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1. Einleitung 

Trager-gebundene, biologisch aktive Substanzen 
und ihre Anwendung 

Von Hans Dieter Orth und Wolfgang Briimmer~'l 

Durch Bindung von Enzymen an geeignete Pager lassen sich stabile Katalysatoren gewinnen. 
Es werden die wichtigsten Methoden ihrer Herstellung sowie ihre Eigenschafen erlautert. Be- 
sonders interessant erscheint die Anwendung trager-gebundener Enzyme in der biochemischen 
Routineanalytik als ,,unlosliche Reagentien" fiir Analysenautomaten und fur  Enzymelektroden. 
Fur praparative Stoffurnwandlungen und Synthesen bieten die trager-gebundenen Enzyme den 
Vorteil, die bisher meist diskontinuierlichen Prozesse in kontinuierliche umwandeln und protein- 

freie Reaktionsprodukte erhalten zu konnen. Durch Verwendung trager-gebundener Proteasen als 
spezifische Adsorbentien 1aJt sich eine Reihe natiirlich vorkommender Inhibitoren in einfacher 
Weise isolieren. Dieses Prinzip, das der Aflnitatschromatographie zugrunde liegt, wird heute um- 
gekehrt auch zur Reinigung von Enzymen und anderen biologisch aktiven Substanzen an ent- 
sprechenden trager-gebundenen Effektoren ausgenutzt. 

In den letzten Jahren entwickelte sich eine biochemische 
Arbeitsrichtung, das ,,enzyme engineering", das eine erwei- 
terte Ausnutzung der spezifischen katalytischen Fahig- 
keiten von Enzymen zum Ziel hat. Zunachst wurde ver- 
sucht, Enzyme durch Einschlu5 in oder Bindung an wasser- 
unlosliche Trager so zu stabilisieren, daB sie mehrfach wie- 
derverwendet werden konnen. Derartige polymer-gebun- 
dene Enzyme lassen sich nicht nur als spezifische Reak- 
tionskatalysatoren, sondern auch als selektive Adsorben- 
tien verwenden, zum Beispiel fur naturlich vorkommende 
Inhibitoren. Nach dieser neuen, als Afinitatschromato- 
graphie bezeichneten Technik konnen umgekehrt viele 
Enzyme durch selektive Adsorption an entsprechenden 
unloslichen Inhibitoren oder anderen spezifischen Effek- 
toren (Substrat- oder Coenzymanaloga, Antikorper) in 
hoher Reinheit isoliert werden. 

Die Aufgabe dieses Fortschrittsberichtes sol1 es sein, die 
Anwendungsmoglichkeiten trager-gebundener Enzyme fur 
Stoffumwandlungen und trager-gebundener Effektoren fur 
Stofisolierungen an ausgewahlten Beispielen darzustellen. 

['I Dr. H. D. Orth und Dr. W. Briimmer 
E. Merck, Biochemische Abteilung 
61 Darmstadt 2. Postfach 4119 

2. Bindung von Proteinen an Trager 

2.1. Methoden 

In den letzten Jahren erschien eine g r o k  Zahl von Publi- 
kationen, die sich mit der Bindung biologisch aktiver Pro- 
teine an unlosliche Trager befassen. Wesentliche Beitrage 
zur Entwicklung dieses neuen Gebietes der Enzymologie 
stammen aus den Arbeitskreisen von Katchalski, Goldstein, 
Manecke, Porath, Axen, Kay, Hornby, Lilly, Crook. Cuatre- 
casas und Anfisen. (Ubersichtsaufsiitze siehe" "I.) 

Fur die Herstellung trager-gebundener Proteine gibt es kein 
Standardverfahren. Zur weitgehenden Erhaltung der bio- 
logischen Aktivitat eines zu bindenden Proteins sind jeweils 
besondere Reaktionsbedingungen und oft spezielle ,,maB- 
geschneiderte" Tragersubstanzen erforderlich. Zur Fixie- 
rung von Proteinen, insbesondere von Enzymen, werden 
heute drei Prinzipien am haufigsten angewendet : 

I. Adsorption an hydrophile 1onenaustauscher[l6- 201. Bei 
Einhaltung bestimmter Ionenstarken und pH-Werte blei- 
ben zurn Beispiel Enzyme mit einem relativ hohen Gehalt 
an sauren Aminosauren. wie die spater zu besprechende 
Aminoacylase aus Aspergillus oryzae, auch bei hoher Sub- 
stratkonzentration lest an DEAE-Cellulose oder DEAE- 
Sephadex gebunden'l6. ''I. 
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O-CH,-CON, + H,N-Prote in  + O-CHz-CONH-Prote in  

Schema 1. uberfiihrung von Carboxymethylcellulose ( I )  in die reaktive 
Azidform 12) und deren Umsetzung mit Proteinen [29. 39. 401. 
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Schema 2. Bindung yon Proteinen an ein Copolymerisat von Athylen 
und Maleinsaureanhydrid (3) (EMA) [31. 321. 

4 0 - C O N H ,  

2. EinschluD in hydrophile Gele durch photokatalysierte 
Copolymerisation von Acrylamid und N,N'-Methylen- 
bis(acry1amid) in Gegenwart des Enzyms['* -231  . Di e An- 
wendung dieser Methode ist jedoch nur bei Enzymen, die 
niedermolekulare Substrate umsetzen, sinnvoll, da  hoch- 
molekulare Substrate die Poren des Gels nicht mehr passie- 
ren und deshalb nicht zu den in der Gelmatrix eingeschlos- 
senen Enzymmolekiilen gelangen konnen. Eine kritische 
Diskussion der Methode, ausgehend von Untersuchungen 
an Cholinesterase-EinschluDverbindungen, legten Degan 
und Miron V O ~ [ ' ~ ] .  

3. Bindung an hydrophile n a t u r l i ~ h e [ ~ " - ~ ~ ]  oder syntheti- 
sche'"- 341 Polymere oder an anorganische Substanzen 
wie Glas'35-381 durch kovalente Verkniipfung iiber funk- 
tionelle Gruppen des Enzymproteins, die fur die enzymati- 
sche Aktivitat nicht essentiell sind. AuDer fur die termina- 
le(n) a-Aminogruppe(n) des Enzymmolekiils trifft dies 
haufig fur die basischen E-Aminogruppen der Lysine, die 
Hydroxyphenylseitenketten der Tyrosine, die Guanidyl- 
seitenketten der Arginine und die Imidazolylgruppen man- 
cher Histidine zu, die deshalb als bevorzugte Verknup- 
fungsstellen in Frage k~rnrnen[~] .  

Vor der Umsetzung rnit den Proteinen mu13 der Trager 
meist noch in eine aktive Form uberfuhrt werden. In den 
Schemata 1-4 werden einige typische Tragersubstanzen 
aufgefuhrt. 

Es sei hier noch kurz eine in jungster Zeit von Novais ent- 
wickelte, interessante Methode angemerkt, Enzyme kom- 
plexchemisch an Oberflachen von Cellulose oder Glas zu 
binden, die durch Behandlung mit chelatbildenden Uber- 
gangsmetallsalzen, insbesondere Titansalzen, aktiviert wur- 
den'" ' I. 

2.2. Sterische Bedingungen 

f 

Schema 3. Aktivierung von Polysacchariden ( 4 )  wie Agarose und 
Cellulose rnit BrCN und Umsetzung mit Proteinen [ 2 5 ] .  

c1 c1 

c1 IH-Protein 

i 

i 

Schema 4. Aktivierung von Polysacchariden (4 )  wie Agarose und 
Cellulose rnit Cyanursaure-Derivaten ( 5 ) .  R =z. B. NH, (2-Amino-4.5- 
dichlor-s-triazin). und Umsetzung rnit Proteinen [28. 291. 

Beim Fixieren von biologischen Makromolekiilen muB 
un ter schonenden Bedingungen gearbeitet werden, damit 
die raumliche Struktur dieser Molekiile, die fur ihre Wirk- 
samkeit unbedingt erforderlich ist, erhalten bleibt. D a m  
ist gute Hydrophilie und hohe Porositat der Tragermatrix 
erforderlich" 5*L0* "'I. Als Reaktionsbedingungen kommen 
maBige Ionenstarke, pH-Werte zwischen etwa 4 und 10 
und Temperaturen zwischen 0 und etwa 35°C in Frage. 
Um die Erhaltung der raumlichen Struktur sowie die freie 
Zuganglichkeit des aktiven Zentrums zu garantieren, ist 
es auch oft gunstig, das Makromolekul nicht unmittelbar, 
sondern unter Zwischenschaltung einer Seitenkette (,,spa- 
cer") an den Trager zu binden. Dies kann zum Beispiel 
durch ein a,w-Diaminoalkan oder eine w-Aminocarbon- 
saure bewirkt werdenl'". 's*"zl. 

AuBerdem ist es fur einen sterisch ungehinderten Kontakt 
mit Substraten und Effektoren notig, daD nicht zu viele 
Gruppen des Makromolekuls kovalent an den Trager ge- 
kniipft sind. Da die Bindung meist iiber NH,-Gruppen er- 
folgt und sich bei Peptiden die pK-Werte der endstandigen 
NH,-Gruppen deutlich von den pK-Werten der NH,- 
Gruppen in den Lysinseitenketten unterscheiden, IaDt sich 
durch Variation des pH-Wertes erreichen, daD die Bindung 
vorwiegend iiber die endstandige a-NH,-Gruppe zustande 
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kommt. vorausgesetzt, daD diese nicht durch die raumliche 
Anordnung der Peptidkette verdeckt ist. So nahm Immuno- 
globulin, das bei pH =9 an aktivierte Agarose gekuppelt 
worden war, nur 7% der berechneten lnsulinmenge auf, 
wahrend das bei pH = 6.5 fixierte Immunoglobulin 770; 
band[’41. 

3. Eigenschaften unloslicher Enzyme 

3.1. Stabilitat 

Die Mehrzahl der bisher beschriebenen trager-gebundenen 
Enzyme ist wesentlich stabiler als die entsprechenden los- 
lichen Enzyme[’], so daD man, unter der Voraussetzung 
eines geeigneten Tragers und schonender Kupplungsbe- 
dingungen, diese Eigenschaft als fur gebundene Enzyme 
charakteristisch ansehen darf. Offenbar wird die native 
Konformation des Enzyms durch Bindung an einen unlos- 
lichen Trager besser vor denaturierenden Einwirkungen 
geschiitzt. Bei kontinuierlicher Anwendung kommt dazu 
noch der stabilisierende EinfluD des Substrates. 

Als Beispiel fur die Stabilisierung trager-gebundener Pro- 
teasen infolge herabgesetzter Autolyse ist in Abbildung 1 
der zeitliche Verlauf der Restaktivitat von Rindertrypsin in 
loslicher und gebundener Form nach Vorinkubation bei 
55°C darge~tellt[~’~. 

15 30 65 60 
t (minl - 

Abb. 1. Restaktivitlt von Trypsin (Rind) 10). CMC-gebundenem Tryp- 
sin (0 )  und MA-gebundenem Trypsin (A) nach Vorinkubation bei 
5 5  C. gemessen gegen Casein alc Suhstrat [39]. CMC ~ C;irhoxvme- 
thylcellulose. MA = vernetztes Copolymeres aus 1.4-Bis(vinylox~)butan 
und Maleinsaureanhydrid. 

3.2. Aktivitat 

Trager-fixierte Enzyme sind im allgemeinen weniger aktiv 
als die entsprechenden nativen Enzyme. Bei Enzymen, die 
auf niedermolekulare Substanzen einwirken, findet man 
nach der Fixierung durchschnittlich 40-80% Restaktivi- 
tat[’]? wahrend polymer gebundene Hydrolasen gegen ihre 
hochmolekularen Substrate nur noch zu 5-40% aktiv 
~ i n d ~ ~ ~ ~ * ’ !  In Einzelfallen wurden hier auch hohere Werte 
angegeben[Z4*26! Dieser partielle Aktivitatsverlust wird 
jedoch durch die vielfache Wiederverwendbarkeit unlos- 
licher Enzyme aufgewogen. Einige Grunde fur die veran- 
derte Aktivitat der gebundenen Enzyme werden im folgen- 
den diskutiert. 

4. Parameter, die die Eigenschaften unloslicher 
Enzyme beeinflussen 

4.1. Sterische Hinderung 

Die Kupplung eines Enzymmolekuls an den Trager ge- 
schieht in der Regel nicht nur uber eine, sondern iiber 
mehrere Bindungsstellen. Damit tritt eine gewisse Ver- 
netzung ein, die zusammen mit einer moglichen intramole- 
kularen Vernetzung der aktivierten Matrix selbst den Zu- 
gang eines Substrates zu einem gebundenen oder einge- 
schlossenen Enzymmolekiil behindert. Dies gilt insbeson- 
dere fur Enzyme wie Proteasen, Amylasen und Nucleasen, 
die hochmolekulare Substrate a b b a ~ e n [ ’ . ~ .  5 q  91. Cresswell 
und Sanderson untersuchten diesen Effekt an einer unlos- 
lichen mikrobiellen Protease (Pronase aus Streptornyes 
griseus), die an ein diazotiertes Copolymerisat von Leucin 
und p-AminophenylaIanir~[~~] gebunden war[441. Dabei 
stellten sie eine lineare Abhangigkeit der proteolytischen 
Restaktivitaten vom Logarithmus des Molekulargewichtes 
des Substrates rest : Die proteolytische Aktivitat wird niit 
zunehmendem Molekulargewicht des Substrates immer 
kleiner. Nur die direkt an der Oberflache der porosen Par- 
tikel fixierten Enzymmolekiile sind schlieDlich noch aktiv. 
Dasselbe gilt sinngemal3 fur Protease-Inhibitoren, die mit 
steigendem Molekulargewicht einen immer kleineren An- 
teil des gebundenen Enzyms hemmen konnen[”* 32.451. Die 
Verhaltnisse sind ahnlich wie bei der AusschluBchromato- 
graphie von Proteinen an vernetzten Dextrangelen, bei 
denen der Anteil des jeweiligen Porenvolumens, das fur ein 
Protein zuganglich ist, vom Molekulargewicht des Proteins 
abhangt. 

4.2. Elektrostatische Wechselwirkungen 

AusschlieDlich sterische Hinderung ist nur bei ungeladenen 
Tragern oder ungeladenen Substraten zu beobachten. Bei 
ionischen Tragersubstanzen kommt die elektrostatische 
Wechselwirkung zwischen Trager und gleich- oder gegen- 
sinnig geladenen Enzymsubstraten hinzu. Dieser Effekt 
konnte zum Beispiel bei der Aktivierung von Chymotryp- 
sinogen A und Chymotrypsinogen B durch Trypsin demon- 
striert werden, das an einen Trager mit anionischen Grup- 
pen (Carboxymethylcellulose, siehe Schema 1) gebunden 
war[391. Beide Proenzyme besitzen namlich das gleiche Mo- 
lekulargewicht (25000), aber verschiedene elektrische La- 
dungen (isoelektrische Punkte bei pH = 9.5 bzw. pH = 5.2). 
Zur Aktivierung von Chymotrypsinogen B, das unter den 
Reaktionsbedingungen negativ geladen ist, war die sieben- 
fache Menge an gebundenem Trypsin erforderlich wie fur 
das positiv geladene Chyrnotrypsinogen A[391. Bei unglei- 
cher Ladung von Tragermatrix und Substrat bildet sich an 
der Trageroberflache eine hohere Substratkonzentration 
als in der Auknlosung aus. Entsprechend resultiert bei 
gleicher Ladung von Trager und Substrat durch die elek- 
trostatische AbstoDung eine Substratverarmung in der 
Mikroumgebung des gebundenen Enzyrns. AuDerhalb des 
Substratsiittigungsbereichs wirkt eine solche ungleiche 
Substratverteilung zwischen AuBen- und lnnenphase im 
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Sinne einer Erhohung bzw. Erniedrigung der Aktivitat des 
gebundenen Enzyms. Es zeigt scheinbar eine groBere bzw. 
kleinere Aftinitat zu seinern S ~ b s t r a t [ ' . ~ ~ ~ .  

Analog verhalten sich auch die H+-Ionen. \Vie McLaren 
zeigte, konzentrieren sie sich an negativ geladenen Ober- 
flachen und bewirken dadurch einen ,,Oberflachen-pH", 
der bis zu zwei Einheiten tiefer liegen kann als in der AuBen- 

Diese Effekte wurden spater von Goldstein et 
al. an EMA-gebundenem Trypsin und Chymotrypsin ein- 
gehend u n t e r s ~ c h t ' ~ . ~ '  (siehe auch Schema 2). Die elektro- 
statische Wechselwirkung kann irn Falle ungleichnarniger 
Ladung von Trager und Enzymsubstrat durchaus vorteil- 
haft sein. Wenn narnlich im Laufe einer enzymatischen 
Umsetzung die Substratkonzentration abnimnit, dann fallt 
die Reaktionsgeschwindigkeit des trager-fixierten Enzyms 
in wesentlich geringerem MaBe a b  als beim gelosten En- 
~ym[~ ' l .  

4.3. Diffusion 

Ein weiterer Faktor, der die Substratkonzentration in der 
Mikroumgebung eines gebundenen Enzyms und darnit 
seine Aktivitat beeinflu& ist die Diffusion. Dies macht sich 
schon dadurch bemerkbar, daB unlosliche Enzyme ihre 
maximale Aktivitat nur bei ausreichend hohen Ruhrge- 
schwindigkeiten des Reaktionsansatzes entfalten150-52! 
Der EinfluD der Diffusion auf die Aktivitat eines gebunde- 
nen Enzyms hangt dabei ab von der maximalen Reaktions- 
geschwindigkeit V,,, des einzelnen Enzyrns, dern Diffusions- 
koeftizienten des Substrates und der Dicke der Diffusions- 

Betrachtet man jedoch nicht nur einstufige enzymatische 
Umsetzungen. sondern auch durch mehrere Enzyme in ge- 
ordneter Reihenfolge katalysierte Reaktionssequenzen, wie 
sie dem physiologischen Geschehen in der Zelle weitgehend 
entsprechen. dann kann die durch limitierte Diffusion be- 
wirkte lokale Anreicherungeines Metaboliten in der Mikro- 
umgebung einer struktur-gebundenen Enzyrnsequenz ge- 
rade zu einer besonderen Effektivitat des Gesarntsystems 
fuhren. 

Lactose T G l u c o s e  i - ~ G l u c o s e - 6 - ~ ~ G L u c o n o l a c t o n - 6 - P  
ATP NAOP 

Gataktose ADP NADPH 
mm 
Abb. 2. Schematische Darstellung einer dreistufigen Sequenz mit trager- 
gebundenen Enzymen [P-Galaktosidase (P-Gal) - Hexokinase ( H K )  ~ 

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G-6-PDH)I (nach [53]). 

Mosbach und M a t t i a ~ s o n [ ~ ~ ~  haben dies an einem trager- 
gebundenen Drei-Komponenten-System untersucht, wobei 
p-Galaktosidase, Hexokinase und Glucose-6-phosphat- 
Dehydrogenase zusammen an BrCN-aktiviertes Sephadex 
gebunden wurden (siehe Abb. 2). An diesern System, in dem 
die Reaktionsgeschwindigkeit von der Konzentration der 
Intermediarprodukte abhangt, konnte eine den drei Einzel- 

enzymen in Losung uberlegene Effektivitat des trager-ge- 
bundenen ,,Multienzymsystems" demonstriert werden, da 
die zunachst gebildete Glucose nicht sofort in die AuDen- 
phase abdiffundiert, sondern in hoher Konzentration den 
folgenden enzymatischen Reaktionsschritten zur Verfu- 
gung steht. 

Es zeigt sich hier, daB das Studium der Eigenschaften tra- 
ger-gebundener Enzyme auch zur vertieften Einsicht in die 
physiologische Wirkungsweise vieler membran- und struk- 
tur-gebundener Enzyme der Zelle beitragen kann. 

5. Bindung von Enzymeffektoren an Trager 

5.1. Kniipfen der kovalenten Bindung 

Die Effektoren werden mit den Tragerharzen ausschlieD- 
lich durch kovalente Bindungen verknupft. Bindungen 
durch Adsorption, ionische Wechselwirkung oder durch 
EinschluB in porose Polymere halten den drastischen Elu- 
tionsbedingungen (hohe Ionenstarke, extreme pH-Werte 
etc.), die zur Elution der affinitatschromatographisch ge- 
reinigten Substanzen haufig notwendig sind, nicht stand. 
Physikalisch belegte Trager bluten dabei aus, d. h. ihre Ka- 
pazitat wird vermindert und ihre Eignung fur die Afini- 
tatschromatographie schliefllich aufgehoben. 

Die kovalente Bindung kommt in vielen Fallen iiber 
Aminogruppen der Effektoren zustande ; dazu dienen die 
bereits fur die Proteinbindung (in Abschnitt 2.1) beschrie- 
benen Methoden. Zur Herstellung einer Carbonsaureamid- 
bindung wird neben der Azidmethode haufig die Carbo- 
diimidaktivierung verwendet, wobei sich die Carbonyl- 
gruppe am Trager (siehe Abschnitt 2.1), aber auch am Effek- 
tor befinden kann. Arninogruppenhaltige Trager erhalt 
man durch Anbringen geeigneter Seitenketten (siehe Ab- 
schnitt 2.2). Am freien Ende der Seitenkette kann auch eine 
aromatische Aminogruppe stehen, so daD ein aromatischer 
Effektor durch Diazokupplung fixiert werden kann. Im 
Gegensatz zu Proteinen mussen niederrnolekulare Effek- 
toren nicht unbedingt in waBrigem Milieu, sondern konnen 
auch in organischen Losungsmitteln an den Trager gebun- 
den werdenlsv 14.15. 54,551 

5.2. Adsorption, Elution und EinfluB der Seitenkette 

Die Adsorption der zu reinigenden Substanz, z. B. eines 
Enzyms, kann aus Rohextrakten oder vorgereinigten Lo- 
sungen erfolgen. Die Affnitatsharze werden im Satz- und 
im Saulenchromatographieverfahren angewendet. Im Satz- 
verfahren (,,batch"-Verfahren) kann nur gearbeitet werden, 
wenn die Dissoziationskonstante des Komplexes, den die 
beiden Reaktionspartner bilden, klein, d. h. der Komplex 
fest ist. Das Saulenverfahren ist dagegen auch anwendbar, 
wenn die Dissoziationskonstante des Kornplexes groB ist. 
In diesern Fall wird der geloste Partner wahrend der Chro- 
matographie nicht festgehalten, sondern nur retardiert, und 
die Elution ist problemlos. 

Das Zerlegen von Komplexen, die durch kleine Disso- 
ziationskonstanten charakterisiert sind. erfordert dagegen 
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meist drastische Milieuanderungen wie Erwarmen, extreme 
pH-Werte, g r o k  Ionenstarken oder hohe Konzentratio- 
nen an Denaturierungsmitteln. Die zu desorbierenden 
Makromolekiile werden dabei haufig irreversibel inakti- 

‘’I. Mildere Elutionsbedingungen reichen aus, 
wenn die Starke des Komplexes herabgesetzt werden kann. 
Dies ist durch eine Verkiirzung der Seitenkette moglich, 
iiber die der eine Reaktionspartner an den Trager gebunden 
ist. Allerdings geht hierbei zugleich die Kapazitat des be- 
legten Tragers zuriick. 

Mikrobielle P-Galaktosidase wird von S-(p-Aminopheny1)- 
P-D-I -thiogalaktopyranosid gehemmt. Der agarose-gebun- 
dene Inhibitor halt das Enzym in Abhangigkeit von der 
Seitenkettenlange unterschiedlich stark zuriick. Das Enzym 
wird von Trager A kaum und von Trager B nur wenig besser 
zuriickgehalten. Zur Elution sind in beiden Fallen keine 
verscharften Bedingungen notig. Sind die Saulen dagegen 

6. Anwendung unloslicher Enzyme in der Analytik 

6.1. Analysenautomaten und Enzymelektroden 

Hicks und Updike verwendeten unlosliche Enzyme, die in 
vernetztes Polyacrylamidgel einpolymerisiert waren, zur 
Bestimmung oxidierbarer Substrate in einem automatisier- 
ten Analysensystern[”]. Sie benutzten dabei rnit granulier- 
tem Enzymgel gefullte Mikrosaulen, die von den Analysen- 
losungen durchstromt wurden. Die Glucosebestimmung 
wurde zum Beispiel mit unloslicher Glucose-Oxidase ent- 
sprechend Schema 5 durchgefuhrt. 

Glucose + 0: Gluconsiure + H,O, (a) 

(b) 

Schema 5. Glucosebestimrnung mil Glucose-Oxidase (GOD) und Per- 
oxidase (POD). 

H,O, + Farbindikator ‘OD H,O + Farbindikator 
red.. farblos ox., blau 

O H  

OH 

Das entstandene HzOz oxidiert in Gegenwart von Per- 
oxidase einen im reduzierten Zustand farblosen Farbindi- 
kator wie o-Toluidin. Die Intensitat der dabei auftretenden 
Farbung entspricht der Glucosekonzentration in der Ana- 
lysenlosung. Wird anstelle der Indikatorreaktion (b) eine 
empfindliche Sauerstoff-Elektrode verwendet, dann hat 
man ein reagenslos arbeitendes Analysen~ystem[’~~. 

Um von der Stromungsgeschwindigkeit unabhangig zu 
werden, entwickelten Hicks und Updike eine Enzymelek- 
troderS9’. Sie besteht aus einer hochemplindlichen 0,- 

OH 

Abb. 3. Agarose-gebundenes S-(p-Aminopheny1)-P-o-thiogalaktopyra- 
nosid [42]. A direkt gebunden. B iiber N’-Acetylathylendiarnin gebun- 
den, C iiber N‘-SuccinyLbis(aminopropy1)arnin gebunden. 

rnit Trager C (Abb. 3) gefullt, so wird die P-Galaktosidase 
sehr fest gebunden. Zur Elution ist 0.1 M Boratpuffer 
(pH = 10) notig[4z* 561. 

Die Abhangigkeit der Tragerkapazitat von der Seitenket- 
tenlange wurde fur den agarose-gebundenen Staphylococ- 
cus-Nuclease-Inhibitor 3’-(4-Aminophenyl-phosphoryl)- 
desoxythymidin-5’-phosphat gemes~en[“~~.  Sie betragt bei 
direkter Bindung (entsprechend Abb. 3, A) 2 mg Nuclease/ 
ml Gel. Wird als Seitenkette N‘-Acetylathylendiamin (ent- 
sprechend Abb. 3, B) eingefuhrt, so steigt das Bindungs- 
vermogen auf 8 und mit N’-Succinyl-bis(aminopropy1)amin 
alsSeitenkette(entsprechendAbb. 3,C)auflO mg Nuclease/ 
ml Gel. In allen drei Fallen enthielten die Saulen 2 pmol 
Inhibitor/ml gepacktes Gel. 

Es wurde auch iiber die Elution rnit Effektorlosung berich- 
tet, beispielsweise die Elution von L-Asparaginase mit D- 

Asparagin[”] (siehe auch Abschnitt 8.1). 

Elektrode, umhiillt mit einer 25-50 pm dicken Gelschicht 
mit einpolymerisierter Glucose-Oxidase. Wird diese Sonde 
in Korper- oder Gewebsfliissigkeit getaucht, so diffundieren 
0, und Glucose in die Enzymschicht, wo die 0,-Konzen- 
tration durch die enzymatische Glucoseoxidation herab- 
gesetzt wird und als Veriindcrung des Elektrodenpotentials 
registriert werden kann. Das Prinzip ist also ahnlich wie 
bei der Messung der He-Konzentration rnit der pH-Elek- 
trode. 

Guilbault und Montalvo haben eine Enzymelektrode.zur 
kontinuierlichen Bestimmung von Harnstoff beschrieben, 
die nach dem gleichen Prinzip arbeitetf6’]. Hierbei wird 
eine NHf -1onen-empfindliche, kationische Glaselektrode 
mit einer dunnen Schicht von vernetztem Polyacrylamid- 
gel, in dem Urease eingeschlossen ist, umgeben. Der aus der 
Analysenlosung in das Enzymgel diffundierende Harnstoff 
wird dort zu HCO7- und NHf-Ionen umgesetzt, deren 
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Konzentration rnit der Elektrode potentiometrisch gemes- 
sen wird. 

Wird anstelle von Urease L-Aminosaure-Oxidase in das 
Gel einpoIymerisiert[''', so erhalt man eine Enzymelektro- 
de, die fur L-Aminosauren spezifisch ist. 

6.2. Sequenzanalyse von Nucleotiden und Peptiden 

Auch die Automatisierung komplizierter und schwieriger 
analytischer Untersuchungen wie etwa die Sequenzermitt- 
lung von Iangeren Oligoribonucleotiden konnte mit trager- 
gebundenen Enzy men gelingen. 

Fur die Sequenzanalyse von t-RNA schlugen Neu und 
Heppel eine Methode vor, die im Gegensatz zum ublichen 
Verfahren - der enzymatischen Fragmentierung der RNA 
rnit spezifischen Endo- und Exonucleasen - einen schritt- 
weisen Abbau vom freien 3'-OH-Ende des jeweils termina- 
len Nucleosids gestattetr621. Dieser Abbau verlauft in zwei 
Stufen. Der erste Schritt besteht in der Perjodat-Oxidation 
der exponierten vicinalen OH-Gruppen der freien Ribose 
des terminalen Nucleosids und anschlieRender Eliminie- 
rung der terminalen Base. Im zweiten Schritt wird der neu- 
gebildete Phosphatmonoester rnit alkalischer Phosphatase 
abgespalten ; damit werden die vicinalen OH-Gruppen der 
vorletzten Ribose freigesetzt. Die Reaktionsfolge wieder- 
holt sich dann, wie in Schema 6 dargestellt. 

Cyclus 1 : 

1. Schritt ..ApGpC * ,,oxidiertes" . .ApGpC 

Gl!cin 
p H = I O >  

t . ApGp + Cytosin 

2. Schritt ..ApGp 'Ika' * . .A@ 
Phorphatare 

Cyclus I I  : 

1 .  Schritt . .ApG Per- + .,oxidiertes" . .ApG 
jodat 

Glycin 
p H = , O L  * . .Ap + Guanin 

etc. 

Schema 6. Stufenweise Sequenzierung eines Oligonucleotids. 
A =Adenin. G =Guanin. C =  Cytosin (nach [ 6 2 ] .  verandert). 

Wenn jedoch nach dem zweiten Reaktionsschritt die Phos- 
phatase nicht quantitativ entfernt wurde, wird beim nach- 
sten Cyclus schon wahrend des ersten Reaktionsschrittes 
teilweise auch die schiitzende Phosphatgruppe am vor- 
letzten Nucleosid, das dann ebenfalls reagiert, abgespalten. 
Nach wenigen Reaktionsfolgen werden die Ergebnisse un- 
b r a ~ c h b a r [ ~ ~ !  Zirignro und Uziel haben diese Schwierig- 
keit durch Verwendung unloslicher Phosphatase, die ko- 
valent an copolymerisiertes .4thylen-Maleinsaureanhydrid 
(EMA) gebunden war, weitgehend Uberw~nden['~]. Das 
trlger-fixierte Enzym ist gegen native RNA noch ausrei- 
chend aktiv. Die Autoren versuchen nun, einen nach die- 
sem Prinzip arbeitenden automatischen RNA-Sequenator 
zu bauen["]. 

Lee berichtet uber die erfolgreiche Bindung von Ribo- 
nuclease T, an BrCN-aktivierte Sepharo~e['~! Der Vorteil 
bei der Verwendung des gebundenen Enzyms besteht darin, 
daR man die spezifische Fragmentierung der RNA durch 
einfache Zentrifugation zu jedem Zeitpunkt, der fur die 
Trennung der Spaltprodukte oder ihre anschliel3ende Se- 
quenzierung gunstig ist, unterbrechen kann. 

Prinzipiell gilt dies auch fur die hydrolytische Spaltung von 
Proteinen mit trager-fixierten spezifischen Endo- und Exo- 
peptidasen. Erfolgversprechende erste Versuche zur Se- 
quenzierung von Peptiden rnit einer unloslichen Leucin- 
Aminopeptidase fuhrte Sc/iwcibe[h6' durch. Das Enzym 
war jedoch nicht kovalent an einen Trager gebunden. son- 
dern wurde in Form eines Adsorbats an Calciumphosphat- 
gel verwendet. 

7. Anwendung unloslicher Enzyme zur Gewinnung 
von Reaktionsprodukten 

7.1. Stoffurnwandlungen 

Von den etwa 7OOO bis jetzt bekannten Enzymen haben 
nur wenige, vorwiegend Hydrolasen, industrielle Anwen- 
dung gefunden. Neben Bakterienproteasen fur die Wasch- 
mittelindustrie werden heute zum Beispiel Proteasen. 
Amylasen und Amyloglucosidasen im TonnenmaRstab fur 
die Lebensmittelindustrie erze~gt'~'! Naturlich mul3 es 
sich bei diesen technischen Enzymen als ..Industriechemi- 
kalien" um stabile und billige Produkte handeln. Fur eine 
eventuelle Ablosung dieser Enzyme durch trager-gebunde- 
ne Typen werden in besonderem MaRe wirtschaftliche Ge- 
sichtspunkte maRgebend sein. Nur billige Trager und ein- 
fache Verfahren zur Enzymfixierung konnen hierbei in 
Frage kommen. 

7.1.1. Gewinnung von L-Methionin 

Tosa et al. haben ein Verfahren zur kontinuierlichen Race- 
mattrennung von acetylierten D,L-Methionin durch an 
DEAE-Cellulose oder DEAE-Sephadex adsorbierte Ami- 
noacylase aus Aspergillirs ory tre  entwickelt[''* "I. Sie 
arbeiten mit einer auf 50°C erwarmten Enzymsaule, die von 
unten nach oben rnit der Racematlosung durchstromt wird. 
Dabei wird durch das Enzym nur die L-Form entacetyliert ; 
sie kann abgetrennt und in kristalliner Form isoliert wer- 
den. Erst nach einer Laufzeit von 4 Wochen verliert die 
Saule 40:/: ihrer Aktivitat. Durch Einspeisen einer ent- 
sprechend dosierten Menge loslichen Enzyms. das nun 
wieder fixiert wird, kann dieser Verlust kompensiert wer- 
den, ohne die Saulenfullung wechseln zu mussen. Die An- 
lage. die schematisch in Abbildung 4 dargestellt ist. sol1 
eine Produktion bis zu 20 Tonnen im Monat ermogli- 
chen['*l. 

Die Uberlegenheit des kontinuierlichen Verfahrens mit 
trager-gebundenem Enzym gegenuber dem .,batch"-Ver- 
fahren rnit liislichem Enzym ergibt sich aus der Tatsache. 
daR bei Verwendung jeweils gleicher Enzymmengen und 
unter jeweils optimalen Bedingungen im Verfahren nach 
Abbildung 4 die zehnfache Menge L-Methionin wie beim 
..batch"-Verfahren gewonnen werden konnte[ "I. 
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L -  Methionin 
U 

Abb. 4. Schema der kontlnuierlichen Gewinnung von L-Methionin aus 
racemischem Acet yl-D,L-methionin durch Aminoacylase aus Aspergillus 
oryroe. adsorbiert an DEAE-Sephadex [68]. 1 Acetyl-D.L-methionin. 
2 Filter, 3 Warmeaustauscher, 4 Enzymsdule. 5 Verdampfer, 6 Kristalli- 
sationsgefa0. 7 Separator. 8 RacemisierungsgefaD. 

7.1.2. Starkeverzuckerung und Invertzuckergewinnung 

Srniley et al. untersuchten die Eignung von unloslicher 
Amyloglucosidase aus Aspergillen zur kontinuierlichen 
Verzuckerung von partiell hydrolysierten Starkelosungen. 
Da beim Saulenverfahren die Durchlaufgeschwindigkeit 
der viskosen Substratlosung nicht ausreichte["! wurde 
im Suspensionsverfahren gearbeitet, wobei eine 3bprOZ. 
Substratlosung bei 55°C unter Riihren in ein Reaktions- 
gefaD rnit trager-gebundener Amyloglucosidase eingespeist 
und die durch hydrolytische Spaltung nahezu quantitativ 
entstandene Glucoselosung iiber Filter kontinuierlich wie- 
der abgezogen wurde'"I. Das an DEAE-Cellulose adsor- 
bierte Enzym zeigte wahrend einer Betriebszeit von 3-4 
Wochen praktisch keinen Aktivitatsverlust. Wilsori und 
Lillj verwendeten das gleiche Enzym. das jedoch kovalent 
an 2-Amino-4,6-dichlor-s-triazinak tivierte DEAE-Cellulo- 
se gebunden war, ebenfalls zur S tarkeverzu~kerung '~~~ (sie- 
he auch Schema 4). Der im Saulenverfahren bei 55°C 
durchgefuhrte ProzeD lieferte bei einer Saulendimension 
von nur 5 x 13 cm 3.8 kg Glucose/l00 Stunden Betriebs- 
zeit, ohne daD die Aktivitat des gebundenen Enzyms nach- 
lieD. In den technischen MaRstab ist dieses Verfahren je- 
doch noch nicht iibertragen worden. Srniley arbeitet neuer- 
dings an einem Verfahren zur Gewinnung von Invertzucker 
durch Isomerisierung von Glucose mit trager-gebundener 
Glucose-Isomerase aus S t rep t~myceten[~~ ' .  Da Glucose 
als RohstoN billiger ist als Saccharose, konnte dieser Weg 
wirtschaftlicher sein als z. B. die Invertierung von Rohrzuk- 
ker durch Saccharase aus Hefe. 

7.1.3. Gewinnung von 6-Aminopenicillansaure 

6-Aminopenicillansaure, Ausgangssubstanz zahlreicher 
synthetischer Penicilline, wird heute industriell in einem 
mikrobiologischen Verfahren vorwiegend durch Spaltung 
von Benzylpenicillin mit dem in Coli-Bakterien enthaltenen 
Enzym Penicillin-Amidase gewonnen1701. SelJ Kay und 
Lilly untersuchten die Moglichkeit, diesen diskontinuier- 
lichen ProzeD durch ein kontinuierliches Verfahren auf der 
Basis des isolierten, trager-fixierten Enzyms zu ersetzenl' 'I. 

Damit ware man von der komplizierten mikrobiologischen 
Umsetzung unabhangig, der ProzeD ware leichter zu opti- 
mieren und das Reaktionsprodukt frei von Nebenproduk- 
ten und Verunreinigungen. 

Das aus E. coli in einfacher Weise isolierbare Enzym wurde 
kovalent an DEAE-Cellulose gebunden, die mit einem 

Cyanursaurederivat. 2,4-Dichlor-6-carboxymethyIamino- 
s-triazin, aktiviert worden war. Im Gegensatz zum relativ 
labilen nativen Enzym zeigte das unlosliche im kontinuier- 
lichen Saulenverfahren bei 37°C selbst nach 11 Wochen 
keinen Aktivitatsverlust. Es ist ein besonderer Vorteil, daR 
die dabei gewonnene 6-Aminopenicillansaure frei von los- 
lichem, kontaminierendem Enzym ist ; nachtragliche Reini- 
gungsoperationen sind iiberfliissig. Das durch mikrobio- 
logische Umsetzung gewonnene Material muR dagegen 
noch sorgfaltig von Proteinverunreinigungen befreit wer- 
den, die bei der spateren therapeutischen Anwendung von 
Penicillinen allergische Reaktionen hervorrufen konnten. 
Einen interessanten Vorschlag dazu machten Shaltiel et al., 
namlich trager-gebundene unspezifische Proteasen zum 
Abbau dieser Proteine in immunologisch inaktive Bruch- 
stiicke zu verwenden1721. 

7.1.4. Steroidumwandlungen 

Eine andere therapeutisch wichtige Substanzklasse, bei der 
mikrobiologische Stoffumwandlungen eine entscheidende 
Rolle spielen, sind die Steroide. Die Anwendung trager- 
fixierter Enzyme erscheint hier jedoch wegen der Instabili- 
tat der steroid-transformierenden Enzyme wesentlich 
schwieriger. Mosbach und Larsson versuchten Enzymein- 
schluDverbindungen in Polyacrylamidgel fur die 11 P-Hy- 
droxylierung von Reichsteins ,,Verbindung S (17a,21-Di- 
hydroxj-4-pregnen-3,20-dion, 11 -Desoxycortison) zu Hy- 
drocortison und fur die Dehydrierung von Hydrocortison 
zu Prednisolon (1 1 P. 17a.Y -Trihydroxy-I .4-pregnadien- 
3,2&d1011) LLI berwenden' . ' I .  

Da die Isolierung der fur die erste Reaktion benotigten 
11 P-Hydroxylase aus dem Pilz Curoularia lunata wegen der 
Instabilitat des Enzyms nicht gelang, wurden als ,,Zwischen- 
losung" intakte Zellen in das Gel einpolymerisiert und als 
solche in die Reaktion eingesetzt. Die fur den zweiten 
Reaktionsschritt benotigte A'-Dehydrogenase wurde aus 
Corynehacteriurn simplex angereichert, wies aber nach Ein- 
polymerisieren in das Gel nur noch 7% ihrer urspriing- 
lichen Aktivitat auf. 

7.2. Synthesen 

7.2.1. Synthese von Poly-I :C 

Eine besonders erfolgreiche Anwendung eines trager-ge- 
bundenen synthetisierenden Enzyms, der Polynucleotid- 
Phosphorylase aus Micrococcus luteus, gelang Hoffmanri 
et al.[741 bei der Synthese des Interferoninduktors Poly-I : C, 
einer gegen Virusinfektionen hochwirksamen Substanz. 
Fur die pharmakologische und klinische Priifung wurden 
groBere Mengen dieser aus je einem Strang von Polyinosyl- 
saure und Polycytidylsaure bestehenden Ribonucleinsaure 
benotigt. Die beiden homopolymeren Nucleotide werden 
durch enzymatische Polymerisation der Nucleosid-5'-di- 
phosphate mit Polynucleotid-Phosphorylase synthetisiert. 
Die Gewinnung groDerer Mengen des Enzyms erwies sich 
aber als sehr aufwendig. Auch die Isolierung der gebildeten 
Polynucleotide aus groDeren Inkubationsansatzen durch 
erschopfende Phenolextraktion, wobei das Enzym jedesmal 
zerstort wird, machte infolge Emulsionsbildung groDe 
Schwierigkeiten. 
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Die Losung der Probleme brachte die kovalente Bindung 
des Enzyms an einen Trager, BrCN-aktivierte Cellulose. 
In den sechs Monaten, in denen das unlosliche Enzym zu 
40 Polymerisationsansiitzen benutzt wurde, nahm die 
Syntheseleistung nicht ab. Zur Trennung von Enzym und 
Reaktionsprodukt war nur noch eine einfache Zentrifuga- 
tion erforderlich. Die durch das cellulose-gebundene En- 
zym synthetisierten Homopolymeren entsprachen den mit 
loslichem Enzym hergestellten in allen Eigenschaften. 

7.2.2. Synthese von Trinucleotiden 

In ahnlicher Weise hat Gassen die synthetische Fahigkeit 
der Ribonuclease, die kovalent an eine hochsubstituierte 
Carboxymethyl-Cellulose gebunden war, ausgenutzt, um 
die bisher nur durch schwierige chemische Synthese her- 
stellbaren Trinucleotide UAA, UAG und UGA zu gewin- 
ner~[’~]. Diese Trinucleotide, die Terminationscodons der 
Proteinbiosynthese, werden fur spezielle Untersuchungen 
iiber den Ablauf der zellfreien Proteinsynthese benotigt. 
Normalerweise katalysiert Ribonuclease zwar nur Abbau- 
reaktionen, doch 1aBt sie sich in Gegenwart eines cyclischen 
Nucleosidphosphats als Donor und eines Nucleosids als 
Acceptor auch fur Synthesen h e r a n ~ i e h e n ‘ ~ ~ .  771. Diesen 
Effekt zur Gewinnung von Oligonucleotiden praparativ 
auszunutzen, ist aber praktisch nicht moglich, da das En- 
zym aus dem Reaktionsansatz nur sehr schwer quantitativ 
entfernt werden kanr~[’~]. Dies ist jedoch unerlaDlich, da 
sonst die synthetisierten Oligonucleotide wahrend der Auf- 
arbeitung hydrolysiert werden. Fest an den Trager gebun- 
dene Ribonuclease wird dagegen einfach abzentrifugiert 
und kann vielfach wiederverwendet werden. 

8. Anwendung trager-gebundener, biologisch aktiver 
Substanzen als spezifische Adsorbentien 

Die genannten Adsorbentien eignen sich hervorragend zur 
Isolierung von Proteinen durch Affinitatschromatographie, 
die wegen ihrer hohen Spezifitat den herkommlichen Me- 
thoden uberlegen ist. 

8.1. Enzymreinigung und -isolierung 

Das erste Beispiel einer aflinitatschromatographischen En- 
zymreinigung stammt von Lermon[”], der auch Coautor 
der ersten Publikation iiber affinitatschromatographische 
Antikorperisolierung Bereits 1910 beobachtete 
SrurkensteidEo1 die feste Bindung von Amylase an unlos- 
liche Starke, und Ho/rnbergh[s ‘I berichtete 1933 uber die 
Trennung von 3- und P-Amylase durch Adsorption an 
Starke. Bis zur Einfuhrung der Agarose als Tragermaterial 
(1967/68)[”] sind nur relativ wenig affinitatschromatogra- 
phische Enzymreinigungen beschrieben worden, z. B. die 
Reinigung der Flavokinase aus Leber an Flavin-cel l~lose[~~~,  
die Reinigung flavinmononucleotid-( FMN)-abhangiger En- 
zyme an Flavinphosphat-cell~losen[~~~ und die Reinigung 
von DNA-Polymerase an DNA-Cellulose, wobei die DNA 
unter UV-Bestrahlung an die Cellulose gebunden worden 
war[”]. 

Carboxypeptidase A, u-Chymotrypsin und Staphylococcus- 
Nuclease waren die ersten Enzyme, die an Agarose-Deri- 
vaten affnitatschromatographisch gereinigt wurden[”l. 
Die agarose-gebundenen Inhibitoren waren L-Tyrosin-D- 
tryptophan fur Carboxypeptidase A, D-Tryptophan-me- 
thylester oder N-E-Aminocaproyl-D-tryptophan-methyl- 
ester fur a-Chymotrypsin und 3’-(4-Aminophenylphospho- 
ryl)desoxythymidin-5’-phosphat fur die Nuclease. Zur 
Elution diente in allen drei Fallen verdiinnte Essigsaure 
(pH = 3). 

Die hohe Spezilitat der Methode zeigte sich bei der Nucle- 
ase dadurch, dal3 Phosphodiesterase aus Milz, die ahnlich 
der Nuclease Nucleinsauren zu 3’-phosphorylierten Spalt- 
stucken hydrolysiert, von der mit dem Staphylococcus- 
Nuclease-Inhibitor belegten Saule nicht festgehalten wur- 
de[821. Da auch mit diazotiertem 3’-(4-Aminophenylphos- 
phoryl)desoxythymidin-5’-phosphat inaktivierte Nuclease 
nicht adsorbiert wurde, konnte mit derselben Saule geklart 
werden, worauf die Restaktivitat der inaktivierten Nucle- 
ase zuriickzufuhren ist: auf einen Restgehalt an nativem 
Enzym[s61. 

DaB starke sterische Hinderung die Komplexbildung hau- 
fig erschwert, wurde dadurch deutlich, daB a-Chymotryp- 
sin von dem Trager, bei dem die Bindung des Inhibitors 
iiber den E-Aminocapronsaurerest erfolgte, vie1 starker ad- 
sorbiert wurde als von dem Trager, an den der Inhibitor 
direkt gebunden war. Auch in diesem Fall wurde das durch 
Diisopropylfluorophosphat inaktivierte Enzym nicht mehr 
adsorbiert. Wurde das Enzym bei geringerer Ionenstarke 
chromatographiert, so wurde es fester gebunden. Dies 
brachte jedoch keinen Vorteil, da  gleichzeitig die Moglich- 
keit groBer wurde, daB andere Proteine unspezifisch ad- 
sorbiert wurden[”]. 

0 . ~ ~ 1  

Abb. 5. Isolierung von Asparaginase durch Afinitatschrornatographie 
eines E.-coli-Extrakts an agarose-gebundenem &-Aminocaproyl-D-aspa- 
ragin. Zur Desorption der Asparaginase (Pfeil) dient 0.001 M D-Aspara- 
ginlosung in Puffer [57]. -: Protein (gemessen bei 280 nm), ----: 
Asparaginase (gemessen bei 570 nm). 

Therapeutisch angewandte Enzyme konnen im allgemei- 
nen nicht oral appliziert werden. Fur die erforderliche 
intravenose Applikation miissen diese Enzyme von hoch- 
ster Reinheit sein, um die immunologische Abwehrreaktion 
moglichst niedrig zu halten. 

Asparaginase aus E. coli wurde in aufwendigen, vielstufigen 
Reinigungsprozessen (Hitzedenaturierung, Losungsmittel- 
fallung, Gelfiltration, Saulenchromatographien) isoliert. 
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Man erhielt Produkte mit spezifischen Aktivitaten von 
270-400 Einheiten/mg[*'* '''I . Du rch Affnitatschromato- 
graphie lieR sich die Asparaginase aus E.-coli-Extrakten an 
E-Aminocaproyl-D-asparagin-agarose in einem Schritt in 
weitaus hoherer Reinheit gewinnen (spezifische Aktivitat 
IOOOO Einheiten/mg) (Abb. 5). Die Elution erfolgte rnit 
Effektorlosung (I mmol/l D-Asparagin). 

Obwohl die Asparaginase den optischen Antipoden (D- 
Asparagin) des naturlichen Substrats L-Asparagin bei 
pH = 8.6 (pH-Wert bei der Chromatographie) mit 5.5% der 

Tabelle 1. Affnitatschromatographische Enzymisolierungen. 

Hydrolysegeschwindigkeit des L-Asparagins hydrolysiert, 
konnte die D-Asparagin-agarose mehr als zehnmal ohne 
merklichen Kapazitatsverlust verwendet ~erden '~ ' !  Aspa- 
raginase ist gegen mehrere Leukamiearten therapeutisch 
wirksarn. 

Die aflinitatschromatographische Reinigung von Papain 
gelang an einem agarose-gebundenen Inhibitorpeptid'881 
und an agarose-gebundenem 4-Aminophenyl-quecksilber- 
(II)-acetat'89! Irn letztgenannten Fall wurde rnit HgC1,-Lo- 
sung eluiert. Da Quecksilber generell mit SH-Proteinen 

Enzym Trager Effektor Lit. 

an trager-gebundenen Inhibitoren: 
Acetylcholin-Esterase 

L-Asparaginase 
Carboxypeptidase A 

Carboxypeptidase B 

Chymotrypsin 

Dihydrofolat-Reduktase 

P-Galaktosidase 

Kallikrein 

Neuraminidase 
Papain 
Pepsin 
Plasmin 

Plasminogen 
RNase (aus Pankreas) 
Staphylococcus-Nuclease 

Thrombin 
Trypsin 

Tyrosin-H ydrox ylase 

an trager-gebundenen Substraten : 
DNA-Polymerase 

Flavokinase 
Phosphornonoesterasen 
Phosphodiesterasen 
Proteasen (aus Weizen) 
Tyrosinase 

Agarose 
Agarose 
Agarose 

Agarose 
Agarose 
Agarose 
Cellulose 
Agarose 
Agarose 
Carboxymethyl-Sephadex 
Carboxymethyl-Sephadex 
Cellulose 
Agarose 
Cellulose 
Athylen-Maleinsaureanhydrid- 
Copolymerisat 
Agarose 
Aminoathyl-Biogel P-150 
Agarose 
Polyacrylamid 
Athylen-Maleinsiiureanhydrid- 
Copolymerisat (modifiziert) 
Agarose 
Agarose 
Agarose 
Athylen-Maleinsaureanhydrid- 
Copolymerisat (modifiziert) 
Agarose 
Agarose 
Agarose 

Agarose 
Agarose 
Cellulose 
Athylen-Maleinsaureanhydrid- 
Copolymerisat 
Agarose 

Cellulose 
Agarose 
Cellulose 
Cellulose 
Cellulose 
Agarose 
Cellulose 

4-Ammoniophenyl-trimethylammoniumdibromid 
4-Ammoniophenyl-trimethylammoniumdichlorid 
Trimethyl-[N-methyl-N-(4-aminophenyl)-3- 
carbamoyl-oxyphenyl]ammoniumchlorid 
u-Asparagin 
L-Tyrosyl-o-tryptophan 
u-Tryptophan 
GI ycyl-D-phen ylalanin 
o-Alanyl-L-arginin 
D-Tryptophan 
D-Arginin 
o-PhenyIalanin 
GlyCyl-D-arginin 
o-Tryptophan-met hylester 
Glycyl-u-phenylalanin 

Trypsin-Kallikrein-Inhibitor 
4-Amino-10-met hyl-pteroyl-glutaminsaure 
4-Amino-10-methyl-pteroyl-glutaminsaure 
4-Aminophenyl-P-o-galaktopyranosid 
4-Aminophenyl-~-u-galaktopyranosid 

Trypsin-Kallikrein-Inhibitor 
N-(4-Aminophenyl)oxamidsaure 
Glycyl-glycyl-(O-benzyl)-L-tyrosin-L-arginin 
Poly-L-lysin 

Trypsin-Kallikrein-Inhibitor 
L-Lysin 
S'-(4-Aminophenyl-phosphoryl)uridin-2'.3'-cyclophosphat 
3'-(4-Aminophenyl-phosphoryl)desoxythymidin- 
S'-phosphat 
4-Chlorbenzylamin 
Ovomucoid 
4-(4'-Aminophenoxypropoxy)benzamidin 

Trypsin-Kallikrein-Inhibitor 
3-Jod-tyrosin 

DNA 
DNA 
Flavin 
Phosphat 
Glycerophosphat 
Hamoglobin 
Phenol 

an trager-gebundenen Coenzymen : 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase Cellulose NA D 
GI ykolat-Apooxidase Cellulose FMN 
Lactat-Dehydrogenase Cellulose NA D 
NADPH-Cytochrom-c-Aporeduktase Cellulose FMN 
Pyridoxinphosphat-Apooxidase DEAE-Cellulose FMN 
Threonin-Dehydrogenase Cellulose NAD 

an trager-gebundenen allosterischen Effektoren : 

3-Desoxy-o-arabinoheptulonat-7- 

an trager-gebundenen gruppenspezilischen Reagentien : 

Chorismat-Mutase Agarose L-Tryptophan c"11 
phosphat-Synt hetase Agarose L-Tyrosin r1121 

Papain Agarose 4-Aminophenyl-quecksilber(ii)-acetat ~ 9 1  
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reagiert, kann das Quecksilber-Harz als gruppenspezifi- 
sches Chromatographie-Harz verwendet werden. 

Die Affnitatschromatographie an trager-gebundenen Co- 
enzymen ermoglicht die Adsorption aller Enzyme, deren 
katalytische Aktivitat von diesem Coenzym abhangig ist. 
Da diese Enzyme verschieden starke Komplexe rnit dem 
gebundenen Coenzym bilden, werden sie durch eine Lo- 
sung mit Konzentrationsgradient nacheinander eluiert und 
konnen auch mehr oder weniger vollstandig voneinander 
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Die Gewinnung natiirlicher Enzyminhibitoren durch Affi- 
nitatschromatographie von Rohextrakten und angereicher- 
ten Inhibitorlosungen an kovalent gebundenen Enzymen 

Die meisten Arbeiten hieruber stammen von Fritz, Werle 

6 
0 
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in 

025 ist mehrfach beschrieben worden. 
0 
h 

Abb. 6. Isolierung ron Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (0 ). Lactat- 
Dehydrogenase ( + )  und Threonin-Dehydrogenase (A)  durch Afinitats- 
chromatographie eines dialysierten Ps.-o..tu/oficus-Extrakts an NAD- 
Cellulose [90]. Dehydrogenasen (s. 0.). (gemessen bei 366 nm); -: 
Protein (gemessen bei 280 nm); - .- ~: Phosphatgradient (mol/l). 

getrennt werden. So wurden an NAD-Cellulose Glucose- 
6-phosphat-, Lactat- und Threonin-Dehydrogenase aus 
einem Ps.-oxoloticus-Extr;Ikt adsorbiert und durch Elution 
rnit zunehmend konzentrierterem Phosphatpuffer vonein- 

ander getrenntf901. Dabei wurde die NADP-abhangige 
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase am wenigsten retar- 
diert (Abb. 6). 

Die Isolierung der Proteasen aus Weizenmalz bereitete 
Schwierigkeiten. da die Protcawi mit anderen Proteinen 
aggregieren. Die Affnitatschromatographie an kovalent 
gebundenem Substrat (Hamoglobin) fuhrte zu einem Pra- 
parat, das bei der Disc-Elektrophorese nur noch proteo- 
lytisch aktive Banden ergab (Abb. 7)[9'1. 

In Tabelle 1 wird ein uberblick iiber weitere wichtige Arbei- 
ten zu diesem Thema gegeben. 

Neben der Isolierung von Enzymen konnen rnit der Aftini- 
tatschromatographie auch andere enzymologische Proble- 
me bearbeitet werden. Carboxypeptidase B vom Schwein 
besitzt neben seiner bekannten Spezifitat gegen basische 
Aminosauren eine geringe Spezifitat. die der von Carboxy- 
peptidase A ahnelt und eine Verunreinigung rnit diesem 
Enzym vermuten IaDt. Die aftinitatschromatographische 
Reinigung an agarose-gebundenem Inhibitor erhoht die 
spezifische Aktivitat, ohne die carboxypeptidase-A-ahnliche 
Aktivitat abzutrennen. Ein Kontrollexperiment ergab, daD 
Carboxypeptidase A von der Saule nicht zuriickgehalten 
wird. Es handelt sich also ~ i n i  cine Neben~iLti\itiitlghl. 

Auch Ribosomen, die fur die Proteinbiosynthese im zellfrei- 
en System eingesetzt werden, konnen aftinitatschromato- 
graphisch soweit angereichert werden, daD ein bestimmtes 
Protein bevorzugt synthetisiert wird. Der Einbau radioak- 
tiver Aminoduren in Tyrosin-Aminotransferase wurde 
durch Verwendung von Ribosomen aus Hepatomazellen, 
die an Pyridoxaminphosphat-agarose. dem trigrr-gebun- 
denen Coenzym der Transaminierung, angereichert waren, 
auf mehr als das zehnfache erhoht['13! 

I '  
1 

10 20 30 LO 50 60 
Frahtion - u. a,, die Proteaseinhibitoren an unloslichen Proteasen 

reinigten''l4- ' I s 1  . T abelle 2 gibt Beispiele fur die Isolie- 

Frahtion - 
Abb. 7. a) Chromatographie von vorgereinigtem Weizenmalzextrakt 
an unsubstituierter Agarose. b) Afiinitatschromatographische lsolierung 
der Proteasen aus demselben Weizenmalzextrakt an einer Hamoglobin- 
Agarosesiiule. Zur Elution der Proteasen (Pfeil) dient 0.1 N Essigsaure 
[91]. -: Protein (gemessen bei 280 nm). ~ ~ ~ : Protease (gemessen 
bei 670 nm). 

Tabelle 2. Praparative Isolierung einiger natiirlich vorkommender 
Proteaseinhibitoren durch 4fliilitiitschromntographic ;in unl6izlichen 
Trypsinen. EMA =Athylen-Maleinsaureanhydrid-Copolymerisat ; CM 
= Carboxymethyl. 

Inhibitor aus Trager Lit 
.~ ~~~~ ~~ ~ - 

Pankreas (Schwein) 
Pankreas (Schaf) 
Lunge, Leber (Rind) 
Blutegel 
Blutegel 
Samenblase (Meerschweinchen) 
Seminalplasma (Eber) 
Seminalplasma (Mensch) 
Weizen 
Erdniisse 
Seeanemonen 

EMA. modifiziert 
EMA. modifiziert 
EMA 
EMA, modifiziert 
CM-Cellulose 
EMA. modifiziert 
Polyacrylamid 
CM-Cellulose 
CM-Cellulose 
CM-Cellulose 
CM-Cellulose 
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rung von Proteaseinhibitoren mit unloslichen Trypsinen. 
Aus Kalbthymusextrakten wurde ein DNase-I-Inhibitor 
an agarose-gebundener DNase I isoliert'tt91. Zur Reini- 
gung eines RNase-Inhibitors aus Rattenleber wurde an 
CM-Cellulose gebundene RNase verwendet't201. 

8.3. Anwendung in der Immunologie 

Wasserunlosliche Antigene werden zur Isolierung der zu- 
gehorigen Antikorper verwendet, die auf diese Weise frei 
von anderen Serumbestandteilen und frei von Antigenen 
erhalten werdenC5]. Auch nicht prazipitierbare, inkomplette 
Antikorper sowie Antikorper, die wegen ihrer geringen 
Konzentration im Serum nicht fallbar sind, konnen alfni- 
tatschromatographisch isoliert und quantitativ bestimmt 
~ e r d e n [ ~ ] .  

Die meisten naturlichen Antigene haben mehrere Zentren. 
uber die sie mit Antikorpern Komplexe bilden konnen. Fur 
jedes Zentrum existiert ein eigener Antikorper. Durch die 
kovalente Bindung des Antigens an den Trager wird mog- 
licherweise das eine oder andere Zentrum fur seinen Anti- 
korper unzuganglich, so dal3 die Komplexbildung unter- 
bleibt. In diesem Fall gewinnt man afinitatschromatogra- 
phisch eine Antikorperpopulation, deren Spektrum sich 
von dem der Antikorperpopulation im Vollblut unterschei- 
det. Da die verschiedenen Antikorper mit den verschiede- 
nen Zentren des Antigens auch unterschiedlich starke 
Komplexe bilden, kann auch eine uneinheitliche Elution 
der Antikorper vorn unloslichen Antigen das Spektrum der 
Antikorperpopulation verandern. In der Regel werden 
dann die leicht eluierbaren Anteile angereichert seinI5]. 

Campbell et al."'] waren die ersten, die kristallisiertes Rin- 
deralbumin an einen unloslichen polymeren Trager. an 
p-Aminobenzyl-cellulose, durch Diazokupplung kovalent 
banden. An diesem fixierten Antigen reinigten sie Rinder- 
albumin-Antiserum vom Kaninchen. Nach der Adsorption 
wurde der Komplex mit I-proz. NaCI-Losung proteinfrei 
gewaschen und anschlieknd bei pH = 3.2 zerlegt. Die Ver- 
weilzeit des Antikorpers am unloslichen Antigen beein- 
fluDte die Ausbeute. Der prazipitierbare Antikorper. der 
vom unlbslicheii Antigen adsorbiert wordcii war. konnte 
bei sofortiger Elution zu 86"; zuriickgewonnen werden, 
12 Stunden spater dagegen nur noch zu 56%. 

Ein weiteres Beispiel ist die Reinigung von Insulin-Anti- 
korpern an agarose-gebundenem Insulin1' 'I. Dabei zeigt 
sich, dal3 verschiedene Insulin-Agarose-Derivate verschie- 
den gute Immunreaktivitat zeigen : 

Insulin-Phe(B1)-Agarose 38"" 
Insulin-Lys(B?9)-Agarose 599" 
Acetylinsulin-Lys(B29)-Agarose 72"" 

Als Immunoadsorbens fur Antikorper konnen auch trager- 
gebundene Haptene dienen"221. Die umgekehrte Anwen- 
dung, namlich die Isolierung eines Antigens an einem ko- 
valent gebundenen Antikorper, wurde seltener beschrieben. 
Ein Beispiel 1st die Isolierung von Insulin aus Serum an 
agarose-gebundenem Insulin-Antikorper[' 231. 

8.4. Anwendung in der Nucleinsiiurechemie 

Auch die als Hybridisierung bekannte Wechselwirkung 
zwischen DNA und komplementarer RNA, zwischen kom- 
plementaren Oligonucleotiden und zwischen Nucleotiden 
und Nucleosiden kann affinitatschromatographisch ge- 
nutzt werden. So wurde T,-spezifische RNA an cellulose- 
gebundener T,-DNA c h r o m a t ~ g r a p h i e r t [ ' ~ ~ ~ .  Phe-tRNA 
und Lys-tRNA wurden an pT- und pU-Cellulose bzw. an 
PA-Cellulose angereichert" 251. Thymidylat-cellulose hielt 
vor allem Adenosin und Polyadenylat fest1t2611'1. 
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