbindungen be-
stehen, sind wegen ihres iiberragenden Sicherheitsprofils und
ihrer einfachen Produktion durch chemische Synthese oder
DNA-Rekombinationstechnik duflerst attraktiv. Der Preis fiir
diese Vorteile ist allerdings betrédchtlich: Subunit-Impfstoffe
sind im Allgemeinen nur schwach immunogen und konnen in
vielen Féllen nicht mit dem abgeschwéchten und inaktivierten
Gesamtvirus oder pathogenen Analogon konkurrieren.
Um die Immunantwort zu verstdarken, bendtigen Subunit-
Impfstoffe generell verbesserte Adjuvantien und Trager fiir
die Freisetzung.

Wir wollten CLPCs als Antigene verwenden und verglichen
die Immunogenitit des CLPC von Humanserumalbumin
(HSA) mit der des l6slichen Proteins. Bei Ratten induzierten
hochvernetzte Kristalle eine 6-10fache und leicht querver-
netzte Kristalle eine etwa 30fache Zunahme des Antikorper-
titers gegeniiber dem l6slichen Protein und hielten ihn sechs
Monate lang aufrecht.”] Wir vermuten, dass der Depoteffekt,
die Teilchenstruktur des CLPC und die regelméBige Struktur
von Proteinkristallen zur verstdarkten Produktion zirkulieren-
der Antikorper beitragen. Tatsédchlich fiihrt die regelméBige
Struktur eines Proteinkristalls zu Vielfachkopien des Anti-
gens, die sich dem Immunsystem als Teil eines relativ groflen
Partikels prasentieren (Abbildung 14). In dieser Hinsicht

Abbildung 14. A) Computer-erzeugte Darstellung eines dreidimensiona-
len HSA-Kristalls. Die einzelnen Enzymmolekiile (M, =66000) sind
silberfarben. Der Kristall hat entlang jeder Kante sieben Elementarzellen,
seine Abmessungen betragen 41.2 x 62.2 x 42.5 nm, und er enthiélt insge-
samt 686 HSA-Molekiile. Die Oberfldchendarstellung beruht auf Elek-
tronendichterechnungen aus den bei der Brookhaven Protein Data Bank
hinterlegten Atomkoordinaten der bekannten Struktur.'”!! B) Virion des
Polyomavirus (50 nm) mit 360 VP1-Molekiilen.'” (Wiedergabe mit
freundlicher Genehmigung aus Lit. [91].)
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besteht auffallende Ahnlichkeit zwischen CLPCs und den
polyvalenten Teilchenstrukturen des Hepatitis-B-Oberfla-
chenantigens (HbsAg),"? der Helicobacter-pylori-Ureasel
und Virus-dhnlichen Partikeln (VLP, virus-like particles).l
Eigenschaften wie die bemerkenswerte Stabilitdt, Reinheit,
biologische Abbaubarkeit und leichte Herstellung machen
CLPCs fiir die Formulierung von Impfstoffen duflerst inte-
ressant. Diese Arbeit ebnet den Weg fiir eine systematische
Untersuchung iiber den Einfluss von Kristallinitdt und Quer-
vernetzung des Proteins auf die Erh6hung der humoralen und
zelluldren Immunantworten.

4.4.3. Nicht vernetzte Proteinkristalle

Da trockene Proteinkristalle auch ohne Quervernetzung
ziemlich stabil sein konnen, lassen sie sich als ungewohnliche
Formulierung zur Arzneimittelfreisetzung verwenden. Bei
kleinen Molekiilen ist der Nutzen des kristallinen Zustands
bereits gut bekannt, und die meisten Medikamente aus diesen
Verbindungen werden in kristalliner Form hergestellt. Das
uiberrascht nicht, denn Kristallinitét fiihrt normalerweise zu
besserer Lagerstabilitdt, Reinheit und Reproduzierbarkeit
hinsichtlich der physikalischen, chemischen und therapeuti-
schen Eigenschaften eines Medikaments.**! Bei makromole-
kularen Medikamenten liegen die Dinge ganz anders. Unter
den fast 400 Biopharmazeutika,’ die entweder zugelassen
oder im fortgeschrittenen Stadium der klinischen Priifung
sind, gibt es nur ein Produkt, nédmlich Insulin, das in
kristalliner Form hergestellt und verabreicht wird. Dabei
bietet die Kristallisation von makromolekularen Pharmazeu-
tika, besonders von Proteinen, erhebliche Vorteile:

1) wie bei Medikamenten aus kleinen Verbindungen lésst
sich die Herstellung durch Kristallisation des Proteins
rationalisieren

2) die Kristallform bietet die hochstmogliche Konzentration
eines Proteins und kann bei Therapeutika wie Antikor-
pern, die am Ort der Freisetzung hoch dosiert sein miissen,
vorteilhaft sein

3) da die Geschwindigkeit der Kristallauflésung von seiner
Morphologie, seiner Grofle und eventuell vorhandenen
Arzneimitteltrédgern abhdngt, konnen kristalline Proteine
als bequeme tréagerfreie Dosierungsform mit langsamer
Freisetzung dienen (Insulin ist ein gutes Beispiel)

4) die Stabilitdt von Proteinen in kristalliner Form ist hoher
als die der entsprechenden loslichen oder amorphen Stoffe
Die Inaktivierung eines Proteins beginnt héufig mit einer

reversiblen Entfaltung des Proteinmolekiils gefolgt von einer

irreversiblen Inaktivierung, die zur Aggregation® und als

Folge daraus zum Verlust der biologischen Aktivitt fiihrt.[’7)

Um den Aggregationsgrad von Glucose-Oxidase (GO) und

CRL zu vergleichen, wurden verschiedene Préparationen

dieser Enzyme bei erhohter Temperatur inkubiert und in

wassrigen Pufferlosungen rekonstituiert. Der unlosliche Nie-
derschlag wurde abfiltiert und das losliche Protein durch

GroBenausschluss-Chromatographie untersucht. Diese Ver-

suche ergaben, dass l6sliche Proteine rasch aggregieren und

schwerlosliche Niederschlidge bilden. Ein Vergleich der festen

Formulierungen lisst darauf schlieen, dass kristalline Pro-

teine weniger zur Aggregation neigen als ihre amorphen
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Formen. Bei der Inkubation von GO bei 50°C blieben nach
zwei Tagen 73% des kristallinen Proteins (71 % Aktivitit)
loslich, die spezifische Aktivitédt der gelosten Fraktion betrug
118.6 Umg". Die amorphe Formulierung lieferte unter den
gleichen Bedingungen zwar einen etwas hoheren Anteil
gelosten Proteins (76 %), aber nur 27 % Aktivitit und die
niedrige spezifische Aktivitit von 57.3 Umg~!. Diese Werte
deuten auf eine erhebliche Inaktivierung von amorpher GO
bei der Lagerung hin. Anders als die 16sliche GO, die nach der
Rekonstitution hauptséichlich aus einer nativen dimeren Form
besteht (hohere unlosliche Aggregate wurden durch Ultrafil-
tration abgetrennt), liefern feste Formulierungen ein Gemisch
aus nativem Dimer und hoheren 16slichen Aggregaten. Diese
intermolekulare Proteinaggregation ist in der amorphen Form
allerdings ausgeprigter (36% native Form) als in der
kristallinen (67 % native Form). Die bei kristallinen Formu-
lierungen geringere Tendenz zur Aggregatbildung wurde
durch einen Versuch mit dem wesentlich hydrophoberen
Protein CRL bestitigt: 91 % der nativen CRL-Form (Mono-
mer) sind in der kristallinen Formulierung erhalten, aber nur
26 % in der amorphen Probe. Ein Vergleich der GroBenaus-
schluss-Chromatogramme der drei rekonstituierten CRL-
Formulierungen ist in Abbildung 15 dargestellt.

A)

L
| J\J\\

t/min ——p»
Abbildung 15. GroBenausschluss-Chromatographie von rekonstituierten
CRL-Formulierungen. A) losliche, unbehandelte CRL (Kontrolle).
B) Amorphe und C) kristalline, mit Sucrose formulierte CRL nach

200 Tagen bei 40°C und 75% RH. Die Proben wurden in PBS-Puffer,
pH 74, gelost. (Wiedergabe mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [31].)

Eine potentiell bedeutende Anwendung von Proteinkris-
tallen ist die Freisetzung von Proteinwirkstoffen. Die unzu-
reichende Stabilitdt von Proteinen wihrend der Verkapse-
lung, Lagerung und Abgabe ist eines der Haupthindernisse
bei der erfolgreichen Formulierung von polymeren Mikro-
kiigelchen.”®! Beispielsweise konnen kristalline Proteine
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durch ihre hohe Stabilitdt und geringere Tendenz zur Aggre-
gatbildung die drastischen Bedingungen der Mikroverkapse-
lung besser iiberstehen und polymere Mikrokiigelchen mit
hoherer Beladung liefern (Abbildung 16).

Abbildung 16. In PLGA-Mikroperlen eingelagerte Kristalle von Penicil-
lin-Acylase.

5. Schlussbemerkungen und Ausblick

Wie bei vielen anderen Entwicklungen in Wissenschaft und
Technik kann man riickblickend die Wurzeln und Vorldufer
der 1992 erstmals skizzierten Methode quervernetzter En-
zymkristallel’] und der seitdem beschriebenen Erweiterungen
und neuen Realisierungen dieses Konzepts ohne weiteres
erkennen. Es waren weniger die technischen Griinde, warum
Sumner 1926 nicht selbst einige der hier besprochenen
Anwendungen im Zusammenhang mit der Jackbohnen-
Urease entwickelt hat.

Einer der Griinde fiir die rasche Entwicklung und Ver-
marktung von CLECs und CLPCs seit 1992 konnte unsere
konsequent beibehaltene Auffassung sein, nach der Protein-
kristalle Materialien sind, deren chemische und mechanische
Stabilitdt deutlich erhoht werden muss. Nachdem wir bei
unseren quervernetzten kristallinen Materialien eine derar-
tige Stabilitdt erreicht hatten, konnten wir uns auf die
Entwicklung von praktischen Anwendungsmoglichkeiten
dieser Materialien konzentrieren.

Der logische erste Schritt in dieser Entwicklung waren die
Enzymkatalysatoren, da sie bei wichtigen chemischen Pro-
zessen fiir unerreichte Selektivitdt und Spezifitit bei mini-
malen Kosten sorgen konnen. Seither wurden CLEC:s fiir eine
Reihe von Anwendungen entwickelt, die wir in diesem
Aufsatz beschrieben haben.

Stabilisierte Proteinkristalle konnen auch als neue Chro-
matographiematerialien verwendet werden, die nicht nur bei
den fiir HPLC-Trennungen typischen drastischen Bedingun-
gen wiederholt einsetzbar sind, sondern in denen auch die
ausgezeichnete Enantioselektivitdt der zugrunde liegenden
Proteinmatrix zum Ausdruck kommt. Auch die rasche,
effektive und rentable Formulierung von Proteinwirkstoffen
nie dagewesener Reinheit und Haltbarkeit wird durch diese
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Technologie erheblich erleichtert, z.B. bei der Herstellung
von Impfstoffen, deren immunogene Wirkung nicht von
Adjuvantien und anderen komplizierenden Faktoren ab-
hiangt. Weitere therapeutische Anwendungen fiir stabilisierte
Proteinkristalle gibt es im Uberfluss, sie reichen von Freiga-
besystemen fiir Proteinwirkstoffe bis zu ihrer Verwendung in
der Enzymersatztherapie.

Beriicksichtigt man die derzeit durch die Sequenzierung
des menschlichen Genoms ausgeloste Informationsflut, muss
man sich auch auf die Moglichkeiten einrichten, die Aber-
tausende neue Proteine bieten, die durch Expression dieser
Information durch das Proteom erstmals hergestellt werden
konnen.” Diese Informationsexplosion wird die Entwick-
lung von Parallelmessmethoden wie der High-Throughput
(HT)-Réntgenkristallographie sicherlich beschleunigen.'®]
Die schnelle und billige Kristallisation Zehntausender Pro-
teine konnte schnell zu einem Engpass in der gesamten
Genomstrukturinitiative fiihren."" Aus diesem Grund wer-
den derzeit moderne Automatisierungsmethoden entwickelt,
die bei der Steuerung und Optimierung von Kristallisationen
eine entscheidende Rolle spielen.l'® Obwohl diese Anstren-
gungen hauptsichlich zu neuen Strukturinformationen fiih-
ren, werden die leistungsfihigen Kristallisationstechniken
den hier besprochenen Kiristallisations- und Formulierungs-
methoden zugute kommen.

Diese im Entstehen begriffene ,,Kristallom“-Wissenschaft
bietet uns ein allgemeines Verfahren, bekannte und neue
entdeckte Proteine sowohl bei den in den meisten groB3-
technischen Verfahren iiblichen drastischen Bedingungen als
auch in unerreicht leistungsfihigen und niitzlichen therapeu-
tischen Anwendungen rasch und effizient einsetzbar zu
machen. Sicherlich werden die zukiinftigen Entwicklungen
mindestens so interessant sein wie die mit dieser Technologie
bereits erreichten Fortschritte.

Wir danken unseren vielen Kollegen bei Altus Biologics, die
bei der Entwicklung der CLEC-Technologie entscheidend
mitwirkten und deren Namen zitiert sind. Dariiber hinaus gilt
unser Dank Jim Griffith (Althexis), Kirill Yakovlevsky und Yi-
Fong Wang fiir ihre Hilfe bei der Erstellung des Manuskripts
und fiir niitzliche Diskussionen. Ferner danken wir den NIH,
der NSF und dem Department of Defense, die unsere Arbeit
durch ihre SBIR-Programme grof3ziigig forderten.
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