sungsmitteln durchschauen, wird auch unser Verstdndnis der
molekularen Erkennung sprunghaft wachsen. Praktische
Anwendungen werden sich daraus freilich erst in fernerer
Zukunft ergeben. Gegenwirtig moge der Hinweis geniigen,
daB3 es groBe Hoffnungen gibt, Materialien mit neuartigen
Formen und Eigenschaften zu finden.
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Protein Engineering: Modifiziertes Himoglobin als Blutersatzstoff

Von Timm-H. Jessen und Rolf Hilgenfeld*

Der Enthusiasmus, mit dem die gezielte Verdnderung der
Eigenschaften von Proteinen auf gentechnischem Wege, ge-
nannt Protein Engineering!"], noch vor wenigen Jahren mit
nationalen und internationalen Programmen gefordert wur-
de, scheint allméhlich abzuflauen. Die Schlagworte von heu-
te sind eben andere (Nanotechnologie, Glycobiologie) als
vor fiinf Jahren — in unserer kurzlebigen Zeit ein ganz nor-
maler Vorgang. Und es scheint, als ob einige Protagonisten
des Protein Engineering in der Tat mehr versprochen haben
als sie — zumindest kurzfristig — halten konnten. Das Design
mafgeschneiderter Enzyme fiir die Katalyse organischer Re-
aktionen mit hoher Stereoselektivitit hat bisher nur in Aus-
nahmefillen funktioniert — kein Wunder, ist doch unser
Verstindnis der Struktur-Funktions-Beziehungen von Pro-
teinen nach wie vor ziemlich eingeschrinkt. Wihrend die
schnellen und spektakuliren Erfolge, abgesehen von einigen
Waschmittelproteasen, also weitgehend ausgeblieben sind,
tritt das Protein Engineering nunmehr in eine Konsolidie-
rungsphase, in der realistische Fragestellungen wissenschaft-
lich solide bearbeitet werden konnen — und siehe da, die
Friichte der Arbeit reifen allméhlich heran. Dies zeigt sich
insbesondere bei Proteinen, die als Therapeutika eingesetzt
werden oder werden sollen, und deren Eigenschaften durch
gezielte Modifizierung besser den Erfordernissen angepal3t
werden kénnen. So 148t sich etwa der Wirkungseintritt von
Humaninsulin durch den spezifischen Austausch bestimmter
Aminoséurereste beschleunigen!?, wihrend wieder andere
Modiftkationen des Hormons zu einer verlingerten Wirk-
dauer fithren und damit die Zahl der notwendigen Injektio-
nen verringert werden kann®®! — unnétig zu erwihnen, wel-
che Erleichterung dies fiir den Diabetiker sein wird.

Fiir ein rationales Design eines solchen Austauschs von
Aminosduren ist natiirlich eine genaue Kenntnis der dreidi-
mensionalen Struktur des Proteins erforderlich, wie sie in
bestimmten Fillen (bei kleinen Proteinen) durch NMR-
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Techniken und in der Regel durch die Proteinkristallogra-
phie geliefert wird. So bildete die Rontgenstrukturanalyse
von Hémoglobin durch M. Perutz et al. (MRC Cam-
bridge)™! die Grundlage fiir gentechnische Modifikationen
dieses Blutproteins, iiber die K. Nagai et al. (MR C) kiirzlich
zusammen mit Forschern der Firma Somatogen (Boulder,
Colorado) in Nature berichteten!®l. Mit diesem verinderten
Hémoglobin scheint nach Jahrzehnten intensiver Forschung
erstmals ein wirkungsvoller und gleichzeitig sicherer Bluter-
satzstoff in greifbare Nihe geriickt.

Dem Hémoglobin kommt die entscheidende Aufgabe
beim Sauerstofftransport im Koérper zu. Eingeschlossen in
die roten Blutkdrperchen wird das Protein in der Lunge mit
Sauerstoff beladen, um diesen in den KapillargefdBen des
Gewebes in die Atmungskette einzuschleusen. Himoglobin
besteht aus zwei o- und zwei f-Polypeptidketten (a,f,-Tetra-
mer), die je ein Fe?*-haltiges Protoporphyrin IX, das Him,
enthalten. Lokal unterschiedliche Gaspartialdriicke, alloste-
rische Effektoren sowie die Kooperativitit des Tetramers
modulieren die Sauerstoffaffinitit des Himoglobins in ide-
aler Weise!®). Da Himoglobin der entscheidende Bestandteil
des Blutes ist, lag sein Einsatz als Blutersatzstoff nahe; der
Bedarf fiir einen solchen war angesichts der Probleme von
Transfusionen mit Blutkonserven (Verfiigbarkeit, Blutgrup-
penzugehdrigkeit und Lagerstabilitdt) immer vorhanden,
wird aber angesichts der zunehmenden Belastung mit patho-
genen Viren in jingster Zeit dringlich!".

Da aber Hamoglobin selbst als Blutersatzstoff nicht un-
problematisch ist, wurden auch véllig andere Ansétze ver-
folgt. Mit den Perfluorkohlenwasserstoffen wurden voll-
synthetische Sauerstofftransporter entwickelt, die bei Appli-
kation als Emulsion Sauerstoff proportional zu seinem Par-
tialdruck binden kdnnen. Die geringe Viskositdt der Emul-
sionen sowie die Verwendbarkeit in Fillen, bei denen
religiése Griinde dem Patienten Bluttransfusionen verbieten,
erhShten die Attraktivitit dieser Entwicklung!®!. Mit Per-
fluoroctylbromid ist derzeit eine Verbindung in der klini-
schen Priifung, die das Problempotential dieser Ersatzstoffe
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— geringe Sauerstoffkapazitdt, Immunogenitit, Hepatotoxi-
zitdt und Lagerungsstabilitit — verringern soll™®,

Der GroBteil der Forschungsansitze lehnt sich jedoch an
das Hamoglobinmolekiil selbst an. Schon 1916 wurde erst-
mals am Menschen eine intravendse Infusion einer Himo-
globinlosung durchgefithrt!!®l. Himoglobin kann aus Ery-
throcyten gewonnen werden, deren Verfallsdatum bereits
iiberschritten ist. Bei der Reinigung muB allerdings peinlich
genau auf das Entfernen von Zellmembranresten (Stroma)
geachtet werden, die eine starke lmmunreaktion hervorrufen
konnen ™). Selbst korpereigenem Hidmoglobin werden diese
immunogenen Eigenschaften zugeschrieben, wenn es sich in
groflen Mengen im Plasma und nicht in den roten Blutkor-
perchen befindet. Bei der Verwendung von Rinder- oder
Schweinehdmoglobin als Blutersatzstoff diirfte die Gefahr
der Immunotoxizitit noch erheblich grofer sein!t?!,

Seine physiologische Aufgabe kann das Himoglobin nur
innerhalb der Erythrocyten erfiillen. Nur dort befindet sich
das 2,3-Diphosphoglycerat (DPG), der essentielle allosteri-
sche Effektor fiir die Sauerstoffabgabe an das Gewebe!13],
und nur innerhalb der Erythrocyten ist die Konzentration
des Himoglobins so hoch, da3 das Tetramer als solches sta-
bil ist. Diese Bedingungen bilden einen fatalen Synergismus,
sobald Hamoglobin frei im Plasma vorliegt: Die Sauerstoff-
affinitit ist so hoch, daB das Gewebe unterversorgt wird; die
oxygenierte Form des Hamoglobins zerfillt in verdiinnter
Lésung leicht in af-Dimere!®), und diese wiederum sind mit
einem Molekulargewicht von 32 kD so klein, dal3 sie iiber die
Niere ausgeschieden werden und in grofien Mengen dieses
Organ erheblich schidigen!'*, Die Bemiihungen, Himoglo-
bin dennoch als Ersatzstoff zu verwenden, konzentrieren
sich daher auf seine Verkapselung in Liposomen!!®! sowie
auf Modifizierungen des Proteins, die die Tetramer-
struktur stabilisieren und gleichzeitig die Sauerstoffaffinitat
senken. Die chemische Verkniipfung der Untereinheiten
durch Glutar- oder Fumarsdurederivate ist hier bislang am
erfolgreichsten!*®l, Ausbeuten und Reinigung der modifi-
zierten Hdmoglobine, mangelnde Kooperativitit und Pro-
duktstabilitidt sowie Probleme in der klinischen Priifung set-
zen diesem Ansatz bislang aber Grenzen'!.

Seit Ende der siebziger Jahre ist Himoglobin auch Gegen-
stand der gentechnischen Forschung. Nachdem anfangs «-
und f-Ketten getrennt exprimiert wurden, ist mittlerweile die
Expression eines voll funktionellen Humanhdmoglobins in
E. coli und Hefe sowie transgenen Miusen und Schweinen
moglich™ ™. Natiirlich konnen auch diese rekombinanten
Héamoglobine in unmodifizierter Form nicht als Blutersatz-
stoffe eingesetzt werden, da sie wie das aus Erythrocyten
isolierte Protein eine zu hohe Sauerstoffaffinitat in Abwesen-
heit von 2,3-Diphosphoglycerat aufweisen und in Dimere
dissoziieren. Beide Probleme wurden jetzt von den MRC-
und Somatogen-Forschern'®! mit einem gentechnischen An-
satz gelost. Der C-Terminus einer der beiden a-Ketten, in der
dreidimensionalen Struktur dem N-Terminus der anderen
a-Polypeptidkette rdumlich nahe, wurde mit diesem durch
einen Glycinrest verkniipft, ohne daB die Kooperativitit des
Molekiils maBgeblich beeintrichtigt wurde. Diese Fusion
verhindert den Zerfall in Dimere und fiihrt damit zu einer
lingeren in-vivo-Halbwertszeit des Himoglobins. Weiterhin
wurde die Mutation f108Asn — Lys, die in einem natiirlich
vorkommenden Himoglobin mit erniedrigter Sauerstoffaffi-
nitit (Himoglobin Presbyterian) nachgewiesen wurde!*®), in
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das §-Gen implementiert und so die Sauerstoffbindung des
rekombinanten Produkts in der Tat erniedrigt. Versuche an
Ratten und Hunden sind bisher sehr erfolgreich verlaufen!®!.

Es ist schwierig zu beurteilen, ob sich die Forscher von
Somatogen und des MRCs mit dieser Arbeit an die Spitze
des Rennens um einen effizienten und sicheren Blutersatz-
stoff gesetzt haben. Denn ein Rennen ist es sicherlich: Min-
destens sieben Firmen leisten intensive Forschungs- und
Entwicklungsarbeit auf diesem Gebiet, um Erstanbieter auf
einem Weltmarkt zu werden, der auf 10 Mrd. Dollar ge-
schitzt wird. Publiziert wird wegen des Konkurrenzdrucks
sehr wenig; eine ausgeprégte ,,Gerlichtekiiche* ist die Folge,
und so kursieren beispielsweise Vermutungen iiber Fille von
Nierenversagen bei Freiwilligen nach Verabreichen von un-
modifiziertem Himoglobin noch nach 1978!!%), Um solchen
Praktiken Einhalt zu gebieten und mehr Transparenz zu
schaffen, berief die FDA (Food and Drug Administration)
vor knapp zwei Jahren ein Treffen der fithrenden Firmen und
Forschungsgruppen ein; es resultierte ein anerkannter For-
derungskatalog, den potentielle Blutersatzstoffe erfilllen
miissen, bevor klinische Tests zugelassen werden kdnnen.
Die Firma Somatogen wird mit ihrer Publikation in Nature
jetzt der Forderung nach Transparenz gerecht; es bleibt ab-
zuwarten, ob die am Tier so positiv verlaufenen Versuche des
gentechnisch modifizierten Himoglobins der klinischen Prii-
fung standhalten werden.
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