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Verfahren zur Aufreinigung eines Enzyms und hiernach hergestelites. auf-
gereinigtes Enzym sowie Verwendung des Enzyms

Anwendungsgebiet

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Aufreinigung mindestens eines in
einem Fermentationsuiberstand von Clostridium histolyticum enthaltenen
Enzyms und ein hiernach hergestelltes, aufgereinigtes Enzym sowie seine

Verwendung.

Stand der Technik

Das Bakterium Clostridium histolyticum bildet bei Kultivierung in pepton-
haltigem Nahrmedium extrazellular ein komplexes Enzymgemisch, das
Kollagenasen, verschiedene proteolytische Enzyme sowie nieder-
molekulare Bestandteile enthélt. Als Hauptbestandteile wurden Typ | und
Typ Il Kollagenasen (Clostridiopeptidase A, EC 3.4.24.3) mit Mo-
lekulargewichten im Bereich von 65 bis 125 kD und isoelektrischen Punk-
ten zwischen 5 und 6,5 beschrieben (Bond, van Wart; Biochemistry, 1984,
23, 3077-3085). Weitere Hauptbestandtieile sind die als Heterodimer vor-
kommende SH-Protease Clostripain (Clostridiopeptidase B, EC 3.4.22.8)
mit einem Molekulargewicht von zirka 59 kD und die schlecht charakte-
risierte so genannte neutrale Protease (Caseinase) mit einem mittels
MALDI-TOF bestimmten Molekulargewicht von 34,5 kD.

Kollagenasen sind Enzyme, die Peptidbindungen des Faserproteins Kol-
lagen spalten. Sie finden biochemische und medizinische Anwendung,
beispielsweise um Zellen oder Zellverbéande von Geweben zu isolieren.
Typ | und Typ Il Kollagenasen unterscheiden sich in ihrer Aktivitat hin-
sichtlich hochmolekularem Kollagen und kleinen synthetischen Substra-
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ten. Wahrend Typ I Kollagenasen bevorzugt hochmolekulares Kollagen
spalten, reagieren Typ Il Kollagenasen vorwiegend mit synthetischen
Substraten, wie zum Beispiel PZ-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg (Winsch,
Heidrich; Z. Physiol. Chem. 333, 1963, 149-151), His-Pro (Nordwig,
Winsch; Z. Physiol. Chem. 316, 1959, 287) oder Phe-Ala-Leu-Gly-Pro-
Ala (van Wart, Steinbrink; Anal. Biochem. 113, 1981, 356-365). Beide
Kollagenasetypen lassen sich auch mittels reversed phase Chromato-
graphie (RPC) eindeutig unterscheiden.

Die US 5,332,503 beschreibt ein Verfahren zur chromatographischen
Reinigung von Kollagenase aus Clostridium histolyticum. Dieses Chro-
matographieverfahren umfasst unter anderem einen Gelfiltrationsschritt
sowie eine Farbstoff-Liganden-Affinitatschromatographie unter Verwen-
dung von Reaktivrot-Agarosegel. Das Verfahren weist entscheidende
Nachteile auf, um Kollagenase fiir pharmazeutische Zwecke unter GMP-
konformen Bedingungen herzustellen. So birgt das im Prozess ver-
wendete Reaktivrot-Agarosegel die Gefahr eines so genannten Aus-
blutens des Chromatographiematerials und einer damit verbundenen toxi-
kologischen Problematik. Des Weiteren sind Gelffiltrationsschritte grund-
satzlich zeitaufwendig und kostspielig und bieten wenig effektive cleaning-
in-place (CIP) Mdglichkeiten. Dies erschwert den Einsatz dieses Verfah-
rens im groRtechnischen MaBstab. Ferner erfordert das Verfahren die
Verwendung von Detergentien, wodurch ein hoher Aufwand zur Reini-
gungsvalidierung notwendig wird und unerwiinschte Veranderungen des
Endproduktes hervorgerufen werden kénnen. SchlieRlich erlaubt das
Verfahren keine Trennung der Typ | und Typ Il Kollagenasen.

Aus den Dokumenten US 5,830,741 und US 5,952,215 ist ein Auf-
reinigungsverfahren zur Trennung von Typ | und Typ Il Kollagenase be-
kannt, das eine Farbstoff-Liganden-Affinitatschromatographie, eine Katio-
nenaustauschchromatographie und eine Anionenaustauschchromato-
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graphie umfasst. Auch hier ist die Gefahr des Ausblutens des in der Affi-
nitdtschromatographie eingesetzten Farbstoffes gegeben. Ferner erlau-
ben die verwendeten Chromatographiematerialien nur verhaltnismagig
geringe Flussraten. Zudem erfolgen alle chromatographischen Schritte
mittels Gradientenelution, wobei die an den Chromatographiematerialien
gebundenen Enzyme durch lineare Salzkonzentrations- und/oder pH-
Gradienten eluiert werden. Im Resultat ist das bekannte Verfahren daher

auferst zeitaufwendig.

Aufgabé, Lésung, Vorteil

Vor diesem Hintergrund ist es Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein
Verfahren zur Trennung und Aufreinigung mindestens eines extrazellula-
ren Hauptenzyms von Clostridium histolyticum bereitzustellen, das die be-
schriebenen Nachteile des Standes der Technik tiberwindet.

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren mit den im Anspruch 1 genann-
ten Merkmalen gelést. Dadurch, dass die Enzyme des Fermentations-
Uberstandes von Clostridium histolyticum durch ein einstufiges oder be-
vorzugterweise mehrstufiges Chromatographieverfah-ren unter aus-
schlieBlicher Verwendung von Chromatographiematerialien auf Sty-
rol/Divinylbenzolbasis und/oder auf Basis von keramischem Hydroxylapatit
aufgetrennt werden, lasst sich eine sehr schnelle und kostengiinstige En-
zymaufreinigung realisieren, wobei Enzyme mit hoher Reinheit erhalten
werden, die aufgrund einer Abwesenheit toxikologisch bedenklicher Sub-
stanzen insbesondere fur den Einsatz in der Pharmazie und/oder Bio-
chemie geeignet sind. Dieses Verfahren kommt ohne produktberithrende
Schritte aus, was den Einsatz im Pharmaziebereich besonders vorteithaft
macht. Es kann zur Herstellung von sterilen Kollagenaseenzymen genutzt
werden. Dabei wird unter Styrol/Divinylbenzol ein Copolymerisat verstan-

den, das aus mit Divinylbenzol quervernetztem Polystyrol besteht. Durch
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Substitution dieser Basismatrix mit unterschiedlichsten funktionellen
Gruppen wird eine Bindung von Proteinen an das Material und somit ihre
Trennung ermdglicht. Abhangig von der Wahl der funktionellen Gruppe
kénnen unterschiedliche Bindungs- und Trennungsmechanismen, bei-
spielsweise Kationen- oder Anionenaustauschmechanismen, genutzt wer-
den. Hingegen handelt es sich bei Hydroxyapatit um ein Kalziumphosphat
der Summenformel Caio(PO4)s(OH),, das eine Proteinbindung aufgrund
ionischer elektrostatischer Wechselwirkungen sowie einer stérkeren ioni-
schen Komplexbindung gestattet. Im Detail ist der Bindungsmechanismus
von Proteinen an Hydroxylapatit bislang jedoch noch nicht verstanden.

Die verwendeten Chromatographiematerialien gestatten die Einstellung
von hohen Flussraten bei guten Trenneigenschaften, so dass sich sehr
kurze Aufreinigungszeiten ergeben. Dies gilt insbesondere, wenn geman
einer bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung gesintertes, also kerami-
sches Hydroxylapatit verwendet wird. Die Verwendung von keramischem
Hydroxylapatit besitzt gegentber nichtgesintertem (kristallinem) Hydroxy-
lapatit den Vorteil, dass das Material reproduzierbar hergestellt werden
kann und aufgrund seiner porésen Struktur nur sehr geringe Riickdrucke
erzeugt, wodurch die Gefahr von Saulenbeschadigungen minimiert wird
und hohe lineare Flussraten erméglicht werden. Die Elution an gesinter-
tem Hydroxylapatitmaterial wird vorzugsweise bei Flussraten von minde-
stens 200 cm/h, insbesondere von mindestens 300 cm/h, durchgefiihrt. Im
Falle des polymeren Styrol/Divinylbenzolmaterials werden bevorzugt sogar
Flussraten von mindestens 500 cm/h, insbesondere von mindestens 1000
cm/h, eingestellt. Die Prozesszeiten kénnen auf diese Weise gegeniiber

bekannten Verfahren erheblich verkiirzt werden.

Eine weitere Prozesszeitverkiirzung sowie eine Vereinfachung des Pro-
zessaufwandes wird erreicht, indem mindestens eine Chromatographie-
stufe, vorzugsweise alle Chromatographiestufen, in Form einer Stufenelu-
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tion durchgefiihrt wird. Gegentiber einer Gradientenelution kann hierdurch
ferner eine Einsparung des Elutionsmittels und damit teurer Puffersub-
stanzen erzielt werden. Die Generierung eines Gradienten ist im Pro-

zessmalstab auRerdem problematisch.

Gemal einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung werden die Chro-
matographiematerialien derart ausgewéhlt, dass die einzelnen chromato-
graphischen Schritte ausschliellich auf elektrostatischen Wechsel-
wirkungen und/oder auf lonenbindung und/oder ionischer Komplex-
bindung beruhen. Besonders vorteilhaft umfasst das Verfahren minde-
stens eine anionenaustauschchromatische Stufe, und/oder mindestens
eine kationenaustauschchromatische Stufe, und/oder mindestens eine
hydoxylapatitchromatische Stufe. Besonders gute Ergebnisse wurden in
einem dreistufigen Chromatographieverfahren erzielt, wobei eine erste
Stufe an gesintertem Hydroxylapatitmaterial, eine zweite Stufe an einem
Anionenaustauschermaterial auf Styrol/Divinylberizolbasis und eine dritte
chromatographische Stufe an einem Kationenaustauschermaterial auf
Styrol/Divinylbenzolbasis durchgefuhrt wird, vorzugsweise in . der ge-
nannten Reihenfolge, jedoch auch andere Reihenfolgen sind méglich;

auch die Stufenanzahl kann variieren.

Vorzugsweise umfasst das erfindungsgemaBe Verfahren somit keine zeit-
aufwendigen und kostenintensiven Gelfiltrationsschritte, wodurch die Ge-
fahr eines Selbstverdaus der zu trennenden Enzyme minimiert wird. Der
Verzicht auf Gelfiltrationen ermdglicht ferner die Durchfiihrung der chro-
matographischen Stufen in einem weiten Temperaturbereich zwischen 4
und 25 °C, also auch bei Raumtemperatur. Ferner umfasst das Verfahren
auch keine affinitdtschromatographischen Stufen, so dass die Gefahr des
Ausblutens, also des Auswaschens der Affinitatsliganden des Chromato-
graphiematerials nicht besteht. Schlieflich sieht das erfindungsgemafe
Verfahren auch keine Proteinféllungsschritte vor, die unerwiinschte
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Strukturveranderungen der Proteine bewirken kdnnen. Hierdurch ergibt
sich ferner der Vorteil, dass keine Detergenzien oder chaotrope Substan-
zen (Ammoniumsulfat, Polyethylenglycol, etc.) eingesetzt werden, deren
nachtragliche Entfernung stets mit einem hohen Prozessaufwand ver-

bunden ist.

Die verwendeten Chromatographiematerialien haben ferner den Vorteil,
chemisch weitgehend inert zu sein und mit verhaltnismaRig hoch konzen-
trierten Alkalilaugen, beispielsweise mit 3 molarer Natronlauge, gereinigt
werden zu kénnen. Dies gewahrleistet eine sehr effektive Reinigung und
somit einen Funktionserhalt der Materialien sowie eine gute Reproduzier-
barkeit des Verfahrens. Die hohe Druckstabilitat der Chromatographie-
materialien  gestattet zudem den Einsatz in  Hochdruck-
Flussigchromatographie-Verfahren (HPLC). Aufgrund der Abwesenheit
von toxikologisch bedenklichen, verfahrensbedingten Substanzen, wie
zum Beispiel Affinitatsliganden oder Detergenzien, kénnen die erfindungs-

~gemé'1r3 aufgereinigten Proteine, insbesondere Typ | und/oder Typ |l Kolla-

genase und/oder Clostripain und/oder neutrale Protease (Caseinase) be- - = °

sonders vorteilhaft fir pharmazeutische oder biochemische Zwecke ein-

gesetzt werden.

Weitere bevorzugte Ausgestaltungen der Erfindung ergeben sich aus den

Gbrigen, in den Unteranspriichen genannten Merkmalen.

Die Erfindung betrifft ferner ein nach dem Verfahren aufgereinigtes Enzym
gemal der Anspriiche 30 und 31 sowie die Verwendung eines nach dem
Verfahren hergestellten Enzyms geméag Anspruch 32.

Kurzbeschreibung der Zeichnung

Im Folgenden wird die Erfindung mit Hilfe der Fig. 1 beispielhaft erlautert.
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Detaillierte Beschreibung der Erfindung und bester Weg zur Ausfiihrung
der Erfindung

Nach erfolgter Kultivierung von Clostridium histolyticum in einem Fermen-
tationsmedium tierischen oder pflanzlichen Ursprungs werden die Zellen
und sonstige nichtlésliche Bestandteile beispielsweise durch Zentri-
fugation oder Filtration vom Fermentationsiiberstand abgetrennt. Der
Fermentationsiiberstand, der als Hauptbestandteile Typ | und Typ Il Kol-
lagenasen, Clostripain und Caseinase enthélt, kann vor der chroma-
tographischen Trennung dieser Proteine in tGblicher Weise aufkonzentriert

werden.

Der Fermentationsiiberstand wird in einem ersten Schritt des Verfahrens
auf eine mit keramischem Hydroxylapatitmaterial Typ | oder Typ Il (CHT)
gefiillte Chromatographiesaule gepumpt, wobei die genannten Enzyme
neben verschiedenen anderen Komponenten an dem Hydroxylapatit bin-
den. Bei Temperaturen von 4 bis 25 °C und einem pH-Wert von 6 bis 9

wird mittels Stufenelution bei linearen Flussraten > 300 cm/h eluiert. Dabei
eignet sich ein Phosphatpuffer, der 0 bis 1000 mM eines Alkalihalogeni-
des enthélt, wobei die Phosphatkonzentration stufenweise von 10 bis 350
mM Phosphat erhéht wird. Alternativ oder zusatzlich kann der pH-Wert
des Puffers schrittweise von 6 bis 9 erhoht werden. Es werden vorzugs-
weise drei Elutionsstufen durchgefiihrt. Die in der ersten Elutionsstufe er-
haltene Fraktion 1 enthalt ausschlief3lich niedermolekulare Bestandteile.
Fraktion 2 der zweiten Elutionsstufe enthalt neben niedermolekularen
Komponenten neutrale Protease (Caseinase). Fraktion 3 der dritten Eluti-
onsstufe enthalt ebenfalls niedermolekulare Komponenten, das gesamte

Clostripain sowie samtliche Typ | und Typ Il Kollagenasen.
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Fraktion 3 wird beispielsweise mittels Ultrafiltration/Diafiltration oder
Nanofiltration oder Dialyse entsalzt und gegebenenfalls aufkonzentriert.
AnschlieBend wird die entsalzte Lésung in einem zweiten chromatogra-
phischen Schritt einer Anionenaustauschchromatographie unterzogen.
Hierfir wird ein Chromatographiematerial auf Styrol/Divinylbenzolbasis
verwendet, das beispielsweise mit einer quartaren Ammoniumgruppe
funktionalisiert ist. Dabei kann auf kommerziell erhaltliche Materialien zu-
riickgegriffen werden (zum Beispiel Source der Firma Pharmacia, POROS
der Firma PerSeptive, Makroprep der Firma Biorad). Bereits bei der Bela-
dung des Anionenaustauschers mit Fraktion 3 erfolgt eine Abtrennung
kationischer oder nichtionischer, niedermolekularer Bestandteile. Die Elu-
tion der gebundenen Bestandteile erfolgt bei 4 bis 25 °C in einem gepuf-
ferten System im pH-Bereich von 7 bis 9,5 mittels Stufenelution bei einer
linearen Flussrate oberhalb von 500 cm/h, wobei eine Alkali- oder Erdal-
kalihalogenidkonzentration von 1 bis 1000 mM und/oder der pH—Wert von
9,5 bis 6 schrittweise variiert wird. Vorzugsweise werden zwei Fraktionen
getrennt, wobei Fraktion 4 der ersten Elutionsstufe Clostripain und Typ [i
Kollagenase und Fraktion 5 der zweiten Elutionsstufe ebenfalls Clostripain

sowie Typ | Kollagenase enthélt.

Fraktion 4 und Fraktion 5 werden getrennt voneinander in einer dritten
chromatographischen Stufe einer Kationenaustauschchromatographie un-
terzogen. Dabei wird ebenfalls eine auf Styrol/Divinylbenzolmaterial ba-
sierende Saulenfiilllung verwendet, welche hier jedoch mit einer Kationen
bindenden Gruppe, beispielsweise SO3zH, funktionalisiert ist. Auch hier
kénnen die vorstehend genannten, kommerziellen Materialien verwendet
werden. Die Elution des Kationenaustauschers wird bei 4 bis 25 °C in ei-
nem gepufferten System im pH-Bereich von 5,7 bis 7 bei linearen Fluss-
raten von mindestens 500 cm/h mittels Stufenelution durchgefiihrt. Dabei
wird im Elutionspuffer eine Alkali- beziehungsweise Erdalkalihalogenid-
konzentration zwischen 0 und 300 mM und/oder der pH-Wert zwischen 5
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und 7 schrittweise eingestellt. Die Elution wird vorzugsweise in zwei Stu-
fen durchgefiihrt, wobei in der ersten Elutionsstufe die jeweilige Kollage-

nase und in der zweiten Elutionsstufe Clostripain erhalten wird.

Ausfiihrungsbeispiel

Eine Kultur von Clostridium histolyticum wird unter Verwendung eines tie-
rischen oder pflanzlichen Nahrmediums in Flissigkultur nach Standard-
methoden bis zu einer gewiinschten Zelldichte fermentiert. Nach Abtren-
nung der Zellen mit Gblichen Methoden, beispielsweise durch Zentri-
fugation oder Filtration, werden 2000 ml des konzentrierten Fermenta-
tionsliberstandes mit einer linearen Flussrate von 300 cm/h auf eine mit
1700 ml keramischem Hydroxylapatit Typ | gefiillte Chromatographiesaule
gepumpt. Die an die Hydoxylapatitsdule gebundenen Komponenten wer-
den bei 20 bis 25 °C mit einer linearen Flussrate von 300 cm/h in drei
Stufen mit Phosphatpuffer eluiert, wobei die Phosphatkonzentration
schrittweise erhoht wird. In der ersten Elutionsstufe wird mit zirka 10 CV
(Saulenvolumina) mit 10 mM Phosphatpuffer/100 mM NaCl eluiert, wobei
die hauptséchlich niedermolekulare Bestandteile enthaltende Fraktion 1
erhalten wird. AnschlieBend wird mit etwa 3 CV 60 mM Phosphatpuf-
fer/100 mM NaCl eluiert und Fraktion 2 erhalten, die Caseinase und
ebenfalls niedermolekulare Komponenten enthéalt. Fir die dritte Elutions-
stufe wird mit zirka 5 CV 200 mM Phosphatpuffer/100 mM NaCl eluiert.
Die hierbei gesammelte Fraktion 3 enthélt die Enzyme Clostripain und
samtliche Typ | und Typ ll Kollagenasen. Fraktion 2 wird entsalzt und lyo-
philisiert. Eine Abtrennung der niedermolekularen Bestandteile von

Caseinase kann gegebenenfalls mit Standardmethoden erreicht werden.

Fraktion 3 wird mittels Ultrafiltration/Diafiltration oder Nanofiltration oder
Dialyse entsalzt und gegebenenfalls aufkonzentriert. AnschlieRend wird

Fraktion 3 mit einem geeigneten Puffer, beispielsweise 500 mM Tris pH
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9,0 - 9,3, auf pH 9,0 — 9,3 eingestellt. Die gepufferte Lésung wird bei 20 —
25 °C mit einer linearen Flussrate von zirka 1000 cm/h Gber eine als Anio-
nenaustauscher funktionalisierte Styrol/Divinylbenzolsédule (POROS 50 PI
der Firma PerSeptive) gepumpt. AnschlieRend wird die Sgule mit zirka 5
CV Tris-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgt bei 20 — 25 °C und einer
linearen Flussrate von zirka 1000 cm/h in zwei Elutionsstufen mit steigen-
der Salzkonzentration. Fraktion 4 wird durch Elution mit 40 mM Tris Puf-
fer/6 mM CaCl»/30 mM NaCl pH 9,0 — 9,3 erhalten und enthalt die Enzy-
me Clostripain und Typ ll Kollagenase. Fraktion 5, die ebenfalls Clostri-
pain sowie Typ | Kollagenase enthéalt, wird in der zweiten Elutionsstufe
durch Elution mit 40 mM Tris/6 mM CaCl/70 mM NaCl pH 9,0 — 9,3 er-

halten.

Fraktion 4 und Fraktion 5 werden beispielsweise durch Dialyse flr 24
Stunden gegen 50 | HyO entsalzt und mit 50 mM MES-Puffer auf
pH 5,9 - 6,1 eingestellt. Beide Fraktionen werden getrennt voneinander an
einer Kationenaustauschersiule auf Styrol/Divinylbenzolmaterial (zum
Beispiel POROS 50 HS der Firma PerSeptive) chromatographiert. Dafir
werden die Fraktionen mit einer linearen Flussrate von zirka 700 cm/h bei
20 — 25 °C auf die Saule geladen und unter gleichen Bedingungen eluiert.
Die Elution von Typ Il Kollagenase aus Fraktion 4 bzw. Typ | Kollagenase
aus Fraktion 5 erfolgt jeweils in einer ersten Elutionsstufe mit 10 mM
MES-Puffer/20 — 40 mM NaCl pH 5,9 — 6,1 bei 20 — 25 °C. Clostripain aus
beiden Fraktionen wird jeweils anschlieBend mit 10 mM MES-Puffer/90 —
110 mM NaCl pH 5,9 - 6,1 eluiert. Die Clostripain enthaltenden Lésungen
werden vereinigt. Alle Lésungen werden entsalzt, gegen 2 mM CaAc;

dialysiert und anschlieRend lyophilisiert.

Eine Bestimmung der jeweiligen Enzymaktivitédten der so erhaltenen En-
zyme erfolgte nach bekannten Methoden (s. Tabelle). Ferner wurde die
Reinheit der Enzyme Typ | Kollagenase, Typ Il Kollagenase und Clostri-
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pain mittels reversed phase Chromatographie bestimmt. Die Ergebnisse

sind nachfolgend in der Tabelle zusammengefasst:

Tabelle:

Aktivitat Reinheit®
Typ Il Kollagenase 18100 U/g @ ca. 82 %
Typ | Kollagenase 5180 U/mg° ca. 85 %
Clostripain 322 U/mg © ca. 90 %
Neutrale Protease 1560 U/mg ¢

# pestimmt nach Winsch E., Heidrich H.-G.; Z. Physiol. Chem. 333, 149 - 151, 1963; b
bestimmt nach Doi, Shibata, Matoba; Anal. Biochem. 118, 173 — 184, 1981; € bestimmt
nach Mitchel, Harrington; Methods Enzymol., 19, 635 — 642, 1970; d bestimmt nach Moo-
re, Stein; Biol. Chem. 176, 367, 1948; € pestimmt mit RPC.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur teilweisen oder volistdndigen Aufreinigung minde-
stens eines in einem Fermentationsiiberstand von Clostridium hi-
stolyticum enthaltenen Enzyms,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Enzyme des Fermentationsuiberstandes durch ein Chro-
matographieverfahren unter ausschlieRlicher Verwendung von
Chromatographiematerialien auf Styrol/Divinylbenzolbasis und/oder
auf Basis von, insbesondere keramischem, Hydroxylapatit aufge-

trennt werden.

2. Verfahren nach Anspruch 1,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Chromatographieverfahren einstufig oder bevorzugterwei-

se mehrstufig durchgefiihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Enzym Typ | Kollagenase und/oder Typ Il Kollagenase
und/oder Clostripain und/oder neutrale Protease (Caseinase) ist.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,

dass gesintertes Hydroxylapatit verwendet wird.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Chromatographieverfahren ausschlieBlich Schritte um-
fasst, die auf elektrostatischen Wechselwirkungen und/oder auf lo-
nenbindung und/oder ionischer Komplexbindung beruhen.
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Verfahren nach Anspruch 5,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Chromatographieverfahren mindestens eine anionen-
austauschchromatographische Stufe und/oder mindestens eine ka-
tionenaustauschchromatographische Stufe und/oder mindestens

eine hydroxylapatitchromtographische Stufe umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass mindestens eine Chromatographiestufe, insbesondere alle
Chromatographiestufen, in Form einer Stufenelution durchgefiihrt
wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Chromatographieverfahren zwei- oder dreistufig ist.

Verfahren nach Anspruch 8,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Chromatographieverfahren eine erste chromatographi-
sche Stufe an gesintertem Hydroxylapatitmaterial, eine zweite
chromatographische Stufe an einem Anionenaustauschermaterial
auf Styrol/Divinylbenzolbasis und ggf. eine dritte chromatographi-
sche Stufe an einem Kationenaustauschermaterial auf Sty-

rol/Divinylbenzolbasis umfasst.

Verfahren nach einem der Anspriiche 8 oder 9,

dadurch gekennzeichnet,

dass die erste chromatographische Stufe in mindestens zwei Eluti-
onsstufen durchgefiihrt wird, wobei neutrale Protease (Caseinase)

von Typ | und Typ Il Kollagenase und Clostripain abgetrennt wird.
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Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 10,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine im Wesentlichen von Caseinase befreite Fraktion aus der
ersten chromatographischen Stufe der zweiten chromato-
graphischen Stufe mit mindestens zwei Elutionsstufen unterzogen
wird, wobei Typ | Kollagenase und Typ |l Kollagenase voneinander

getrennt werden.

Verfahren nach einem der Anspriiche 8 bis 11,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Typ | Kollagenase enthaltende Fraktion aus der zweiten
chromatographischen Stufe der dritten chromatographischen Stufe
mit mindestens zwei Elutionsstufen unterworfen wird, wobei Typ |

Kollagenase von Clostripain abgetrennt wird.

Verfahren nach einem der Anspriiche 9 bis 12,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Typ Il Kollagenase enthaltende Fraktion aus der zweiten
chromatographischen Stufe der dritten chromatographischen Stufe
mit mindestens zwei Elutionsstufen unterworfen wird, wobei Typ Il
Kollagenase von Clostripain abgetrennt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Elution bei linearen Flussraten durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Elution an dem gesinterten Hydroxylapatitmaterial bei
Flussraten von mindestens 200 cm/h, insbesondere von minde-
stens 300 cm/h, durchgefiihrt wird.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass die Elution an dem Styrol/Divinylbenzolmaterial bei Flussraten
von mindestens 500cm/h, insbesondere von mindestens
1000 cm/h, durchgefiihrt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Verfahren keine Gelfiltrationsschritte umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass das Verfahren keine Proteinféllungsschritte umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Verfahren abreichernde Schritte fur niedermolekulare
Substanzen, Wirtszellproteine, Endotoxine und/oder Nukleinsauren,

insbesondere DNA, umfasst.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass die chromatographischen Stufen bei Temperaturen zwischen
4 und 25 °C durchgefihrt werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass zertifizierte Chromatographiemedien verwendet werden.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass druckstabile Chromatographiematerialien verwendet werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass eine Reinigung der Chromatographiematerialien mit einer
konzentrierten Alkalilauge, insbesondere mit 3 molarer Natronlau-

ge, durchgefihrt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet,
dass die Chromatographiestufen als Séaulenchromatographie

durchgefiihrt werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass Typ |l Kollagenase mit einer spezifischen Aktivitdt von minde-
stens 13000 U/g, insbesondere mindestens 18000 U/g, erhaiten
wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass Typ | Kollagenase mit einer spezifischen Aktivitdt von minde-
stens 3000 U/mg, insbesondere mindestens 5000 U/mg, erhalten

wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass Clostripain mit einer spezifischen Aktivitat von mindestens 200
U/mg, insbesondere mindestens 300 U/mg, erhalten wird.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass neutrale Protease (Caseinase) mit einer spezifischen Aktivitat
von mindestens 1200 U/mg, insbesondere mindestens 1500 U/mg,

erhalten wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,

dadurch gekennzeichnet,

dass Typ |l Kollagenase und/oder Typ | Kollagenase und/oder
Clostripain jeweils mit einer Reinheit von mindestens 70 %, ins-

besondere mindestens 80 %, erhalten werden.

In einem Fermentationsiiberstand von Chlostridium histolyticum
enthaltenen teilweise oder vollstédndig aufgereinigten Enzyms, wie
Typ | Kollagenase und/oder Typ Il Kollagenase und/oder Clostipain
und/oder neutrale Protease (Caseinase), '

dadurch gekennzeichnet,

dass die Enzyme des Fermentationsiiberstandes durch ein Chro-
matographieverfahren unter ausschlieRBlicher Verwendung von
Chromatographiematerialien auf Styrol/Diviny/Divinylbenzolbasis
und/oder auf Basis von, insbesondere keramischem, Hydroxylapatit
aufgetrennt sind.

Enzym,

dadurch gekennzeichnet,

dass das Enzym nach einem Verfahren nach Anspruch 1 bis 30
hergestellt ist.

Verwendung eines nach einem Verfahren nach Anspruch 1 bis 29
aufgereinigten Enzyms fir pharmazeutische und/oder biochemi-

sche Zwecke.
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