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Zusammenfassung

Einsatz kapillarelektrophoretischer Methoden fir die Analytik von pharmazeutisch
interessanten Substanzen der biotechnologischen Produktion

In der Biotechnologie werden verschiedenste analytische Methoden eingesetzt. In dieser
Arbeit werden einige kapillarelektrophoretische Methoden entwickelt, welche die her-
kommlichen bioanalytischen Verfahren erginzen oder ersetzen konnen.

Zunéchst wird eine Aminosdureanalytik entwickelt, die ohne vorherige Derivatisierung der
einzelnen Aminosduren auskommt und bei der die Analyten mit indirekter UV-Detektion
erfasst werden. Es konnen 18 der 20 genetisch codierten Aminosduren erfasst werden. Die-
se Analytik wird bei einem zell- und proteinfreien Medium eingesetzt und 14 Aminoséduren
werden klar nachgewiesen.

Unter Einsatz unterschiedlicher Kapillaren und Puffern wird die Trennleistung der Ka-
pillarelektrophorese und der Kapillargelelektrophorese bei verschiedenen Gemischen aus
Peptiden, Peptiden und Proteinen und beim enzymatischen Abbau eines Proteins unter-
sucht. Dabei ergibt sich, dass die Peptidgemische problemlos in kurzer Zeit mit der ,,fused
silica* Kapillare getrennt werden konnen, wihrend fiir die Trennung des Protein-Peptid
Gemischs eine neutrale Beschichtung der Kapillare ndtig wird. Bei der Untersuchung des
enzymatischen Abbaus eines Kartoffelproteins wird deutlich, dass die Kapillare hier allei-
nige Analysemethode nicht ausreicht, da zu viele Abbauprodukte entstehen, sondern dass
eine Kombination verschiedener Analysemethoden sinnvoll wire.

Die Produktkontrolle fiir ein am Institut hergestelltes tPA findet bisher iiber den ELISA-
Test statt. Da dieser sehr zeitaufwendig ist, wird eine weitaus schnellere, automatisierbare
Analytik mit der Kapillarelektrophorese aufgebaut. Es gelingen Kalibrationen mit Stan-
dards sowohl in wéssriger Losung als auch im Kultivierungsmedium mit Regressionskoef-
fizienten nahe 1, so dass die entwickelte Methode auf Realproben in Kultivierungsmedium
iibertragen und mit den Ergebnissen des ELISA-Tests verglichen werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit wird weiterhin eine Endostatinanalytik zur Produktkontrolle im
Vergleich zu SDS-PAGE-Gelen entwickelt und mit Realproben getestet.

Bei der Entwicklung eines Immunoassays ist es moglich, mit Hilfe von laserinduzierter
Fluoreszenz sowohl den Antikdrper als auch den gebildeten Immunkomplex in weniger
als 6 Minuten zu detektieren. Hier wird zusétzlich zur Komplexbildung nach der Inkubati-
on im Eppendorfgefdll untersucht, wie sich Antikdrper und Immunkomplex bei der Reakti-
on in der Kapillare bei verschiedenen Stopped Flow Zeiten verhalten. Mit einem kommer-
ziell erhiltlichen Modellsystem von Sigma wird ein Assay entwickelt, der auf ein Gly-
koprotein der Firma Bayer Corp., Berkeley, USA iibertragen wird. Dieses Glykoprotein ist
dem Modellsystem strukturell dhnlich, aber nicht mit diesem identisch.

Schlagworte: Kapillarelektrophorese, Aminosduren, Immunoassay



Abstract

Application of capillary electrophoresis methods for analysis of pharmaceutically
interesting substances in biotechnological production

In biotechnology various methods are used for analytical purposes. In this work, capillary
electrophoresis (CE) is used for the development of new methods to supplement or substi-
tute methods already known.

First, an analysis for amino acids is developed that can be carried out without prior deri-
vatization of the single amino acids and that registers the analytes by indirect UV detec-
tion. By using this method 18-20 genetically encoded amino acids can be determined. The
method is applied to cell and serum free medium. 14 amino acids can be determined.

By using different capillaries and buffers the separation power of capillary electrophoresis
and capillary gel electrophoresis with different mixtures of peptides, peptides and proteins
as well as the enzymatic reduction of a protein are examined. As a result, the peptide mix-
ture could be separated with a fused silica capillary within short time without any problem.
For separation of the protein-peptide mixture a neutral coverage of the capillary is neces-
sary. Examination of the enzymatic reduction of potato protein leads to the result that
more information is necessary due to the fact that too many degradation products could be
detected that require a combination of different analytics.

For product control of a tPA produced at the Institut fiir Technische Chemie most com-
monly the ELISA test is used. Because this is very time consuming a much faster method
using CE is shown. Additionally, this method can also be used for automatic analysis.
Calibrations with liquid solutions and real cultivation media using standards showed very
good regression coefficients. The method is applied to samples in cultivation medium and
is compared to results with the ELISA test.

Further on, this work shows the development of an analysis for endostatine for product
control in comparison to SDS-PAGE gels. The new method is tested with real samples. By
using laser induced fluorescence for the development of immunoassays it is possible to
detect the antibody as well as the immuno complex in less than 6 minutes. In addition to
the formation of the complex after incubation in an Eppendorf vial this work examines
how the antibody and immuno complex behave during reaction in the capillary at different
stopped flow times. The results obtained are transfered to a glycoprotein produced by
Bayer Corp.

Keywords: Capillary electrophoresis, amino acids, immunoassay
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Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

In den letzten Jahrzehnten hat die Herstellung biotechnologischer Produkte mit Hilfe gen-
technisch verdnderte Organismen stark zugenommen. Aus diesem Grunde wird die Bedeu-
tung der Produktkontrolle und der Prozessbegleitung und —iiberpriifung immer wichtiger.
Die Prozesskontrolle sollte dabei automatisch ablaufen und kann mit Analysegeréiten wie
HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) oder MS (Massenspektrometrie) durchge-
fithrt werden. Auch die Kapillarelektrophorese mit ihren verschiedenen Funktionsmdglich-
keiten, wie z.B. Kapillarzonenelektrophorese und Kapillargelelektrophorese, spielt eine
immer groflere Rolle aufgrund ihrer Automatisierbarkeit gegeniiber herkmmlichen zwei-
dimensionalen Gelen, besser reproduzierbarer Ergebnisse und ihrer meist schnelleren Ana-
lysenzeiten. Inzwischen sind auch sehr viele variabel einsetzbare Kapillaren kommerziell
erhéltlich.

Die Kapillarelektrophorese wird in verschiedensten Bereichen der Biotechnologie genutzt,
wie beispielsweise in der Analytik rekombinanter DNA-Molekiile [27] und beim Einsatz
zur Kontrolle von verschiedenen Produkten aus Bakterien und Zellen [9].

Auch besteht die Moglichkeit, die Kapillarelektrophorese mit anderen Analysemethoden,
wie z.B. HPLC, zu koppeln. Da die Organismen, in denen die Wirkstoffe produziert wer-
den, von Escherichia coli oder anderen Bakterien bis hin zu Saugetierzellen reichen,
wéchst die Komplexitdt der Produkte, da in einer Fermentation mehrere glykosilierte For-
men eines Proteins auftreten konnen, die unterschiedliche therapeutische Wirkungen ha-
ben. Hier werden besondere Anforderungen an die Analytik gestellt, die verschiedenen
Glykolisierungsmuster zu erfassen [58].

In der vorliegenden Arbeit werden mehrere Moglichkeiten zum analytischen Einsatz der
Kapillarelektrophorese in der Biotechnologie untersucht. Es wird eine Aminosdureanalytik
untersucht, die ohne vorherige Derivatisierung auskommt und somit schneller arbeitet und
einen Aufarbeitungsschritt spart. Anhand dieser Analysemethode besteht die Mdoglichkeit,
bei Kultivierungen den Zufiitterungsprozess offline zu beobachten und Aminosduren je
nach Bedarf zuzufiigen.

Des weiteren wird untersucht, wie sehr sich Peptide in GroBe, Form und Sequenz unter-
scheiden miissen, damit sie mit einer nicht vorbehandelten Kapillare und einem moglichst
einfachen Puffer isoliert werden konnen.

Am Trennbeispiel verschiedener Proteine und Peptide wird aufgezeigt, welche Vorteile

eine beschichtete Kapillare im Vergleich zu einer unbehandelten Kapillare aufweist.
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In den letzten Abschnitten dieser Arbeit wird die Erfassung verschiedener tPA-Standards
in Wasser und in CHO (Chinese Hamster Ovary)-Medium beschrieben und {iberpriift, ob
sich die daraus ergebenden Resultate auf eine reale Kultivierung iibertragen lassen.

Des weiteren werden Standardproben des von E. coli Bakterien hergestellten Endostatins
sowie Kultivierungsproben untersucht.

Im letzten Abschnitt wird ein Immunoassay mit einem kommerziell erhdltlichen Modell-
system von Sigma entwickelt. Die erhaltenen Ergebnisse werden auf ein Glykoprotein der
Firma Bayer Corp. iibertragen. Dieses Glykoprotein ist dem Modellsystem strukturell &hn-

lich, aber nicht identisch.
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2 Prinzip und Aufbau der Kapillarelektrophorese

Die Trennung von Analyten in der Kapillarelektrophorese (capillary electrophoresis, CE)
basiert auf dem Prinzip der Elektrophorese, nach dem unterschiedlich geladene Teilchen in
Losung unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes mit unterschiedlichen Geschwindig-
keiten wandern [50]. Seit der Einfithrung der Kapillarzonenelektrophorese durch Hertjen
[39] hat die CE eine rasante Entwicklung durchlaufen. 1981 gelang Jorgenson & Lucass
die erste Fluoreszenzdetektion in Kapillaren mit Innendurchmessern kleiner als 100 pm.
Mit der Entwicklung weiterer empfindlicher Detektionssysteme und kommerziell erhiltli-
cher, vollautomatischer Systeme hat sich die Kapillarelektrophorese als erginzende und
ersetzende Analysemethode zu HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) und GC
(Gaschromatographie) in den biochemischen und medizinischen Laboratorien etabliert

[120].
2.1 Experimenteller Aufbau eines Kapillarelektrophoresesystems

Fester Hauptbestandteil eines Kapillarelektrophoresesystems (Abb. 2.1) ist eine Hochspan-
nungsquelle mit zwei Platinelektroden, die in zwei Gefdlle mit Elektrolytldsungen eintau-
chen. Diese Glaschen sind durch eine Quarzglaskapillare miteinander verbunden. Die Ka-
pillare ist austauschbar und kann somit zur Optimierung einer Trennung durch Variation in
Lange, Durchmesser und eventueller Beschichtung angepasst werden. Die Kapillaren sind
von einer Polyimidschicht umgeben, welche die Flexibilitidt erhoht und sie unempfindli-
cher gegeniiber mechanischen Belastungen macht [22]. Der Innendurchmesser der Kapilla-
ren liegt zwischen 10 um und 100 um und ihre Lange zwischen 20 cm und 100 cm. In spe-
ziellen Fillen konnen die Kapillaren auch noch langer sein [101]. Die Kapillaren werden in
Kartuschen eingebaut, in denen sie teilweise von einem Plastikschlauch umgeben sind.
Dieser wird wéhrend eines programmierten Laufes mit einer Kiihlfliissigkeit gefiillt, wel-
che die Kapillare umspiilt. Durch diese Fliissigkeit ldsst sich zum einen die Trennung bei
einer voreingestellten Temperatur durchfiihren, zum anderen fiihren die Kapillaren die bei
dem Elektrolyseprozess entstehende Wirme an dieses Kiithimedium ab.

Die Analysenbestandteile werden nach der Trennung durch Licht verschiedener Wellen-
langen angeregt und durch ein Fenster am Ende der Kapillare detektiert. Zur Aufnahme der
Daten, die iiber einen A/D-Wandler an den Computer weitergeleitet werden, gibt es ver-

schiedene Detektoren. Der UV-Detektor wird am héufigsten genutzt, weiterhin spielen



Prinzip und Aufbau der Kapillarelektrophorese 4

Fluoreszenz- und Photodiodenarraydetektoren eine groBe Rolle. Fiir andere analytische
Fragestellungen bieten sich auch eine amperometrische Datenaufnahme oder ein an das
Kapillarelektrophoresesystem angeschlossenes Massenspektrometer an.

Zur Spannungserzeugung werden Gleichstromhochspannungsquellen verwendet, bei denen
je nach Einstellung der Strom entweder zur Kathode oder zur Anode (reversed mode)
fliet. Es kann eine Spannung bis zu +30 kV angelegt werden; dabei flieBen je nach Elekt-

rolyt und Kapillarldnge resultierende Strome zwischen £10 pA und £250 pA.

Datenver-
arbeitung

Detektor =
+<— Kiuhlung
<« Elektrolytlosung
<~—7 1 Kapillare
- Platinelektrode
PuffergefaR/ Puffergefal
Probengefal3 Outlet
Inlet
Hochspannungs-

quelle

Abb. 2.1: Schematische Darstellung eines Kapillarelektrophoresesystems

2.2 Probeninjektion

Die Probeninjektion kann auf verschiedene Arten erfolgen. Die Druckinjektion ist die am
hdufigsten genutzte. Dabei wird fiir einen definierten Zeitraum (einige Sekunden) eine
Druckdifferenz (wenige Millibar) zwischen den GefaBlen am Anfang und am Ende der Ka-
pillare angelegt, durch die sich die Probenbestandteile in die Kapillare bewegen. Dabei
entsteht ein laminares Stromungsprofil, und es ldsst sich keine scharfe Startzone ausma-
chen.

Bei der elektrokinetischen Probeninjektion wird fiir einen kurzen Zeitraum eine Spannung

zwischen 1 kV und 10 kV angelegt, durch welche die einzelnen Bestandteile der Probe
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elektrophoretisch und elektroosmotisch in die Kapillare wandern. Bei dieser Methode
kommt es durch die verschiedenen Wanderungsgeschwindigkeiten der Analyten zu einer

Verdnderung der Zusammensetzung der Probe in der Kapillare.

2.3 Detektion

Die Kapillarelektrophorese lasst sich mit vielen Detektionsmdglichkeiten kombinieren. Die
Detektion im ultravioletten Bereich von 190 nm bis 320 nm wird am meisten genutzt, ho-
here Wellenldngen bis 600 nm sind moglich. Allerdings gibt es kaum Analyten, die in die-
sem Wellenldngenbereich aktiv sind. Die UV-Detektion ldsst sich auch indirekt nutzen.
Dabei wird ein stark UV-aktiver Elektrolyt verwendet, und die Analyten hinterlassen nega-
tive Signale im Elektropherogramm. Die laserinduzierte Fluoreszenz (LIF)-Detektion wird
oft eingesetzt, mit ihr lassen sich Probenbestandteile im Vergleich zur UV-Detektion in bis
zu 300fach niedrigerer Konzentration detektieren. Allerdings miissen die meisten Analyten
vor ihrer LIF-Detektion mit einem Fluoreszenzfarbstoff, wie z.B. Fluorescein-
isothiocyanat (FITC), gekoppelt werden, da natiirliche Fluoreszenzaktivitit selten vor-
kommt.

Weitere, seltener genutzte Detektionsmoglichkeiten sind Massenspektrometrie [5], Ampe-

rometrie [118], Konduktometrie [105] und on-line Radioaktivititsmessungen [81].
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3 Grundlagen der Kapillarelektrophorese

Die Trennung und Bewegung der Analyten in der Kapillarelektrophorese beruht auf der
Uberlagerung der elektrophoretischen Eigenbeweglichkeit der Substanzen und dem elekt-

roosmotischen Fluss (EOF) und wird in den folgenden Kapiteln beschrieben.

3.1 Elektrophoretische Beweglichkeit

Im elektrischen Feld bewegen sich Ionen, abhidngig von ihrer Ladung und ihrer Grof3e, mit
einer konstanten Geschwindigkeit, die aulerdem von dem pH-Wert und der lonenstérke
der Elektrolytldsung beeinflusst wird. Bei Erhohung der Spannung wéchst die Wande-
rungsgeschwindigkeit der Analyten und fiihrt zu kiirzeren Analysenzeiten. Dem entgegen
wirkt die Reibungskraft, die abhédngig ist von dem Stoke’schen Radius des Ions und der
Viskositdt des Elektrolyten. Die Analyten lassen sich im elektrischen Feld trennen, wenn
sie sich in ihrer Wanderungsgeschwindigkeit unterscheiden. Diese setzt sich aus elektro-

phoretischer (j¢,) und elektroosmotischer (p,s) Beweglichkeit zusammen (s. Kap. 3.2.1):

z[F
6m [ [d

V= i) [-»[Ll mit i, = (Gleichung 3.1)

U: Spannung; L: Linge der Kapillare von Beginn der Kapillare bis zum Detektionsfenster; z: effektive

Ladung; F: Faraday Konstante; n: dynamische Viskositit; r: Stoke scher Radius
3.2 Elektroosmotische Beweglichkeit

Befinden sich Feststoffpartikel in Kontakt mit wassrigen Elektrolytlosungen, so bildet sich
an der Phasengrenze eine andere Verteilung der elektrischen Ladungstriger aus als im In-
neren der festen bzw. fliissigen Phase. Dies ist entweder auf eine spezifische Adsorption
von Anionen oder Kationen aus der Fliissigkeit an der Feststoffoberfliche oder auf die
Dissoziation von Molekiilgruppen zuriickzufiihren. Aufgrund der entstandenen Grenzfla-
chenladung werden entgegengesetzt geladene Ionen angezogen, und es bildet sich eine
elektrochemische Doppelschicht aus. Nach dem Modell von Stern werden die an einer

Festkorpergrenzfliache befindlichen Ladungstriger durch Gegenionen kompensiert, welche
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sich sowohl in starrer Anordnung als auch diffus in der Fliissigkeit verteilt befinden. Eine
Schicht von Gegenionen wird spezifisch adsorbiert, so dass die lonen fest an die Festkor-
pergrenzfliche gebunden werden. Diese starre Schicht wird als Sternschicht oder auch
Helmholtzschicht (stationdre Schicht) bezeichnet. Der andere Teil der Gegenionen ist dif-
fus in der Fliissigkeit verteilt, und eine Warmebewegung der Teilchen ist mdglich. Es er-
gibt sich ein Potentialabfall, der im starren Teil der Doppelschicht linear, im diffusen Teil
exponentiell verlauft.

Bei Anlegen eines elektrischen Feldes an eine mit Elektrolyt gefiillte Kapillare erfolgt eine
Bewegung der lonen der diffusen Doppelschicht (mobile Schicht) in Richtung der entge-
gengesetzt geladenen Elektrode. Resultierend aus der inneren Reibung erfolgt eine Bewe-
gung der Fliissigkeit, der sogenannte elektroosmotische Fluss (EOF). Die beschriebenen

Zusammenhédnge sind in Abbildung 3.1 dargestellt.
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Abb. 3.1: Schematische Darstellung des elektroosmotischen Flusses

In den meisten kapillarelektrophoretischen Trennungen iiberlagert der EOF die
elektrophoretische = Wanderungsgeschwindigkeit der Analyten. Die Wanderungs-
geschwindigkeit des elektroosmotischen Flusses 14t sich in einer vereinfachten Form der

Helmholtzgleichung darstellen:

e mit Hos = el (Gleichung 3.2)
4 I [h 4 [

\]OS:l'l'OS|:E=
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Der EOF ist somit direkt proportional zu der Dielektrizitdtskonstante €, der angelegten
Feldstirke E und dem Zetapotential { sowie umgekehrt proportional zu der Viskositét 1.
Bei Quarzkapillaren verringert sich der elektroosmotische Fluss mit wachsender
Elektrolytkonzentration und bei der Zugabe organischer Komponenten und wéchst mit
dem Grad der dissoziierten Silanolgruppen, der vom pH-Wert des Elektrolyten abhéingt
[22].

Der EOF kommt bei allen -elektrophoretischen Trennmethoden vor, da die
Oberfliachenladung nicht vollstindig eliminiert werden kann. Auf der einen Seite kann es
zu konvektiven Vermischungen der elektrophoretischen Zone kommen, auf der anderen
Seite spielt der EOF eine maflgebliche Rolle beim Transport durch die Kapillare. Aufgrund
des immer vorhandenen EOFs ist der Detektor in der Kapillarelektrophorese meist auf der
Kathodenseite platziert.

Kationen bewegen sich mit dem elektroosmotischen Fluss (Komigration), neutrale
Teilchen werden im elektrischen Feld nur durch den EOF bewegt und nicht weiter
aufgetrennt und selbst Anionen, die von sich aus zur Anode wandern, werden durch den
EOF in Richtung Kathode geschwemmt, wenn ihre elektrophoretische Geschwindigkeit
nicht groBer als dieser ist. Sollte das der Fall sein, sind diese Anionen im normalen Modus
nicht detektierbar und miissen durch Umpolung der Elektroden (reversed mode) erfasst
werden.

Bei anderen Trennmethoden, wie z.B. der MEKC (mizellare -elektrokinetische
Chromatographie, s. Kap. 4.3), wird der EOF ausschlieBlich dazu genutzt, ungeladene
Teilchen zur Kathode zu transportieren. Werden anionische Mizellbildner genutzt,
wandern die Probenbestandteile entgegen dem EOF, solange sie sich in der Mizelle
befinden und mit ihm, wenn das nicht der Fall ist. Durch diese gegenldufige Verteilung
kommt es zu der hohen Selektivitit in der MEKC.

Durch chemische Modifikationen der Kapillarinnenfliche kann der elektroosmotische

Fluss kontrolliert, verdrangt oder umgekehrt werden.

3.3 Bandenverbreiterung

Aufgrund des geringen Innendurchmessers herrscht in der Kapillare ein ideal turbulentes
Stromungsprofil, dessen Beitrag zur Bandenverbreiterung im Vergleich zur Chromatogra-
phie vernachlissigbar ist. Die Bandenverbreiterung o ist nach Gleichung 3.3 abhingig von

der Longitudinaldiffusion D, der elektrochemischen Mobilitit p und der Feldstarke E [44].



Grundlagen der Kapillarelektrophorese 9

= :2DE22DD:2DDDL
plE  plU

(Gleichung 3.3)

Durch eine Erhéhung der Spannung sollte es also zu einer Verringerung der Bandenver-
breiterung kommen. Bei hoherer Spannung flieBen allerdings auch hohere Strome, die auf-
grund hoherer Reibungskrifte zu einer erhdhten Produktion Joule’scher Wiarme fiihren.
Dadurch kommt es zu einem Temperaturgradienten in der Kapillare, der bei einer dueren
Thermostatisierung der Kapillare noch ausgeprégter ist. Die Viskositdt des Elektrolyten
wird durch die unterschiedlichen Temperaturen verdndert und wirkt wiederum auf die
elektroosmotischen Beweglichkeiten und Wanderungsgeschwindigkeiten der Probenbe-
standteile [55], was letztendlich zu einer Bandenverbreiterung fiihrt.

Ein weiterer Grund fiir die Bandenverbreiterung liegt in der Beschaffenheit der nicht iner-
ten inneren Kapillaroberfldche. Trotz der geringen Oberfliche werden Adsorptionseftekte
beobachtet. Aufgrund der Dissoziation der Silanolgruppen, die schon ab einem pH-Wert
von 1,5 beobachtet werden kann, liegen diese in negativ geladener Form vor. Positiv gela-
dene Probenbestandteile lagern sich an die Kapillarwand an, und diese Adsorption fiihrt zu
asymmetrischen Peaks mit starkem ,,Tailing*. Bei wiederholter Injektion von z.B. Protei-
nen lésst sich eine Verschiebung in den Migrationszeiten erkennen, die auf eine Adsorpti-
on dieser an die Kapillarwand schlieBen lassen. Die Unterdriickung dieser Adsorption ist
sehr wichtig fiir die Analytik von Proteinen. Durch eine kovalente Bindung einer hydrophi-
len Schicht an die Kapillarwand oder durch Zusitze, die bevorzugt adsorbiert werden, wie
z.B. 1,3-Diaminopentan (DAP), kann diese Anlagerung minimiert werden.

Eine zu lange Injektionsdauer und die damit verbundene Uberladung der Kapillare verur-
sacht ebenfalls eine Bandenverbreiterung. Dieses Phdnomen kann mit einem Prozess um-
gangen werden, der sich ,,sample stacking® nennt. Dabei wird die Lidnge der Probenzone
reduziert und dadurch eine verbesserte Sensitivitit und hohere Auflosung erreicht. Das
»stacking® funktioniert, wenn die Probe in einer weniger konzentrierten Losung vorliegt
als der Trennpuffer. Unter diesen Umstdnden ist die Feldstidrke in der Probenzone gréfer
als in der restlichen, mit Elektrolytlosung gefiillten Kapillare. Die Analyten bewegen sich
in der Probenzone schnell vorwirts, bis sie an die Grenzlinie der Elektrolytlosung gelan-
gen. Dort werden sie aufgrund des geringeren Stroms langsamer. Durch diese Methode
kann die Breite der Injektionszone bis um den Faktor 10 verringert werden, was zu schar-

fen Peaks fiihrt [140].
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4 Methoden der Kapillarelektrophorese

Analytische Bestimmungen mit der Kapillarelektrophorese konnen unter Ausnutzung der
verschiedenen Analyteigenschaften oder durch Zusatz von Additiven zum CE-Puffer

erzielt werden.

4.1 Kapillarzonenelektrophorese (CZE)

Die Kapillarzonenelektrophorese ist die einfachste und am haufigsten angewandte Metho-
de der kapillarelektrophoretischen Trennung. Die Auftrennung der Probenbestandteile er-
folgt aufgrund ihrer unterschiedlichen Mobilitdten, die bei konstanter Pufferzusammenset-
zung, konstantem pH-Wert und konstanter Spannung nur von ihrer Ladungsdichte abhén-
gen. Diese ist definiert durch das Masse-/Ladungsverhéltnis. Die elektrophoretische Tren-
nung findet in niederviskosen, meist wissrigen Losungen statt, denen keine stabilisieren-
den Medien wie z.B. Polyacrylamid zugesetzt werden. Weiteren Einfluss auf die Trennung
hat der elektroosmotische Fluss, der in Richtung Kathode flie3t. Dieser beschleunigt die
kationischen Bestandteile der Probenlosung, gibt den neutralen Molekiilen eine Bewe-
gungsrichtung und treibt auch die negativ geladenen Bestandteile Richtung Kathode, ob-
wohl ihr eigener Fluss sie in Richtung Anode bewegt (s. Kap. 3.2). Dadurch kommt es
zuerst zu einer Detektion von Kationen, dann von neutralen Molekiilen, die mit dieser Me-
thode nicht weiter aufgetrennt werden kénnen, und zum Schluss von anionischen Bestand-
teilen.

Die Einsatzgebiete der Kapillarzonenelektrophorese sind sehr vielfdltig und reichen vom

Nachweis anorganischer Ionen [31, 91] bis zur Untersuchung von DNA [132].

4.2 Kapillargelelektrophorese (CGE)

Die Kapillargelelektrophorese ist das kapillarelektrophoretische Analogon zur traditionel-
len Gelelektrophorese und hat durch das amerikanische Humangenomprojekt stark an Be-
deutung gewonnen [17, 106]. Die Kapillare wird zur Trennung mit einer siebartigen Ma-
trix, wie z.B. verkniipftes Polyacrylamid oder Agarose, gefiillt. Dadurch lassen sich biolo-
gische Makromolekiile wie Oligonukleotide, DNA-Fragmente und grof3e Proteine, die ein

dhnliches oder identisches Masse-/Ladungsverhiltnis besitzen, groenbasiert trennen. Die



Methoden der Kapillarlektrophorese 11

Vorteile gegeniiber der herkdmmlichen Gelelektrophorese sind die Vielfalt der moglichen

Matrices, die on-line Detektion und die Automatisierung der Analysen.

4.3 Mizellare Elektrokinetische Chromatographie (MEKC)

Die mizellare elektrokinetische Chromatographie wird zur Trennung neutraler Molekiile
genutzt, die in der normalen Kapillarzonenelektrophorese nicht getrennt werden koénnen.
Dazu werden dem Puffer Detergenzien zugegeben, die mit den neutralen Molekiilen mehr
oder weniger starke, geladene Mizellen bilden. Im Falle des hédufig genutzten
Natriumdodecylsulfats wandern die Mizellen aufgrund ihrer negativen Ladung zur Anode.
Durch die Verteilung der Analyten zwischen der wissrigen und der pseudostationdren
Phase kommt es zu einer Auftrennung der Probenbestandteile. Bindet ein neutraler Analyt
nicht an das Detergenz, wandert er mit der Geschwindigkeit des elektroosmotischen
Flusses Richtung Kathode. Lagert sich dagegen ein anderer Analyt in eine Mizelle ein,
summieren sich der EOF und die Wanderungsgeschwindigkeit der Mizelle zu einer
resultierenden Geschwindigkeit, mit welcher der Analyt erst spater zur Kathode gelangt.

Die MEKC wird héufig bei stark hydrophoben Substanzen wie aromatischen
Kohlenwasserstoffverbindungen [111] angewendet, findet aber auch bei kleineren

Molekiilen wie Aminosauren ihren Einsatz [22].

4.4 Kapillarelektrochromatographie (CEC)

Die Kapillarelektrochromatographie ist eine Hybrid-Technik, die durch Kombination von
HPLC und CE entstanden ist. Dabei wird eine gepackte Kapillarchromatographiesiule in
die Kapillarelektrophorese eingebaut und Spannung angelegt. Sowohl der
elektroosmotische Fluss als auch die Wechselwirkung der Substanzen mit der gepackten
Séule tragen zur Trennung der Analyten bei. Zur Anwendung kommt die CEC bei einer

Vielzahl von aromatischen Verbindungen [4, 19].

4.5 Kapillarisoelektrische Fokussierung (CIEF)

Bei der kapillarisoelektrischen Fokussierung findet die Trennung der Analyten nach ihrem
isoelektrischen Punkt statt. Dazu wird die Probe in einem Ampholytgemisch in die Kapil-

lare injiziert. Eine starke Sdure wird an der Anode platziert (Anolyt), eine starke Base dient
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als Kathodenpuffer (Katholyt). Nach Anlegen der Spannung bildet sich in der Kapillare
mit Hilfe der Ampholyten ein pH-Gradient aus, in dem die Probenbestandteile wandern,
bis ihr isoelektrischer Punkt dem pH-Wert in der Kapillare entspricht. Nach einem Mobili-
sierungsschritt, der durch einen elektrokinetischen Effekt oder durch eine Druckdifferenz
ausgelost werden kann, werden die Analyten detektiert. Die notwendige Kompensation des
elektroosmotischen Flusses wird durch die Beschichtung der Kapillare mit Polymeren wie

Methylcellulose oder durch den Einsatz von hochviskosen Pufferlosungen erreicht [73].

4.6 Affinitatskapillarelektrophorese (ACE)

Bei der ACE werden die speziellen Interaktionen zwischen Biomolekiilen ausgenutzt. Es
konnen damit spezifische Bindungen zwischen den Molekiilen quantifiziert und
identifiziert werden. Eine Vielzahl interagierender Substanzen, eingeschlossen
Detergentien [129, 21], Cyclodextrine [25, 52], Kronenether [56], Antibiotika [26], Peptide
und Proteine [117] werden genutzt. Formell konnen auch alle MEKC- und chiralen
Trennungen zur ACE gezéhlt werden.

Auch die im néchsten Kapitel beschriebenen Antikorper-Antigen-Reaktionen gehdren in
diese Gruppe. Die ACE laBt sich sehr gut mit der LIF-Detektion kombinieren, so dass auch
sehr geringe Mengen an Analyt bis zu Konzentrationen von 10" mol/L detektiert werden

konnen.
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5 Kapillarelektrophoretische Immunoassays

Kapillarelektrophoretische Immunoassays (CEIA) sind seit 1993 als neue analytische
Technik aufgekommen [94]. Die CEIA, kombiniert mit sensitiven Detektionsmethoden
wie laserinduzierter Fluoreszenz (LIF), bietet viele Vorteile gegeniiber konventionellen
Immunoassays. CEIA kann schnelle Trennungen mit hoher Reproduzierbarkeit bei gleich-

zeitiger Erfassung verschiedener Analyten durchfiihren und ist automatisierbar.

Immunoassays sind Techniken, die auf einer spezifischen Immunreaktion zwischen Anti-
korper (Ak) und Antigen (Ag) beruhen und die Erfassung beider Substanzen in Lésung
ermoglichen. Immunoassays sind aufgrund ihrer Selektivitdt, der niedrigen Detekti-
onsgrenzen und der iibergreifenden Einsatzmoglichkeiten sehr wichtige Techniken in kli-
nischen, biopharmazeutischen und umweltchemischen Bereichen [36]. Die einzigartige
Selektivitdt von Antikorpern macht es moglich, in Immunoassays Spuren von Analyten zu
detektieren, auch wenn groflere Mengen von strukturell oder chemisch dhnlichen Substan-
zen vorhanden sind. Die hohe Selektivitit resultiert aus verschiedenen Labeling-Techniken
wie Radioaktivitdt, Fluoreszenz, Chemilumineszenz oder enzymverinderte Reaktanden.
Dadurch sind Immunoassays speziell fiir Analysen von Bestandteilen in geringster Kon-
zentration in komplexen Medien wie Blut und Urin, ohne oder mit nur geringer Aufarbei-
tung, geeignet.

Das géngigste Prinzip eines konventionellen Immunoassays ist die Immobilisierung des Ak
(oder Ag) auf der festen Oberfliche einer Mikrotiterplatte, auf Glasfaser oder Plastik-
schlduchen. Die Proben enthalten den Analyten (Ag, wenn Ak immobilisiert ist oder um-
gekehrt), der in Kontakt mit der préaparierten Oberfliche gebracht wird. Nach der Trennung
von gebundener und freier Form von Antikorpern und Antigenen findet die Quantifizie-
rung liber den Umweg einer enzymatischen Aktivitditsmessung (enzym-verkniipfter immu-
nosorbent Assay, ELISA) oder durch Messung der Radioaktivitét statt.

Die meisten konventionellen Immunoassays werden manuell durchgefiihrt. Ermiidende
Prozesse, langsame Reaktionen, schlechte Reproduzierbarkeit und nicht spezifische Bin-
dungen der Reaktanden an der stiitzenden Oberfldche sind die dabei auftretenden Proble-
me.

Die Kapillarelektrophorese mit ihrer hohen Selektivitdt und ihrer, durch Einsatz des LIF-
Detektors, sehr niedrigen Nachweisgrenze kann freie Antikdrper und Antigene sehr schnell

von den gebundenen trennen und ist somit speziell fiir Immunoassays gut einsetzbar. Sie
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kann immunologische Erkennung mit direkter Quantifizierung, kleinsten MaBstidben und
Automatisierbarkeit verbinden und bietet damit grofle Vorteile fiir Immunoassays.
Zusétzlich zu ihrer Schnelligkeit und Sensitivitdt hat die CEIA weitere Vorteile gegeniiber
den konventionellen Immunoassays:
* CEIA verbraucht viel weniger Probe und Reagenzien,
e CEIA ist einfacher handhabbar und automatisierbar,
* mit CEIA besteht die Moglichkeit, mehrere Analyten gleichzeitig zu detektieren,
* CEIA ermoglicht die direkte Visualisierung der Bildung und des Zerfalls des Im-
munkomplexes,
* CEIA hat mehrere empfindliche Detektionsmoglichkeiten wie UV, LIF und mas-
senspektrometrische Methoden.
Ein Nachteil der kapillarelektrophoretischen Immunoassays ist, dass sie immer nur eine

Probe gleichzeitig bearbeiten konnen, so dass nur ein geringer Probendurchsatz stattfindet.
5.1 Der nicht kompetitive CEIA

Der nicht-kompetitive CEIA basiert auf der Trennung der Ag-Ak Komplexe von dem frei-
en Ag und/oder Ak. Wenn die Analyte UV- oder Fluoreszenz-Licht absorbieren, ldsst sich
die Menge des gebildeten Komplexes direkt quantifizieren. In den meisten nicht-
kompetitiven Immunoassays wird einer der beiden Reaktanden, entweder Ag oder Ak, mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gelabelt, um die Empfindlichkeit zu steigern. Ein Uberschuss
des gelabelten Reaktanden wird zu dem System gegeben, um die Vollstdndigkeit der Reak-
tion zu gewahrleisten (s. Abb. 5.1).

. -
: _.|.

Abb. 5.1: Schematische Darstellung eines nicht kompetitiven Immunoassays [125]
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Wenn die Markierung nétig ist, um iiberhaupt detektierbare Edukte und Produkte zu erhal-
ten, kann entweder der Antikdrper oder das Antigen gelabelt werden. Dadurch gibt es zwei
verschiedene Moglichkeiten des nicht-kompetitiven Assays, je nachdem, ob Ag oder Ak

markiert ist.
Ak + Ag” (Uberschuss) — Ag-Ak” + Ag" (Uberschuss)
Ag + Ak" (Uberschuss) — Ag-Ak” + Ak" (Uberschuss)

Ag und Ak sind die mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierten Antigene und Antikérper.
Fiir die Analyse von Antikdrpern in einer Probe wird ein Uberschuss an gelabelten Ag zu-
gegeben, die mit dem in der Probe vorhandenen Ak Ak-Ag*-Komplexe bilden. Die Bil-
dung des Komplexes sollte quantitativ und direkt abhéngig von der Antikdrpermenge in
der Probe sein. Die CE-LIF zeigt im Elektropherogramm zwei scharfe Peaks, die dem ge-
labelten Antigen und dem Komplex entsprechen. Ist der Komplex stabil, ist es moglich, die
Menge der Antikorper in der Mischung entweder durch die Menge des entstandenen Kom-

plexes oder durch die Abnahme des Signals des markierten Antigens zu bestimmen.

5.2 Der kompetitive CEIA

Bei kompetitiven Immunoassays liegen beide Analyten (Ak und Ag) in der Probe vor, ein
Reagenz ist nur in geringer Menge vorhanden. Das markierte Reagenz (Ag* oder Ak*)
konkurriert mit dem Analyten (Ag oder Ak) um die Bindung an die limitierte Substanz (Ak
oder Ag). In dem Fall, dass eine bekannte Menge des gelabelten Ag und eine limitierte

Menge Antikorper mit dem Analyten (Ag) gemischt werden, lautet das Reaktionsschema:
Ag+ Ag + Ak (limitiert) —> Ak-Ag + Ak-Ag’ + Ag+ Ag’

Das Antigen in der Probe konkurriert mit dem mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Ag' um
die Komplexbildung mit der begrenzten Menge Antikorper. CE-LIF trennt die Mischung,
und es entstehen zwei scharfe Peaks, die dem freien Ag* (wenn noch vorhanden) und dem
Ak-Ag” Komplex entsprechen. Je mehr Ag in der Probe vorhanden ist, desto mehr freies
markiertes Ag” bleibt iiber und umso weniger Komplex zwischen Ak und Ag" bildet sich.

Durch Vergleich der beiden Peaks mit Standards kann der Antigengehalt in der Probe be-
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stimmt werden. Die Quantifizierung des Antikorpers kann dann auf dem selben Weg erfol-
gen wie bei den konventionellen Immunoassays.
Bei der Mischung einer bekannten Menge von gelabelten Antikdrper (Ak*), einer limitier-

ten Menge von Antigenen und dem Analyten (Ak) lautet das Reaktionsschema:

Ak + Ak’ + Ag (limitiert) — Ak-Ag + Ak -Ag

Der Antikorper in der Probe konkurriert mit dem gelabelten Antikorper (Ak*) um die
Komplexbildung mit der begrenzten Menge Antigen. Die Kapillarelektrophorese mit LIF-
Detektion trennt die Mischung und fiihrt zu zwei scharfen Signalen im Elektrophe-
rogramm, die dem freien Ak" (soweit vorhanden) und dem Ak*-Ag Komplex entsprechen.
Je mehr Antikorper in der Probe vorhanden ist, desto mehr AK" liegt frei vor und desto
weniger markierter Komplex wird gebildet. Dadurch kann die Menge des Antikorpers iiber
einen Vergleich der beiden Peaks mit Standards bestimmt werden.

Wie schon erwihnt, ist es moglich, mit der CEIA mehrere Analyten gleichzeitig zu
bestimmen. Wenn z.B. zwei strukturell dhnliche Antigene gelabelt und mit Proben ver-
mischt werden, die diese beiden Antigene erhalten, werden sie wie folgt mit den vorhande-

nen AntikOrpern reagieren:

Ag, + Agy + Ag, + Agy + Ak, + Aky — Ag, — Ak, + Ag, - Ak, + Agy — Aky + Agy - Ak,

wobei Ag,, Agp, Aga* und Agb* die freien und gelabelten Antigene sind. Ak, und Ak, sind
die dazugehorigen Antikorper.

Das obige Reaktionsschema schlieft Kreuzreaktivitdt zwischen den zwei verschiedenen
Antikorpern und den verschiedenen Antigenen aus. Die CEIA — LIF sollte in ihrem Elek-
tropherogramm vier scharfe Peaks aufzeigen, die den beiden gelabelten Antigenen und den

mit diesen gebildeten Komplexen entsprechen.

5.3 On-line Immunoassay

In den meisten beschriebenen Immunoassays dient die CE nur als Mittel zur Trennung von
Komplex und freiem Antigen und Antikdrper, nachdem die Reaktion off-line durchgefiihrt
worden ist. Um die CEIA zu automatisieren, gilt es, die Immunreaktion und die Proben-

analyse on-line durchzufiihren.



Kapillarelektrophoretischer Immunoassay 17

Tao et al. [109] nutzen ein Kapillarelektrophoresesystem, dem eine Mischkammer vorge-
schaltet ist, in der der Ak und das gelabelte Ag mit den Antigenproben gemischt werden
und reagieren konnen. Das Reaktionsgemisch wird durch einen kontinuierlichen Strom
weitertransportiert, der nur wiahrend der Dauer der Injektion unterbrochen wird. Mit die-
sem on-line System ist es moglich, die Ag-Proben alle 5 Sekunden zu analysieren. Obwohl
die Immunreaktion und die Analyseschritte wie bei den anderen CEIA unabhingig durch-
gefiihrt werden, gibt es doch einige Unterschiede.
Erstens werden Ag und Ak kontinuierlich gepumpt, so dass Vermischung und Reaktion
kontinuierlich stattfinden, solange die Pumpen laufen. Zweitens ist die on-line Injektion
unverzdgert, so dass eine Verkniipfung mit schnellen Analysetechniken moglich ist. Aller-
dings ist dieses System nur fiir schnelle Reaktionen geeignet. Bei langsamen Reaktionen
werden die Peaks breiter und ungenauer [38]. Aullerdem ist bei der on-line Reaktion ein
Verlust der Sensitivitit zu verzeichnen. Sie ist bei on-line Prozessen bis zu dreimal
schlechter als bei off-line CEIAs. Diese Verschlechterung der Sensitivitdt resultiert aus der
Verdiinnung der Reaktionspartner [109,110].
Liu et al. [66] haben eine alternative Moglichkeit fiir die on-line CEIA gefunden. Der An-
tikorper und die mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Antigenldsungen werden in einzelnen
Probengefdlen vorgelegt und nacheinander in die Kapillare injiziert. Die Reaktion zwi-
schen den injizierten Antikérpern und Antigenen sowie die Trennung von gelabeltem An-
tigen und Ag*-Ak Komplex findet aufgrund ihrer verschiedenen Mobilitéten in der Kapil-
lare statt.
Bei dieser Methode gibt es verschiedene Vorteile:

* Reaktion, Trennung und Detektion finden in einer Kapillare statt.

* Ak und Ag befinden sich in separaten Probengefdlen und stehen so fiir viele Pro-

ben zur Verfiigung.
* Es entsteht nur wenig Abfall, und es findet keine Verdiinnung der Probe statt.
* Die automatische Injektion durch die CE erhoht die Genauigkeit der Probeninjekti-

on und verhindert manuelle Pipettierfehler.

Die Automatisierung der Kapillarelektrophorese macht den Einsatz der CEIA als Immuno-
analyser fiir klinische Diagnostik moglich. Als negativer Punkt muss der geringe Proben-
durchsatz genannt werden, der durch Miniaturisierung der Anlagen und der damit zusam-

menhéngenden Verkiirzung der Analysezeiten kompensiert werden soll [54].
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6 Entwicklung einer Analytik flr nicht-derivatisierte Amino-
sauren

6.1 Einleitung

Die Einsatzgebiete der Aminosédureanalytik lassen sich in zwei Bereiche einteilen. Zum
einen die Nahrungsmittelindustrie und zum anderen die biomedizinischen Forschung.

Die Detektion von Aminosduren erfolgt zumeist durch HPLC oder Diinnschichtchroma-
tographie. In den letzten Jahren wurden die Einsatzgebiete der Aminosdureanalytik immer
vielfdltiger, und bei der Suche nach neuen, schnelleren Analysemethoden fand die Ka-
pillarelektrophorese grofle Beachtung.

Von den 20 genetisch codierten, in L-Konfiguration vorkommenden Aminosduren absor-
bieren 17 nicht im UV/VIS Bereich. Nur Phenylalanin, Tryptophan und Tyrosin, die einen
aromatischen Ring und damit ein TeElektronensystem besitzen, konnen direkt detektiert
werden. Thornton et al. [112] benutzten ein saures Puffersystem mit Alkylsulfonsduren als
Additive zur UV-Detektion bei 185 nm.

Eine weitere, hdufig genutzte Mdglichkeit ist die Derivatisierung der Aminosiduren mit
UV-adsorbierenden (FMOC', OPA?) oder fluoreszierenden (DTAF?, FITC") Substanzen.
Nachteile dieser Methoden sind die Derivatisierungsdauer, die schlechte Langzeitstabilitit
der Derivate und die Signale des iiberschiissigen Farbstoffs im Elektropherogramm. Au-
erdem reagieren einige Derivatisierungsreagenzien an unterschiedlichen funktionellen
Gruppen mit den Aminosduren, so dass es zu mehreren Signalen fiir einen Analyten im
Elektropherogramm kommen kann. Der groB3e Vorteil dieser Methoden ist jedoch ihre im
Vergleich zur UV-Detektion erhohte Sensitivitit.

Ein weiterer Ansatz ist die indirekte UV-Detektion von Aminosduren. Die theoretischen
und experimentellen Aspekte dieser Methode wurden erstmals von Bruin et al. [12] unter-
sucht. Bei der indirekten UV-Detektion wird eine stark absorbierende Substanz als Puffer
oder Pufferzusatz gewihlt, die ein groBes Hintergrundsignal erzeugt. Wandert jetzt ein
nicht UV-absorbierender Analyt durch die Kapillare, erzeugt er einen Abfall des Hinter-

grundsignals und damit einen negativen Peak.

' 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

? ortho-Phthaldialdehyd

3 5-([4,6-Dichlorotriazin-2-ylJamino)fluorescein
* Fluoresceinisothiocyanat
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6.2 Trennung eines Aminosaurestandards

6.2.1 Veranderung der Pufferzusammensetzung

Zu Beginn der Untersuchungen wird ein in der Literatur von Soga et al. [101] beschriebe-
nes Puffersystem benutzt. Dieses ist kommerziell iiber die Firma Agilent Technologies
erhiltlich. Es setzt sich aus 20 mM 2,6-Pyridindicarboxylsdure (PDC) und 0,5 mM Ce-
tyltrimethylammoniumhydrid (CTAH) zusammen, das den elektroosmotischen Fluss um-
kehrt. Der pH-Wert betrigt 12,1 und die Aminoséduren liegen bei diesem pH-Wert als Ani-
onen vor. Dadurch werden die Probenbestandteile im ,reverse mode™ der Kapillar-
elektrophorese in Richtung Anode transportiert. In der Literatur werden neben den Amino-
sduren auch noch organische Sduren, Kohlenhydrate und anorganische Anionen (u.a. auch
Br) getrennt [101].

Da in den weiteren Versuchen nur Aminosiuren getrennt werden sollen, wird aus Kosten-
grinden das CTAH durch den kationischen Mizellbildner Cetyltrimethyl-

ammoniumbromid (CTAB) ersetzt, der dieselbe Funktion hat.

6.2.2 Optimierung der Trennbedingungen

Ein grofles Problem dieses Elektrolyten liegt darin, dass der sehr stark basische Puffer
Kohlendioxid aus der Luft aufnimmt. Dadurch sinkt der pH-Wert ab, was durch partielles
Absinken der Grundlinie im Bereich zwischen 7 und 20 Minuten im Elektropherogramm

sichtbar wird (s. Abb. 6.1).
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Abb. 6.1: Absinken der Grundlinie
Spannung: 20 kV reversed mode; Temperatur: 15°C; Kapillare: 50 um x 108 cm fused silica; 5 s
Druckinjektion; CE-Puffer: 20 mM PDC, 0,5 mM CTAB pH 12,1; Probe: Aminosdurestandard
(Sigma) pH 12; Detektion: UV 350 nm indirekt

Um zu tiberpriifen, wie die Abnahme des pH-Werts des Puffers an der Luft verlauft, wird
der Elektrolyt in einem der 2 mL Puffergefdfle der Firma Beckman Coulter vorgelegt und
der pH-Wert nach verschieden langen Zeitrdumen gemessen.

Die Verdanderung des pH-Werts gegen die Zeit wird in Abb. 6.2 dargestellt.
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Abb. 6.2: Verdnderung des Puffer pH-Werts in Abhédngigkeit von der Zeit bei Raumtemperatur
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Es ist erkennbar, dass nach ca. 3 Stunden der pH-Wert zu sinken beginnt. Da eine Analyse
inklusive vor- und nachherigem Spiilen ca. 50 Minuten dauerte, sind ohne weitere MaR-
nahmen nur zwei bis drei reproduzierbare Messungen moglich. Um diesem Problem ent-
gegenzuwirken, wird versucht, die Absorption des Kohlendioxids zu verhindern.

Es erweist sich als unmdglich, den Innenraum des Kapillarelektrophoresegerétes, in dem
die Puffer stehen, unter Stickstoff zu setzen, da dieser nicht dicht geschlossenen ist. Durch
das Gehduse tritt Umgebungsluft in das Gerét ein, die zur Kiihlung und fiir die pneumati-
schen Prozesse gebraucht wird. Der Stickstoffverbrauch wire zu hoch, da ein stdndiger
Gasaustausch mit der Umgebungsluft stattfindet. Das direkte Einleiten des Stickstoffs in
die Puffergefdfe ist technisch sehr aufwendig, da die Puffergefie wéihrend des Spiilvor-
gangs bzw. bei Anlegen der Spannung angehoben werden und unter Vakuum an der Kapil-
lare und den Elektroden hingen. Es miiite also ein Mechanismus entwickelt werden, der
die freie Bewegung der Puffertabletts erlaubt und gleichzeitig bei Bedarf (wenn die Gla-
schen nicht unter Vakuum stehen) Stickstoff einleitet bzw. sich aus den Glaschen entfernt,
wenn sie zu den Vakuumpositionen gefahren werden. Daher wird eine einfache aber effi-
ziente Losung entwickelt.

Wihrend die Puffergefdfle unter Vakuum stehen (wéhrend des Spiilens und der Trennung),
kann der Puffer kein Kohlendioxid aus der Luft absorbieren. Zwischen den Réndern der
Gléschen der tibrigen, nicht genutzten Puffergefdfle und der Bodenplatte der Vakuumappa-
ratur befindet sich ein Spalt von ca. 5 mm, durch den der Luftaustausch statt finden kann.
Dieser Spalt wird mit Hilfe von kleinen Gummiplédttchen geschlossen, die an die Unterseite
der Vakuumapparatur geklebt werden (Abb. 6.3). Durch diese MaBBnahme kann das Absin-

ken der Grundlinie fiir eine Dauer von bis zu zehn Messungen verhindert werden.

N | S | | A | m— —
Gummiplattchen .
Elektrode| | Kapillare
T Kappen
UE Puffergefille
Y
Puffer Inlet Puffer Outlet

Abb. 6.3: Vorrichtung fiir den luftdichten Abschluss der Puffergefilie
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6.2.3 Zuordnung der Peaks

Die Zuordnung der Peaks wird mit Hilfe des auf einen alkalischen pH-Wert (pH 12) einge-
stellten Aminosdurestandards von Sigma durchgefiihrt. Diese Standardlosung enthélt alle
Aminosduren auller Asparagin, Glutamin und Tryptophan in einer Konzentration zwischen
1,25 uM (Cystein) und 2,50 uM (Rest). Die drei fehlenden Aminosduren werden der Stan-
dardlosung in einer Konzentration von 2,50 uM zugegeben. Bei diesem komplexen Ge-
misch aus Analyten dhnlicher GroBe, Gewicht und Masse-/Ladungsverhéltnis ist die Zu-
ordnung der Peaks nicht trivial.

Die einfachste Moglichkeit ist, die Probe zu spiken, d. h., eine Aminosdure wird in grof3e-
rer Konzentration zum Standard zugegeben. Der dazugehorige Peak nimmt an Hohe und
Flache zu, und durch Vergleich der Elektropherogramme ist erkennbar, welches Signal zu
der gespiketen Aminosdure gehort.

Eine weitere Methode ist das Ausschlussverfahren, in dem jeweils eine Aminosdure nicht
zugegeben wird, so dass ein Peak fehlt. Durch Kombination der beiden Methoden gelingt

eine fast vollstindige Zuordnung der Peaks (Abb. 6.4).
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Abb. 6.4: Zuordnung der Aminosduren zu den Peaks
Spannung: 20 kV reversed mode; Temperatur: 15°C; Kapillare: 50 pm x 108 cm fused silica; 5 s
Druckinjektion; CE-Puffer: 20 mM PDC, 0,5 mM CTAB pH 12,1; Probe: AS-Standard (Sigma) in
0,1 M NaOH + Asn, Gln, Trp (je 2,50 uM); Detektion: indirekt UV 350 nm
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In diesem Elektropherogramm koénnen 18 Aminosduren Peaks zugeordnet werden. Arginin
und Glutamin lassen sich nicht zuordnen, Leucin und Isoleucin komigrieren aufgrund ihrer
identischen Molmasse und ihren dhnlichen physikalischen Eigenschaften. Es ist aber an der
Schulter dieses Signals klar erkennbar, dass unter ihm eigentlich zwei Signale verborgen
sind. Die Analysendauer betrdgt 40 Minuten plus Spiilzeit. Die Aminosduren Tryptophan
und Tyrosin erscheinen aufgrund ihres Phenylrestes im Elektropherogramm als positive
Peaks. Thr Absorptionsmaximum liegt bei 280 nm. Auch Phenylalanin besitzt einen Phe-
nylrest, erscheint im Elektropherogramm aber als negatives Signal. Das ldsst sich durch
seine im Vergleich mit Tyrosin und Tryptophan nur geringe UV-Absorption bei einem
Maximum von 280 nm erkldren. Bei einer Detektion der Aminosiuren bei 350 nm reicht
die natiirliche UV-Absorption des Phenylalanins nicht mehr aus, um ein positives Signal
Zu erzeugen.

Da die ersten Aminoséduresignale erst nach 17 Minuten erscheinen, wird versucht, die Ana-
lysenzeit durch eine kiirzere Kapillare oder durch hohere Spannung zu verringern. Dadurch
verschlechtert sich aber in beiden Fillen die Auflosung. Da die Methode ohne vorherige
Derivatisierung der Aminosduren auskommt, ist sie aber dennoch schneller als die HPLC
Methode, die inklusive OPA-Derivatisierung 70 Minuten dauert.

Die Abhidngigkeit der Wanderungsgeschwindigkeiten von den isoelektrischen Punkten der

Aminosduren (Tab. 6.1) ist in Abbildung 6.5 dargestellt.

Tab. 6.1: Isoelektrischer Punkte
der Aminosduren

20

Aminosaure Isoelektrischer
Punkt :
Alanin 6,00 101
Arginin 11,15 o B
Asparagin 5,41 ]

Asparaginsiure 2,77 8
Cystein 5,02 1 -

Glutamin 5,65 "

Glutaminsiure 3,22 = 6. . n .
Glycin 5’97 ] - gly aa Sgr gr . Hr get val ile leu trp
Histidin 7,47 5 phe LA on
Isoleucin 5,94 ]

Leucin 5,08 ]
Lysin 9,59 34 . o
Methionin 5,74 1 asp
Phenylalanin 5,48 2T T T T T T T T T T T T T T T T
Prolin 6.30 o 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Serin 5: 68 Reihenfolge der Aminoséuren im Elektropherogramm
Threonin 5,64
Tryptophan 5,89 AbD. 6.5: Reihenfolge der detektierten AS im
Tyrosin 5,66 Elektropherogramm
Valin 5,96
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Nach Abbildung 6.5 lésst sich sagen, dass die Reihenfolge der Aminoséduren, ausgenom-
men Histidin und Phenylalanin, im Elektropherogramm von ihren isoelektrischen Punkten
abhéngig ist. Alle Aminosduren liegen in dem auf basischen pH-Wert eingestellten Stan-
dard in negativer Form vor und wandern deswegen in dem ebenfalls basischen Elektrolyten
in Richtung Anode. Als Tendenz lésst sich aus obiger Abbildung ableiten, dass die Amino-
sduren mit den niedrigsten isoelektrischen Punkten (Asparaginsdure, pI=2,77 und Gluta-
minsdure, pl=3,22) am schnellsten zur Anode wandern, und die letzte detektierte Amino-
sdure Lysin mit dem isoelektrischen Punkt pl=9,59 am langsamsten. Diese Abhéingigkeit
der Wanderungsgeschwindigkeiten von den isoelektrischen Punkten konnte der Grund
sein, warum sich Arginin (pI=11,15) mit dieser Methode nicht detektieren l4sst. An seinem
1soelektrischen Punkt liegt das Arginin in seiner neutralen Form vor, die positiven und ne-
gativen Ladungen kompensieren sich. Der pH-Wert des Elektrolytpuffer ist wahrscheinlich
nicht basisch genug, um alle Arginin-Molekiile mit einer negativen Ladung zu versehen, so
dass die Aminosédure entweder iiberhaupt nicht oder in Richtung Kathode wandert und so-
mit den Detektor nicht erreicht. Der GroBteil der Aminoséduren, deren isoelektrische Punkte
zwischen 5 und 6,5 liegen, sind nicht alleine nach ihren isoelektrischen Punkten zu ordnen,
bei ihrer Wanderungsgeschwindigkeit spielen zusitzlich auch ihre Grée und Struktur eine
Rolle.

Die beiden Aminosduren Histidin (pI=7,47) und Phenylalanin (pI=5,48) lassen sich nicht
in dieses Schema einordnen und werden gleich zu Beginn des Elektropherogramms detek-
tiert.

Nach der Zuordnung der einzelnen Signale zu den entsprechenden Aminosduren wird die
Reproduzierbarkeit dieser Methode {iberpriift. Dazu werden die Migrationszeiten, Hohen
und Flachen von drei verschiedenen Aminosduren, von denen eine am Anfang, eine in der
Mitte und eine am Ende des Elektropherogramms detektiert wird, iiber fiinf Messungen

verglichen. Es werden folgende Abweichungen erhalten:

Tab. 6.2: Relative Standardabweichungen (RSD) von Migrationszeit, Peakfliche und Peakhohe

RSD der Migrati- RSD der RSD der
onszeit [%] Peakfliche [%] | Peakhohe [%]
Asp 1,90 7,80 4,69
Ala 0,29 6,50 5,37
Lys 1,65 4,35 5,64
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Die Standardabweichungen fiir die HPLC werden nur fiir die Peakflichen bestimmt und
liegen dort bei unter 5%, sind also nur etwas geringer als bei der kapillarelektro-
phoretischen Methode.

Ein groBer Vorteil der entwickelten Methode im Vergleich zur HPLC-Analytik und zu
anderen kapillarelektrophoretischen Methoden liegt darin, dass keine Derivatisierung mehr
durchgefiihrt werden muss und dass keine storenden Signale des Derivatisierungsreagenzes
mehr vorkommen, wie es z.B. bei einer Derivatisierug mit DTAF oder FITC der Fall ist
[88].

Ein Nachteil ist, dass im Vergleich zu den derivatisierten Aminoséuren nur relativ grof3e
Konzentrationen an Analyt erfasst werden konnen, was an der indirekten UV-Detektion
liegt. Bei sehr geringer Konzentration einer oder mehrerer Aminosduren kann es passieren,
dass sie unter der Nachweisgrenze liegen und nicht mehr detektiert werden konnen.

Es muss also je nach Konzentration der vorhandenen Aminosiuren entschieden werden, ob
die Methode mit der indirekten UV-Detektion einsetzbar ist oder ob doch eine Derivatisie-

rungsreaktion zur Detektion der Analyten durchgefiihrt wird.

6.2.4 Untersuchung von Medium

Da die entwickelte Methode gute und reproduzierbare Ergebnisse liefert, wird ihre An-
wendbarkeit auf Realproben, wie z.B. Medium untersucht. Bei diesem handelt es sich um
ein Serum- und proteinfreies Medium fiir CHO (Chinese Hamster Ovary)-Zellen, das von
der Bayer Corp. Berkeley, USA, zur Kultivierung eines Glykoproteins genutzt wird. Die
Aminoséuren sind in verschiedenen Konzentrationen vorhanden und werden unterschied-
lich schnell von den Zellen verstoffwechselt. Aufgrund der entwickelten Methode sollte es
moglich sein, zumindest qualitativ beurteilen zu konnen, welche Aminosduren bevorzugt
verbraucht werden und nachgefiittert werden miissen und ob sich eventuell neue Signale
entwickeln, die das Entstehen von Abfallprodukten oder des gewiinschten Produkts ver-
deutlichen. In den beiden folgenden Spektren (Abb. 6.5 und 6.6) sind Elektropherogramme

von Mediumsproben zu Beginn und zum Ende der Produktion dargestellt.
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Abb. 6.5: Medium vor Beginn der Kultivierung
Spannung: 20 kV reversed mode; Temperatur: 15°C; Kapillare: 50 um x 108 cm fused silica; 5 s
Druckinjektion; CE-Puffer: 20 mM PDC, 0,5 mM CTAB pH 12,1; Detektion: indirekt UV 350 nm
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Abb. 6.6: Medium nach Beendigung der Kultivierung
Spannung: 20 kV reversed mode; Temperatur: 15°C; Kapillare: 50 um x 108 cm fused silica; 5 s
Druckinjektion; CE-Puffer: 20 mM PDC, 0,5 mM CTAB pH 12,1; Detektion: indirekt UV 350 nm

Die Zuordnung der Aminosduren gelingt in diesen Elektropherogrammen sehr gut. Es sind

nicht alle Aminosduren, die im Standard vorliegen, vorhanden, sondern nur die detektier-
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ten. Beim Vergleich der beiden Elektropherogramme ist deutlich zu erkennen, dass die
Signale des Asparagins und des Tryptophans abgenommen haben, also diese beiden Ami-
nosduren verbraucht worden sind.

Bei der Aufnahme von Elektropherogrammen iiber den ganzen Kultivierungsverlauf ldsst
sich somit feststellen, welche Aminosduren zu welchem Zeitpunkt am schnellsten ver-

braucht werden.
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7 Peptid- und Proteinanalytik

7.1 Allgemeines

Peptide reprisentieren eine sehr grofle und komplexe Gruppe von Biomolekiilen, die in
allen Lebensbereichen von Organismen eine wichtige Rolle spielen. Sie kdnnen als Hor-
mone, Neurotransmitter und Koenzyme agieren oder als dem Organismus von au3en zuge-
fiihrte Enzyminhibitoren, Drogen, Toxine und Antibiotika wirken.

Aufgrund der 20 genetisch codierten Aminosduren und der Bildung von Peptidbindungen
untereinander gibt es eine unendliche Vielzahl von natiirlichen und auch synthetischen
Peptiden. Abhingig von der Zahl, der Folge und der rdumlichen Anordnung der verkniipf-
ten Aminosduren unterscheiden sich die Peptide in ihrer Grof3e, Masse, Wasserloslichkeit,
Bindungsstirke und elektrischen Ladung.

Diese Eigenschaften erlauben eine kapillarelektrophoretische Trennung aufgrund ihrer
elektrophoretischen Mobilitdt, ihrer Ladung, ihrer Wasserlos- bzw. -unloslichkeit und auf-
grund bestimmter Interaktionen mit anderen Biomolekiilen [75, 16, 14].

Die elektrophoretische Beweglichkeit eines Peptides ist eine komplexe Funktion seiner
Eigenschaften, wie Ladung, Groe und Struktur, der Eigenschaften des Mediums, wie pH-
Wert und Temperatur und der Wechselwirkungen zwischen Peptid und Elektrolyt.

Peptide sind amphotere Substanzen, die mehrere verschiedene Typen ionogener Gruppen
besitzen, wie z.B. die Carboxylgruppen am C-terminalen Ende des Peptides, die Seitenket-
ten von Asparagin- und Glutaminséure und die Aminogruppen am N-terminalen Ende des
Peptides. Die effektive Ladung des Peptids ergibt sich demzufolge aus der Summe seiner
ionogenen Gruppen.

Bei der Trennung von Peptiden miissen deren spezifische Eigenschaften berticksichtigt
werden. In erster Linie spielt ihr amphoterer Charakter eine Rolle. Je nach pH-Wert und
abhingig von ihrem isoelektrischen Punkt konnen Peptide als Kationen oder Anionen ge-
trennt werden. Als weiterer wichtiger Punkt muss die Tendenz ldngerer Peptide und Prote-
ine berticksichtigt werden, an der Kapillarwand zu adsorbieren. Dadurch kann es zu star-
kem Tailing der Peaks oder zu einer Verldngerung der Migrationszeiten von Lauf zu Lauf
kommen [47].

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, diese Art der Wechselwirkung zu unterbinden. Zum
einen kann die Trennung in einem stark sauren Bereich durchgefiihrt werden, in dem die

Dissoziation der Silanolgruppen verhindert wird, oder die Trennung wird im basischen
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Bereich durchgefiihrt. Dabei muss der pH-Wert aber mindestens zwei Einheiten {iber dem
isoelektrischen Punkt des Polypeptids oder Proteins liegen. Ist das der Fall, kommt es zur
Abstoflung zwischen den negativ geladenen Silanolgruppen und dem negativ geladenen
Peptid. Grenzen sind hier allerdings durch die Instabilitit der meisten Peptide in stark sau-
rer oder basischer Losung gesetzt. Weitere Moglichkeiten sind das dynamische oder per-
manente ,,Coating der Kapillare, auf die aber nicht weiter eingegangen werden soll.
Aufgrund der relativ starken Absorption der Peptidbindung im UV-Bereich bei niedrigen
Wellenldngen wird die UV-Detektion zwischen 200 nm und 220 nm sehr haufig zur Pep-
tidanalytik angewendet. Dabei wurde festgestellt, dass die Absorption der Peptide in die-
sem Bereich etwas iiber die Quantitit der Peptidbindungen aussagt. Je ldnger ein Peptid ist
und je mehr Peptidbindungen es besitzt, desto stirker ist seine Absorption im Vergleich zu
einem kiirzeren Peptid bei gleicher Konzentration [3].

Genauere Einzelheiten {iber die Qualitdt und Quantitit der getrennten Peptide und die Be-
statigung iiber die Peakhomogenitit und —identitét lassen sich iiber die Detektion mit dem
Photodiodenarraydetektor (PDA) erfahren [116].

Bei einer spezifischen sauren oder enzymatischen Hydrolyse von Proteinen entstehen sehr
viele Peptidbruchstiicke. Die Aufzeichnung dieser Bruchstiicke wird ,,Peptide mapping*
genannt und liefert bei kontinuierlicher Probenahme und Aufarbeitung Aussagen iiber die
laufende Reaktion [84, 115]. Auch in diesem Teilbereich ldsst sich die Kapillarelektro-

phorese als gute Analysemethode einsetzen.

7.2 Trennung von vier in der Zusammensetzung sehr dhnlichen Pepti-
den

Je nach Aufbau eines Proteins und je nach Spezifitidt des Abbaus, kann es besonders bei
der enzymatischen Hydrolyse dazu kommen, dass sehr dhnliche Peptidbruchstiicke in der
Losung vorhanden sind. Sie gleichen sich in ihrer Struktur, ihrem rdumlichen Aufbau oder
ihrer Masse.

Um die Moglichkeiten der Kapillarelektrophorese in diesem Bereich zu untersuchen, wer-
den vier Peptide eingesetzt. Dabei handelt es sich um Peptide, die nur die beiden Amino-
sduren Glycin und Phenylalanin enthalten, die in unterschiedlicher Anzahl und Ver-
kniipfungsreihenfolge vorliegen. Es sind Phe-Gly-Gly (M=279,3 g/mol), Gly-Phe-Phe
(M=369,4 g/mol), Phe-Gly-Phe-Gly  (M=426,5 g/mol) und Phe-Gly-Gly-Phe
(M=426,5 g/mol). Die beiden Tetrapeptide haben die gleiche Molmasse.
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Die Trennung der vier Peptide wird in unbeschichteten fused silica Kapillaren mit einem
Innendurchmesser von 75 um und zwei verschiedenen Lingen (28 ¢cm und 60 cm) durch-
gefiihrt.

Die ersten Messungen finden aufgrund der groBeren Bodenzahl in der 60 cm langen Kapil-
lare statt. Durch Variation der Pufferkonzentration und des pH-Werts kann eine Trennung
der vier Peptide erreicht werden, wobei je nach pH-Wert das Phe-Gly-Phe-Gly und das
Phe-Gly-Gly-Phe oder das Phe-Gly-Gly und das Gly-Phe-Phe nicht bis zur Grundlinie ge-
trennt werden konnten.

In der folgenden Graphik (Abb. 7.1) sind einige Trennversuche bei verschiedenen Puffer-

zusammensetzungen, pH-Werten und Spannungen zusammengestellt.

— 50 mM KPP pH=7,5 20 kV
—— 80 mM KPP pH=8,6 20 kV
—— 80 mM KPP pH=6,7 20 kV

80 mM KPP pH=6,7 10 kV

AU

t [min]

Abb. 7.1: Trennung der vier Peptide bei verschiedenen Pufferkonzentrationen, pH-Werten und Spannungen
Spannung: 10-20 kV; T=25°C; Kapillare: 75 pm x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjektion; CE-
Puffer: 50-80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,7-8,6; Probe: 100 pg/mL je Peptid in 50 mM Kali-
umphosphatpuffer pH 7,5; Detektion: UV 214 nm

In den beiden Elektropherogrammen, die bei pH-Werten von 8,6 bzw. 7,5 aufgenommen
werden, findet zwischen Phe-Gly-Phe-Gly und Phe-Gly-Gly-Phe keine Trennung statt. Bei
einer Pufferkonzentration von 80 mM, einem pH-Wert von 6,7 und einer Spannung von

20 kV ist eine Trennung der beiden mittleren Peaks zu erahnen, die sich in der Aufhahme
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des Elektropherogramms bei nur 10 kV bestidtigt. Da sich dadurch aber die Analysenzeit
verldngert, werden weitere Variationen des pH-Werts durchgefiihrt.

Der pH-Wert wird dabei jeweils um 0,1 Einheiten erniedrigt. Es werden weitere Spektren
bei pH-Werten von 6,5 und 6,4 und dem 80 mM KPP-Puffer aufgenommen. Die Ergebnis-
se sind in Abbildung 7.2 dargestellt.
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Abb. 7.2: Trennung der vier Peptide bei verschiedenen pH-Werten
Spannung: 10 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 75 um x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjektion;
CE-Puffer: 80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,4-6,5; Probe: 100 ug/mL je Peptid in 50 mM Kali-
umphosphatpuffer pH 7,5; Detektion: UV 214 nm

Die Erniedrigung des pH-Werts um ein Zehntel beeinflusst die Wanderungsgeschwindig-
keit des Phe-Gly-Gly sehr stark. Bei einem pH-Wert von 6,5 migriert es an letzter Stelle,
bei einem pH-Wert von 6,4 hat es sich bis auf die erste Position vorgeschoben. Des weite-
ren ist zu bemerken, dass bei einem pH-Wert von 6,5 die Trennung von Phe-Gly-Gly-Phe
und Phe-Gly-Phe-Gly nur ansatzweise erreicht wird, aber eine klare Trennung zwischen
diesem ,,Doppelpeak* und den beiden Tripeptiden moglich ist. Bei einem pH-Wert von 6,4
bietet sich das gegenteilige Bild, hier besteht eine klare Trennung zwischen den beiden
Tetrapeptiden, wihrend die beiden Tripeptide nicht bis ganz auf die Grundlinie getrennt
werden konnen.

Die Trennung bei einem pH-Wert von 6,4 dauert ungefahr doppelt so lange wie die bei

einem pH-Wert von 6,5.
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Wird eines der Peptide fiir weiter Untersuchungen bendtigt und muss deswegen isoliert
werden, ist aufgrund der sehr unterschiedlichen Migrationszeiten der Peptide bei verschie-
denen pH-Werten eine fraktionierte Sammlung moglich. Soll eines der beiden Tripeptide
gesammelt werden, bietet sich die Trennung bei einem pH-Wert von 6,5 an, soll eines von

den Tetrapeptiden isoliert werden, sollte die Trennung bei pH 6,4 durchgefiihrt werden.

7.3 Kalibration eines Peptids Uber die Peakflache

Um den Einfluss der Konzentration eines der Peptide auf die anderen drei zu untersuchen,
wird eines in verschiedenen Konzentrationen eingesetzt, so dass auch gleich eine Kalibra-
tionsgerade mit aufgenommen werden kann. Es wird die Methode mit einem 80 mM KPP-
Puffer und einem pH-Wert von 6,5 gewéhlt. Die Konzentrationen von Phe-Gly-Gly wer-
den in einem Bereich von 0,05 mg/mL bis 5 mg/mL variiert und damit ein sehr groBer
Konzentrationsbereich abgedeckt. Die anderen Peptide werden immer in der gleichen

Konzentration (0,5 mg/mL) eingesetzt. Das Ergebnis der Kalibration wird in Abb. 7.3 dar-

gestellt.
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Abb. 7.3: Aufnahme einer Kalibrationsgeraden mit verschiedenen Konzentrationen an Phe-Gly-Gly; Doppel-
bestimmung

Die Peakflichen des Phe-Gly-Gly wachsen proportional mit den eingesetzen Mengen Pep-
tid und es ergibt sich eine Kalibrationsgerade mit einem Regressionskoeffizienten
1’=0,99751. Die Peakflichen der anderen Signale werden durch die Variation des Tripep-

tids nicht beeinflusst, und die Qualitdt der Trennung bleibt erhalten.
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7.4 Verklrzung der Analysenzeiten

Da eine Analyse der Peptide je nach Methode 15 bis 30 Minuten dauert, wird eine kiirzere
Kapillare (30 cm) mit dem gleichen Innendurchmesser (75 pwm) zur Verringerung der
Trenndauer eingesetzt. Das Ergebnis der Trennung mit einem 80 mM KPP-Puffer bei pH

6,5 ist in Abb. 7.4 dargestellt.
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Abb. 7.4: Trennung der vier Peptide in einer 30 cm langen Kapillare
Spannung: 20 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare 75 um x 30 cm fused silica; 5 s Druckinjektion;
CE-Puffer: 80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 6,5; Probe: 100pg/mL je Peptid in 50 mM Kalium-
phosphatpuffer pH 7,5; Detektion: UV 214 nm

In der kiirzeren Kapillare ist die Trennung zwar nach 12 Minuten beendet, aber es ist nicht
moglich, Peaks aller vier Peptide zu erhalten. Entweder komigrieren wie im oberen Bei-
spiel die Tetrapeptide oder die Tripeptide. AuBerdem liegen die Migrationszeiten der Pep-
tide ndher beieinander, so dass auch eine fraktionierte Sammlung eines Peptids schwieriger
ist.

Auch mit anderen Puffersystemen und anderen pH-Werten kann keine vollstaindige Auf-
trennung der vier Peptide erreicht werden.

Als weitere Puffer wurden basischer Boratpuffer, neutraler Kaliumphosphatpuffer
(50 mM), Citratpuffer mit Zusitzen von Urea und HPMC sowie Kaliumphosphatpuffer mit
SDS-Zusatz eingesetzt. Da sie aber alle unbefriedigende bis schlechte Ergebnisse lieferten,

wird hier nicht weiter auf sie eingegangen.
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7.5 Trennung eines Gemisches aus Peptiden und Proteinen

Im weiteren Verlauf der Untersuchungen von Peptiden werden Trennversuche zwischen
Proteinen und Peptiden durchgefiihrt. Als Proteinstandards werden hier a-Lactalbumin mit
einer Molmasse von 14400 g/mol und Bovine Serum Albumin (BSA) mit einer Molmasse
von ca. 65700 g/mol eingesetzt. Die Peptide sind L-Leu-Gly-Gly (M=245,28 g/mol), Tri-
glycin (M=189,17 g/mol), Gly-Tyr (M=238,25 g/mol) und Gly-L-Leu (M=188,23 g/mol).
Die Trennung wird in einer fused silica Kapillare durchgefiihrt. Die Kapillare hat eine
Lange von 60 cm und einen Innendurchmesser von 50 um. Der eingesetzte Elektrolyt ist
80 mM Kaliumphosphatpuffer mit einem pH-Wert von 2, um Wechselwirkungen der Pro-
teine mit der Kapillarwand zu verhindern (s. Kap. 3.3). Bei der Trennung des Gemischs in
der fused silica Kapillare konnen nur die vier Peptide detektiert werden. Die beiden Protei-
ne sind in dem Zeitraum, liber den an die Kapillare Spannung angelegt wird, nicht bis zum
Detektorfenster gewandert, sondern werden erst im nachfolgenden Spiilschritt mit 0,1 mo-
larer Natronlauge von der Kapillare entfernt. Die vier Peptide lassen sich gut trennen. In
der nachfolgenden Abbildung 7.5 liegen alle Peptide in dem Gemisch in ungefahr der glei-

chen Konzentration (ca. 10 uM) vor.
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Abb. 7.5: Trennung von vier Peptiden und zwei Proteinen
Spannung: 16 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 50 um x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjektion;
CE-Puffer: 80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2; Proben: 3 mg/mL BSA; 3 mg/mL a-Lactalbumin,
2,27 mg/mL L-Leu-Gly-Gly, 1,89 mg/mL Gly-Gly-Gly, 2,38 mg/mL Gly-Tyr, 1,88 mg/mL Gly-
Leu in 0,2 N Salzsidure; Detektion: UV 214 nm
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Dass das Signal des Glycintyrosins wesentlich hoher als das der anderen drei Peptide ist,
lasst sich durch den vorhandenen aromatischen Ring erkldren. Aber auch die anderen Pep-
tide lassen sich aufgrund ihrer Peptidbindungen bei der eingestellten Wellenldnge von
214 nm detektieren. Die Zuordnung der Peaks findet wiederum durch das Spiken mit den
einzelnen Probenbestandteilen statt.

Aufgrund der trotz des stark sauren Puffers vorhandenen Wechselwirkungen der Proteine
mit der Kapillarwand ist keine Trennung in der fused silica Sdule moglich, ohne dass diese
zuvor modifiziert wird. Da die Modifizierung einer Kapillare, im speziellen eine Beschich-
tung mit geeigneten Chemikalien, z.B. Polyacrylamid, nicht immer reproduzierbar ge-
handhabt werden kann, wurde die Trennung des selben Gemischs in einer kduflichen neut-
ralen Kapillare durchgefiihrt. Neutrale Kapillaren sind mit Polyacrylamid beschichtet und
besitzen dadurch eine hydrophile Oberflache. Die Adsorption der Proteine an die Kapilla-
rinnenwand wird somit weitgehend verhindert. Diese Kapillare ist nur in einer Lénge von
38 cm bei der Firma Beckman-Coulter zu erhalten, so dass die Trennung, die vorher in
einer 60 cm langen Kapillare stattgefunden hat, jetzt in einer um ca. 40% kiirzeren Kapilla-
re ablaufen muss. Der Innendurchmesser betriagt wie zuvor 50 um. Die Trennung wird mit
einem 20 mM Citratpuffer bei einem pH-Wert von 3 durchgefiihrt. Im Vergleich zum vor-
herigen Puffersystem ist dieser Puffer schwécher konzentriert, besitzt aber einen héheren
pH-Wert und verbessert dadurch die Stabilitét der Proteine. In der néchsten Graphik (Abb.
7.6) wird das erhaltene Elektropherogramm dargestellt.
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Abb. 7.6: Trennung von vier Peptiden und zwei Proteinen
Spannung: 20 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 50 um x 38 cm neutrale Kapillare; CE-Puffer:
20 mM Citratpuffer pH 3; Proben: 3 mg/mL BSA; 3 mg/mL o-Lactalbumin, 2,27 mg/mL L-Leu-
Gly-Gly, 1,89 mg/mL Gly-Gly-Gly, 2,38 mg/mL Gly-Tyr, 1,88 mg/mL Gly-Leu in 0,2 N Salzsau-
re, Detektion: UV 214 nm
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Es findet eine vollstindige Auftrennung der sechs Probenbestandteile statt, wobei der
BSA-Peak sehr breit ist. Dies ldsst entweder auf doch vorhandene Wechselwirkungen mit
der Kapillarwand schlieen oder auf einen Zerfall des Produkts. In weiteren Messungen
wird deutlich, dass sich das BSA nach mehreren Messungen zersetzt.

Bei dem Vergleich der beiden Elektropherogramme fillt auf, dass Gly-Tyr und L-Leu-Gly-
Gly ihren Platz getauscht haben. Das ldsst sich darauf zuriickfiihren, dass die Wechselwir-

kungen der Peptide mit der Kapillarwand unterschiedlich sind.

7.6 Kapillarelektrophoretische Beobachtung des enzymatischen Abbaus
von Kartoffelprotein

In einem Projekt mit der Amino GmbH und der Technischen Universitit Hamburg-
Harburg wird die Hydrolyse von Kartoffelproteinen, die meist unter sauren Bedingungen
ablauft, mit verschiedenen Enzymen untersucht. Ziel ist zum einen, ein umweltfreundliche-
res Verfahren als die saure Hydrolyse zu entwickeln und zum anderen, neue, eventuell
wirtschaftlich relevante Zwischenprodukte zu finden.

In einem Reaktor werden 12 g Kartoffelprotein in 200 mL bidestilliertem Wasser bei 45°C
vorgelegt, der pH-Wert auf 9 eingeregelt und die Reaktion mit dem Enzym Savinase ge-
startet. Das Substrat-/Enzym-Verhéltnis betrdagt 100:1. Bei der Hydrolyse wird das Kartof-
felprotein iiber mehrere Tage bis zu den einzelnen Aminosduren abgebaut. In verschieden
groflen Zeitabstinden werden aus dem Reaktor Proben gezogen, die dann kapillarelek-
trophoretisch betrachtet werden.

Die Analyse findet wiederum in der neutralen Kapillare statt, um Wechselwirkungen zwi-
schen Proteinen, Peptidbruchstiicken und Kapillarwand mdéglichst zu unterbinden.

Die Proben werden vor der Injektion in die Kapillare abzentrifugiert und durch einen
0,2 um Filter gegeben, um alle noch vorhandenen Schwebstoffe (noch nicht abgebautes
Protein) zu entfernen. AuBlerdem werden die Proben im Verhéltnis 1:1 mit 0,2 N Salzsiure
angesduert, um die vorhandenen Substanzen in ihrer kationischen Form vorliegen zu haben
und gleichzeitig die Konzentration der Probenbestandteile zu verringen.

Zu Beginn des Abbaus sollten noch einige gro3e Bruchstiicke des Proteins vorhanden sein,
die mit laufender Hydrolysedauer immer kleiner und weniger werden sollten. Ist der Ab-
bau abgeschlossen, sollten im Elektropherogramm kaum noch Signale vorhanden sein, da
alle Aminosduren aufler Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan nicht UV-absorbierend
sind. In den ndchsten Abbildungen (Abb. 7.7 a-d) sind exemplarisch einige Elektrophe-

rogramme dargestellt.
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Abb. 7.7 a-d: Abbau des Kartoffelproteins mit dem Enzym Savinase zu verschiedenen Zeitpunkten (von oben
links nach unten rechts nach 2,5 h; 5,5 h; 23 h, 35 h)
Spannung: 20 kV; Temperatur: 20°C; Kapillare: 50 um x 38 cm neutrale Kapillare; CE-Puffer:
20 mM Citratpuffer pH 3; Probe: Uberstinde des Abbaus von Kartoffelprotein mit Savinase in
0,2 N Salzsdure

In dem ersten Elektropherogramm (Abb. 7.7 a) sind deutlich erkennbare Peaks vorhanden.
Die Grundlinie weist nur geringe Schwankungen auf. Bei den Untersuchungen in Kapitel
7.5 werden zunichst die beiden Proteine und erst im weiteren Verlauf die Peptide detek-
tiert. Hier ldsst sich dieselbe Beobachtung machen. Zu Beginn der Hydrolyse sind noch
relativ grofle Proteinbruchstiicke vorhanden, die dann in Abb. 7.7 a bei ca. 8-12 Minuten
auftauchen, dahinter folgen die kleineren Bruchstiicke. In den folgenden Elektrophe-
rogrammen (Abb. 7 b-d) sinkt die Anzahl der groen Peaks, die kleineren Signale nehmen
zu und verschieben sich nach hinten. Die starken Schwankungen bzw. das starke Ansteigen
der Grundlinie in den drei Elektropherogrammen (Abb. 7.7 a-d) lasst sich wahrscheinlich
durch die groe Konzentration an Peptiden erkldren. Die Signale konnen aufgrund ihrer
Vielzahl und ihrer dichten Folge nicht mehr anndhernd grundliniengetrennt werden. Auch
ist in den Elektropherogrammen erkennbar, dass der Abbau des Proteins nach 35 Stunden
noch nicht beendet ist.

Aufgrund der erhaltenen Elektropherogramme lassen sich weder qualitative noch quantita-

tive Aussagen machen, noch ldsst sich ein Protein oder Peptid fraktioniert sammeln, da sie
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zu dicht aufeinander folgen. Verbesserung konnten durch eine ldngere Kapillare oder durch
mehrdimensionale Aufarbeitung der Proben erzielt werden, beispielsweise durch eine
zweidimensionale Kombination von RP-HPLC und CZE zur Analyse des tryptischen Ab-
baus von tPA [128] oder zur Detektion der Phosphorylierung von menschlichem Pepsino-
gen [41]. Als dreidimensionales Beispiel sei hier die Kopplung von RP-HPLC, CZE und
MS genannt, die zur kompletten Auftrennung und Identifikation der tryptischen Peptide
der Ribonuklease B in 15 Minuten geeignet ist [64].
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8 Analytik flr den Gewebeplasminogen-Aktivator (tPA)

Am Institut fiir Technische Chemie der Universitdt Hannover wird mit Hilfe von Chinese
Hamster Ovary (CHO)-Zellen der Gewebeplasminogen-Aktivator (tissue plasminogen
activator, tPA) hergestellt. Zur Uberwachung der Kultivierung und der produzierten Menge
tPA werden verschiedene Analysemethoden eingesetzt [83], unter anderem die High Per-
formance Monolithic Affinity Disk Chromatography (HPMAC), eine SDS-Polyacrylamid
Gelelektrophorese und on-line Fluoreszenzmessungen. Als Referenzmethode dient der
ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)-Test. Da dieser Test zeitaufwendig ist, wird
mit der Kapillarelektrophorese eine einfachere, schnellere und automatisierbare Methode

zur tPA-Analytik im Vergleich mit dem ELISA entwickelt.

8.1 Grundlagen zum Gewebeplasminogen-Aktivator

Der Gewebeplasminogen-Aktivator ist ein korpereigenes Protein, das bei der Aufldsung
von Blutgerinnseln eine wichtige Rolle spielt. Kleine Blutgerinnsel konnen sich aufgrund
einer ganzen Reihe von Faktoren bilden. Werden sie vom Ort ihrer Entstehung in den Blut-
strom gespiilt, konnen sie feinere Blutkapillaren verstopfen und dadurch die Versorgung
wichtiger Organbereiche mit Blut und damit Sauerstoff unterbinden. Im schlimmsten Fall
folgen daraus Herzinfarkt, Lungenembolie oder Hirnschlag, dabei kommt es ganz ent-
scheidend auf die Zeitdauer an, wihrend der die betroffenen Organe nicht mit Sauerstoff
versorgt werden. Die zur Verstopfung fithrenden Gerinnsel miissen also schnellstmdéglich

aufgelOst werden.

Hier bietet sich mit dem tPA ein Protein an, das vom Korper selbst im Lauf der Evolution
auf diese Fahigkeit hin optimiert worden ist. Die Aufgabe des tPA besteht darin, aus dem
Vorldufer Plasminogen das Plasmin zu aktivieren. Plasmin wiederum spaltet das bei der

Blutgerinnung entstehende Fibrin in I6sliche Produkte und 16st dadurch Blutgerinnsel auf.

Der Wirkstoff tPA ist seit 1987 auf dem Markt, seitdem wird groBtechnisch tPA mit re-
kombinanten CHO-Zellkulturen produziert, die ein human-identisch glykosyliertes tPA

exprimieren [2].

In klinischen Studien konnte man zeigen, dass tPA Vorteile gegeniiber anderen Medika-
menten besitzt, die prinzipiell die gleiche Wirkung haben. Es hat sich deshalb am Markt
durchgesetzt.
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1995 wurde weltweit rekombinantes tPA im Wert von ca. 300 Millionen US-Dollar ver-
kauft, daher ist tPA eines der intensivst untersuchten Proteine [93].

tPA besteht aus 527 Aminosduren (Abb. 8.1) mit einem Molekulargewicht von 59,05 kDa
ohne Berlicksichtigung der Kohlenhydratseitenketten und 68 kDa mit drei Zuckerresten.
Natiirlicherweise kommen zwei Hauptformen des tPA vor, die sich nur in der Art der Asn
184-Glykolisierung unterscheiden und chromatographisch voneinander getrennt werden
konnen [80]:

* Typ L: endstindige Aminosduren Asn 117, Asn 184 und Asn 448 sind N-glykosidisch

mit Oligosacchariden verbunden.
 Typ II: endstindige Aminosduren Asn 117 und Asn 448 sind N-glykosidisch mit

Oligosacchariden verkniipft.

FY Krmghe Domain

Catalytio Dioasain

Abb. 8.1: Primérstruktur von tPA

Die rdumliche Faltung des Proteinmolekiils wird durch die Aminosduresequenzen und
durch 17 strukturbestimmende Disulfidbriicken zwischen 34 verschieden positionierten
Cystein-Aminosiuren bestimmt.

Aufgrund seiner Grof3e sollte es sich problemlos kapillarelektrophoretisch erfassen lassen.
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8.2 Kapillarelektrophoretische Untersuchungen des Gewebeplasmino-
gen-Aktivators

8.2.1 Untersuchungen von tPA-Standards in wassrigem Medium

Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei den untersuchten Proben um Standards handelt,
wird davon ausgegangen, dass im Elektropherogramm im optimalen Fall nur ein Signal
auftritt. Bei Verunreinigung der Standards kann es zu weiteren kleinen Peaks kommen. Die
Konzentrationen der Standards liegen zwischen 0 pg/mL und 100 pg/mL, die bei der Pro-
duktion entstehenden liegen bei bis zu 20 pg/mL.

Da keine Trennleistung von verschiedenen Substraten erforderlich ist, wird eine moglichst
kurze fused silica Kapillare (27 cm, 50 um ID) gewihlt, um die Analysezeiten gering zu
halten. Zur hoheren Genauigkeit werden Doppelbestimmungen zu jeder Konzentration
durchgefiihrt. Als Puffersystem wird 80 mM Kaliumphosphatpuffer (KPP) mit pH 2 einge-
setzt.

In Abbildung 8.2 sind die Elektropherogramme von drei verschiedenen tPA-

Konzentrationen dargestellt.
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Abb. 8.2: Elektropherogramme verschiedener tPA-Konzentrationen

Stromstéarke: 120 pA; Temperatur: 25°C; Kapillare: 50 pm x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjek-
tion; CE-Puffer: 80 mM Kaliumphosphatpuffer pH 2; Probe: tPA in bidest.; Detektion: UV 214 nm
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Durch Auftragung der Peakfldchen gegen die Konzentrationen ergibt sich Abbildung 8.3:
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Abb. 8.3: Auftragung der Peakfldchen gegen die Standardkonzentrationen des tPA in wéssriger Losung;
Doppelbestimmung

Es ist deutlich erkennbar, dass die Signalfldchen bei den geringeren Konzentrationen linear
ansteigen, bei hoheren Konzentrationen allerdings abflachen und sich einem Grenzwert
ndhern. Des weiteren ist erkennbar, dass die Doppelbestimmungen mit zunehmender Kon-
zentration des tPA stirker voneinander abweichen. Das kann durch eine Uberladung der
Kapillare zustande kommen, die, wie schon in der Theorie (Kap. 3.3) beschrieben, zu einer
Bandenverbreiterung fiihrt und dann ungenaue oder falsche Messdaten liefert.

Da die in einer Kultivierung erreichten Mengen an tPA die 20 pg/mL Grenze nicht iiber-
schreiten, wird in diesem Bereich eine weitere Kalibration mit tPA-Standards in wéssriger

Losung durchgefiihrt. Das Ergebnis dieser Kalibration ist in Abb. 8.4 dargestellt.
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Abb. 8.4: Messdaten einer Kalibration von tPA in wissrigem Medium; Doppelbestimmung

In diesem Fall stimmen die Doppelbestimmungen sehr gut {iberein, und eine Kalibration
kann durchgefiihrt werden. Die Kalibrationsgerade hat dabei einen Regressionskoeffi-
zienten von r°=0,99953. Aufgrund dieser guten Ergebnisse wird im néchsten Schritt der
Einfluss des Kultivierungsmediums auf die Aufnahme der Elektropherogramme unter-

sucht.

8.2.2 Untersuchung von tPA-Standards in Kultivierungsmedium

Fiir die Analytik der tPA-Standards in Medium werden sowohl Kapillarabmessungen
(27 cm, 50 um ID) als auch die Pufferzusammensetzung (80 mM KPP, pH 2) beibehalten.

Die Peakfldchen von Standards mit Konzentrationen zwischen 1,5 ug/mL und 25 pg/mL
werden ermittelt und gegen die Konzentrationen aufgetragen. Es ergibt sich folgender Zu-

sammenhang (Abb. 8.5):
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Abb. 8.5: Auftragung der Peakflichen gegen die tPA-Standardkonzentrationen in Kultivierungsmedium;
Doppelbestimmung

Auch hier ergibt sich aus der Auftragung eine Gerade, die einen Regressionskoeffizienten
von r’= 0,9991 hat und somit als Kalibrationsgerade genutzt werden kann.

Da die Kalibration mit der angewandten Methode sowohl in wissriger Losung als auch im
Medium problemlos durchfiihrbar ist und eine hohe Genauigkeit aufweist, findet im néchs-
ten Kapitel ein Vergleich der kapillarelektrophoretischen Messungen mit dem ELISA (en-

zyme-linked immunosorbent assay) statt.

8.2.3 Vergleich der ermittelten Kapillarelektrophoresedaten mit den Daten
der Referenzmethode ELISA

Zur Bestimmung des in den Kultivierungsproben enthaltenen tPA wird zunéchst eine Ka-
libration iiber die Peakflichen in dem erwarteten Konzentrationsbereich durchgefiihrt. Im
direkten Anschluss daran werden die Proben vermessen und auch deren Peakfldchen be-
stimmt. Vor der Messung werden die Proben zur Entfernung der Zellriickstinde mit einem
Celluloseacetatfilter (Porengrofe 0,2 pm, Sartorius AG, Gottingen) filtriert. Uber den Wert
des Achsenabschnitts und die Steigung der Kalibrationsgeraden lassen sich die entspre-
chenden Konzentrationen errechnen. Die Proben und die Vergleichsdaten werden freundli-

cherweise von Renemann [83] zur Verfiigung gestellt.
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Die Darstellung der beiden Datenreihen findet in Abbildung 8.6 statt:
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Abb. 8.6: Vergleich der mit ELISA und Kapillarelektrophorese erhaltenen Daten

Auf der x-Achse ist die Kultivierungsdauer in Stunden aufgetragen, auf der y-Achse die
tPA-Konzentration. Die Werte stimmen nicht vollig iiberein, besitzen aber die gleiche
Tendenz und die gleiche GroBenordnung. Die grofite prozentuale Abweichung liegt bei 93
Stunden. Dort betragt sie 241%, wobei wahrscheinlich der kapillarelektrophoretisch ermit-
telte Wert um einiges zu hoch, der mit dem ELISA-Test erhaltene zu niedrig ist.

Generell nehmen die prozentualen Abweichungen mit héheren Konzentrationen ab und
liegen ab der 100. Stunde zwischen 10 % und 25 %. Diese Tatsachen lassen sich durch die
verschiedenen Funktionsweisen der beiden Methoden erkléren.

Beim ELISA wird ein ,,Sandwich® aus immobilisiertem Antikorper, Antigen (tPA) und
enzymgelabeltem Antikdrper geformt. Die Detektion erfolgt iiber die Farbverdanderung, die
sich aus der Umsetzung von ortho-Phenyldiamin durch das Enzym Peroxidase ergibt.

Bei der kapillarelektrophoretischen Bestimmung findet die Detektion des Antigens direkt
tiber seine UV-Aktivitét statt und nicht iiber Farbdnderungen. Reaktionen finden in der
Kapillare nicht statt, auBer der moglichen Anlagerung des Antigens, was aber aufgrund der
sehr guten Kalibrationen ausgeschlossen werden kann. Bei sehr geringen Konzentrationen
des tPA ist nur mit kleinen Peakfldchen zu rechnen, und je kleiner die Signale, desto gerin-

ger ist das Signal-Rausch Verhiltnis. Das Rauschen der Grundlinie wird in Bezug auf die
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geringere Peakflidche groBer und somit die Signalbestimmung ungenauer. Um die Genau-
igkeit und die Sensitivitdt zu verbessern, miisste der Analyt mit einem Fluoreszenzfarbstoff
markiert und dann mit laserinduzierter Fluoreszenz vermessen werden. Da aber eine im

Vergleich zum ELISA schnellere Analytik entwickelt werden soll, wird darauf verzichtet.
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9 Entwicklung einer Endostatinanalytik

9.1 Endostatin

Am Institut fiir Technische Chemie der Universitdt Hannover wird mit einem gentechnisch
veranderten Escherichia coli (E. coli) Bakterienstamm rekombinantes, humanes Endostatin
XVIII hergestellt [30].

Endostatin XVIII ist ein Angiogenesechemmer (Angiogenese = Blutgefdfneubildung) und
soll als Humantherapeutikum bei der Bekdmpfung von Tumoren eingesetzt werden.

Bis jetzt gibt es zwei bekannte Arten von Endostatin. Die schon weiter erforschte Form,
das Endostatin XVIII (Abb. 9.1), hat eine GroB3e von ca. 20 kDa, ist ein C1-Fragment des
Kollagen XVIII und zirkuliert im menschlichen Blutkreislauf. Es bindet mit seinen Histi-
din (1, 3, 11)-Resten und seinem Asparaginsiurerest 76 an ein Zn>'-Atom; Mutationsana-
lysen haben gezeigt, dass gerade diese Fahigkeit des Endostatins essentiell fiir seine anti-

angiogenetische Aktivitit ist [134].

Abb. 9.1: Kiristallstruktur des Endostatin XVIII aus der Rontgenstrukturanalyse in vereinfachter, spiral-
formiger Darstellung [40]

Das zweite bekannte Endostatin ist das Endostatin XV, ein C1-Spaltprodukt des Kollagen
XV. Das Endostatin XV bindet kein Zink, besitzt eine kristalline Struktur und unterschei-
det sich auch in seinen Bindungseigenschaften und seiner Verteilung im Gewebe vom En-

dostatin XVIII [43, 92].
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Sowohl Endostatin XV als auch XVIII verhindern die durch den basischen Firoblast
Wachstumsfaktor (FGF-2) oder den vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF)

verursachte Angiogenese, aber es gibt starke Unterschiede in ihrer Wirkungsweise [43].
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Abb. 9.2: Angriffsmoglichkeiten fiir Angiogenesehemmer
AF: Angiogenesefaktor, EC: Endothelzellen, BM: Basalmembran, MMP: Metallproteasematrix,
Tie-2: Rezeptor Tyrosin Kinase [136]

Tumore brauchen zum Wachstum eine eigene Blutversorgung, die nach Ausschiittung be-
stimmter Proteine durch den Tumor vom umgebenden Gewebe in Richtung des Tumors
aufgebaut wird. Die Bildung dieser neuen Blutgefiafle wird Angiogenese genannt. Es gibt
verschiedene Orte, an denen Angiogenesehemmer angreifen konnen (Abb. 9.2).

Das Endostatin XVIII verhindert die Bildung dieser Gefia3e bzw. hungert die schon beste-
henden Tumore aus, indem es die Freigabe der dazu nétigen Proteine verhindert. Das En-
dostatin wird im menschlichen Korper allerdings sehr schnell abgebaut, so dass hdufige
Infusionen zur optimalen Versorgung notig wéren.

Auf gentechnischem Weg entstandenes Endostatin [135] kann mit einer Hiille aus Alginat
umgeben und in die Ndhe des Tumors gebracht werden. Die Alginatschicht macht die Zel-
len einerseits unsichtbar fiir das Immunsystem, andererseits konnen immer geringe Men-
gen des Wirkstoffs entweichen und das stdndige Aushungern des Tumors wire iiber Mona-
te gegeben.

In Tierversuchen mit Méusen sind schon Schrumpfungsraten der Tumore bis zu 70% er-

reicht worden. Der Nachteil der Endostatinmethode ist, dass Tumore nicht vollstindig ent-
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fernt werden konnen und bei fehlender Endostatingabe auch wieder anfangen zu wachsen.
Bei wiederholter zyklischer Anwendung liel} sich das Tumorwachstum in drei untersuchten
Féllen aber endgiiltig unterdriicken. Bei dem Lewis-Lungenkarzinom waren sechs Zyklen
(185 Tage), beim T241-Fibrosarkom (eine Bindegewebsgeschwulst) vier Zyklen und beim

B16F10-Melanom nur zwei Zyklen bis zur dauerhaften Regression der Tumore notig.

9.2 Analytik des Endostatins

Es werden zwei Moglichkeiten zur Endostatinanalytik vorgestellt, zum einen die Produkt-
kontrolle mit dem SDS-PAGE-Gel und zum anderen die kapillarelektrophoretische Uber-
priifung.

9.2.1 SDS-PAGE-Gel

Endostatin ist nicht kduflich zu erwerben, es wird von der Firma BioVisioN AG (Hanno-
ver) in einer der am Institut hergestellten genau entsprechenden Form zur Verfiigung ge-
stellt. Es zeigt im SDS-PAGE Gel zwei Banden, ist also kein Reinstoff. Fiir die SDS-
PAGE werden homogene Polyacrylamidgele (20%) der Firma Pharmacia verwendet, die
mit Silbernitrat gefirbt werden. Als Standard werden mindestens eine, meist zwei Bahnen
des Gels mit dem Low-Weight-Standard der Firma Sigma belegt. Dabei handelt es sich um
eine genau definierte Mischung von 8 Proteinen mit Molekiilmassen zwischen 6,5 kD und
66 kD: Aprotinin (6,5 kD), a-Lactalbumin (14,2 kD), Trypsin Inhibitor (20 kD), Trypsino-
gen (24 kD), Carbo Anhydrase (29 kD), Glyceraldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
(36 kD), Ovalbumin (45 kD), Albumin (66 kD).

Das mit Silbernitrat gefiarbte SDS-Gel wird in Abbildung 9.3 dargestellt.

<— Aprotinin (6,5 kDa)

<«—— o-Lactalbumin (14,2 kDa)

Verus

(ca. 19 kDa)

nr
1 I
Endostatin (ca. 20 kDa)——————> Trypsin Inhibitor (20 kDa)

<«———— Trypsinogen (24 kDa)

<«—————— Carbo Anhydrase (29) kDa

<«——— Glyceraldehyd-3-phosphat
Dehydrogenase (36 kDa)

<—————— Ovalbumin (45 kDa)

. «——— Albumin (66 kDa)

Abb. 9.3: Mit Silbernitrat angefarbtes SDS Gel zur Reinheitskontrolle des Endostatin-Standards der Firma
BioVisioN AG
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Auf dem Gel sind bei dem Endostatin-Standard deutlich zwei Banden zu erkennen, die
starkere bei ungefdhr 19 kDa und die schwichere, die dem Endostatin entspricht, bei

20 kDa.

9.2.2 Kapillarelektrophoretische Analytik des Endostatin

Fiir die Analytik dieses Standards wird der Feststoff in zwei verschiedenen Puffern geldst,
zum einen in 0,1% Trifluoressigsdure (TFA) und zum anderen in dem von Finke [30] ge-
nutzten Elutionspuffer (100 mM NaH,PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Harnstoff), um Ver-
gleichsmoglichkeiten mit den Kultivierungsproben zu haben.

Die Messungen werden in einer 60 cm langen Kapillare mit einem Innendurchmesser von
50 pm und 40 mM Boratpuffer mit einem pH-Wert von 10,6 als Elektrolyten durchgefiihrt.
Dafiir werden 25 mg der Probe in 1 mL 0,1%iger Trifluoressigsdure (TFA) gelost und auf
verschiedene Konzentrationen verdiinnt. In den folgenden beiden Abbildungen 9.4 und 9.5

ist ein Elektropherogramm mit Konzentrationen von 500 pg/mL und 5 pg/mL dargestellt.
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Abb. 9.4: Endostatin in der Konzentration 500 pg/mL
Spannung: 20 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 50 um x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjektion;
CE-Puffer: 40 mM Boratpuffer pH 10,6; Probe: 500 pg/mL Endostatin in 0,1%iger TFA; Detek-
tion: UV 214 nm
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Abb. 9.5: Endostatin in einer Konzentration von 5 pg/mL
Spannung: 20 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 50 um x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjektion;
CE-Puffer: 40 mM Boratpuffer pH 10,6; Probe: 5 pg/mL Endostatin in 0,1 % iger TFA; Detektion:
UV 214 nm

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Signale in den beiden Elektropherogrammen jeweils
zwel ,,Spitzen* aufweisen, es sich also um zwei sehr dicht nacheinander migrierende Sub-
stanzen handelt. Im ersten Elektropherogramm ist die Konzentration des Standards sehr
hoch. Dadurch wird der Peak sehr breit. Erst in sehr groer Verdiinnung lieBen sich beide
Substanzen als Signal mit zwei Spitzen darstellen. Es ist unmoglich, beide Substanzen bis
auf die Grundlinie zu trennen, um sie zu sammeln und mit dem Massenspektrometer ndher
zu spezifizieren.

Bei der Aufnahme des hoher konzentrierten Standards passiert das Signal den Detektor
nach 11 Minuten, bei der um den Faktor 100 geringer konzentrierten Probe wird das En-
dostatin schon nach 7 Minuten detektiert. Die Migrationszeiten weichen somit um 34 %
voneinander ab. Das kann verschiedene Griinde haben. Bei so hohen Konzentrationen wie
in Abb. 9.4 gezeigt, kann es, wie in Kapitel 3.3 beschrieben, zu Bandenverbreiterung und
damit zu diesem langgezogenen Peak kommen. Der wahrscheinlichere Grund ist aber, dass
die Elektropherogramme nicht direkt hintereinander aufgenommen wurden. Zwischenzeit-
lich wurden andere in den beiden verschiedenen Puffersystemen geldste Endostatinproben
mit verschiedenen CE-Puffern aufgenommen. Durch die wechselnden pH-Werte und die

verschiedenen, teilweise sehr hohen Salzkonzentrationen dieser Puffersysteme kann es in
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der Kapillare zu strukturellen Verdnderungen kommen, die eine solche Zeitverschiebung
erkléren.

Die in den Abbildungen 9.4 und 9.5 dargestellten Resultate stimmen mit dem am Institut
der Technischen Chemie belegten und gefarbten SDS-Gel tiberein. In der kapillarelektro-
phoretischen Messung ist zwar das zweite Signal das stirkere, was sich aber durch unter-
schiedliche Detektionsmethoden beim Gel und in der Kapillarelektrophorese erkléren lésst.
Bei der Bestimmung der Banden auf dem Gel hat zuvor eine Reaktion mit Silbernitrat
stattgefunden. Reagiert die Verunreinigung stiarker mit dem Silbernitrat als das Endostatin,
bildet es auch eine deutlichere Bande. Bei der Analytik mit der Kapillarelektrophorese
findet vor der Trennung keine Reaktion statt, sondern nur die Menge und die UV-

Absorptionsfihigkeit der Analyten spielt eine Rolle.

9.3 Analytik der Realproben

Leider ist es in den folgenden Versuchen mit den Kultivierungsproben von Finke [30]
nicht mdglich, dhnliche Signale zu erhalten. Ursachen dafiir sind eine fiir die Erfassung mit
der Kapillarelektrophorese zu geringe Konzentration des in den Proben vorhandenen En-
dostatins oder die Zersetzung des Endostatins in den sehr salzhaltigen Puffern (100 mM
NaH,PO4, 10 mM Tris-Cl, 8 M Harnstoff).

Bei Messungen des in diesem Puffersystem frisch gelosten Endostatins werden in den
Elektropherogrammen nach ungefédhr 24 Stunden sehr viele Abbauprodukte sichtbar (Abb.
9.6).
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Abb. 9.6: Zersetzung des Endostatins im Elutionspuffer nach ca. 24 Stunden
Spannung: 20 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 50 um x 60 cm fused silica; 5 s Druckinjektion;
CE-Puffer: 40 mM Boratpuffer pH 10,6; Probe: 500 pg/mL Endostatin in Elutinspuffer (100 mM
NaH,PO,, 10 mM Tris-Cl, 8 M Harnstoff); Detektion: UV 214 nm
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Bei einem ldngeren Verbleib des Endostatins in diesem Puffersystem kommt es mogli-
cherweise zu einem vollstdndigen Abbau des Produkts, so dass keine Signale mehr detek-

tiert werden konnen.
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10 Entwicklung eines Immunoassays

Das Prinzip des Immunoassays und seine Bedeutung in der Kapillarelektrophorese ist in
Kapitel 4 eingehend beschrieben worden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die
Bildung und die Stabilitit des Immunokomplex zwischen einem therapeutisch interessan-
ten Glykoprotein und seinem Antikdrper untersucht. Das Projekt wird in Zusammenarbeit

mit der Bayer Corporation, Berkeley, CA, USA durchgefiihrt.

10.1 Therapeutische Anwendung des Glykoproteins

Das biotechnologisch produzierte Glykoprotein (GP) wird in der Krebstherapie eingesetzt.
Eine Anwendung in der HIV-Therapie wird zur Zeit untersucht. Leider konnen keine nédhe-
ren Angaben iiber das bei Sigma kommerziell erhiltliche Modellsystem und das diesem

strukturell dhnliche, aber nicht identische Glykoprotein gemacht werden.

10.2 Analytik fir den Immunkomplex aus Glykoprotein und seinem An-
tikdrper

Die immunochemische Reaktion zwischen GP und anti-GP wird kapillarelektrophoretisch
mit laserinduzierter Fluoreszenz an einem kommerziell erhéltlichen Modellsystem unter-
sucht. Der Antikorper ist mit dem fluoreszierenden Farbstoff Fluoresceinsothiocyanat
(FITC) gekoppelt. Dadurch entstehen bei Bildung des Komplexes zwei Signale im Elektro-
pherogramm, eines durch den frei vorliegenden Antikorper und das andere durch den ge-
bildeten Immunkomplex. Das Antigen selbst kann nicht detektiert werden, da es unmar-
kiert ist und nicht fluoresziert.

Zur Trennung von Antikorper und Immunkomplex werden verschiedene Puffersysteme
getestet. Eine Grundlinienauftrennung der Signale (Abb. 10.1) ist mit einem 100 mM Tri-

cine Puffer mit einem pH-Wert von 8,3 moglich.



Entwicklung eines Immunoassays 55

65000
60000 -
55000 -
50000
45000 -
40000 -
35000
30000
25000
20000
15000 -
10000 -
5000 -
04

RFU

t [min]

Abb. 10.1: Elektropherogramme des FITC- markierten anti-GP vor (schwarze Linie) und nach (rote Linie)
der Reaktion mit GP
Spannung: 10 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 27 cm x 75 pm fused silica; 5 s Druckinjektion;
stopped flow 2 min bei 5°C; 100 mM Tricine Puffer pH 8,3; Probe: 5 x 10 g/mL Glykoprotein;
Detektion: LIF

Das vor der Reaktion aufgenommene Elektropherogramm zeigt ein deutliches Signal des
Antikorpers bei zwei Minuten, dem ein sehr kleines Signal (Verunreinigung) bei ungefahr
2,8 Minuten folgt. Nach der Reaktion mit dem Glykoprotein nimmt das erste Signal, das
des anti-GP, ab und ein neuer Peak entsteht bei 5,3 Minuten, der Immunkomplex. Bei Va-
riation der Antigenkonzentration verdndern sich auch Peakhdhen und —fldchen der beiden
Signale, so dass ein Zusammenhang zwischen den beiden Signalen nachzuweisen ist. Die
Reaktion wird im Stopped Flow Modus durchgefiihrt, da der Immunkomplex in wéssriger
Losung nach kurzer Zeit zerfdllt. Dies wird in Abb. 10.2 deutlich, wo der Zerfall des Im-

munkomplex nach einer halben Stunde Inkubation bei Raumtemperatur dargestellt wird.
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Abb. 10.2: Zerfall des Immunkomplex in wéssriger Losung
Spannung: 10 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 27 cm x 75 pum fused silica; 5 s Druckinjektion;
100 mM Tricine Puffer pH 8,3; Probe: 5x10™®* g/mL Glykoprotein; Detektion: LIF
Inkubation: 30 Minuten bei RT in einem 2 mL Eppendorfgefall (abgedunkelt)

Bei der ersten Messung (Elektropherogramm 1 in Abb. 10.2) nach einer halben Stunde hat
der gelabelte Antikorper fast ganz abreagiert, und es ist ein deutlicher Immunkomplexpeak
zu sehen, der allerdings fiinf Minuten spéter detektiert wird als bei der Stopped Flow Me-
thode. Im weiteren Verlauf wird alle 20 Minuten eine neue Probe injiziert. Bei dem zwei-
ten Elektropherogamm ist noch ein Produktsignal zu erkennen, das aber schon kleiner und
noch weiter nach hinten verschoben ist. Schon bei der dritten Messung, also nach 40 Minu-
ten, kann kein Immunkomplex mehr in der Losung nachgewiesen werden.

Bei der Stopped Flow Methode werden beide Analyten abhdngig von ihrer Mobilitét, d.h.,
die langsamere zuerst, nacheinander in die Kapillare injiziert. Durch kurzzeitiges Anlegen
der Spannung (0,5 min) wird eine Durchmischung der beiden Analyten erreicht. Die Span-
nung wird dann fiir verschieden lange Zeitrdume (0, 2, 5, 8 Minuten) unterbrochen, die
Substanzen kénnen miteinander reagieren und bei wiederangelegter Spannung den Detek-
tor passieren.

Im Vergleich zu der Inkubation im Eppendorfgefdf3 bringt die Stopped Flow Methode eini-
ge Vorteile mit sich. Durch die automatische Injektion der beiden Substanzen werden ma-

nuelle Pipettierfehler umgangen und die Analyten sind, wenn sie getrennt in einem Puf-
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fersystem vorliegen, stabiler als nach einer Reaktion, bei der der gebildete Immunkomplex
in dem Puffer wieder zerfillt.

Die Zuverlissigkeit des entwickelten Immunoassays wird durch Uberpriifung der Repro-
duzierbarkeit der Migrationszeiten, Peakhohen und Peakfldchen des Antikorpers und des
Immunokomplexes untersucht. Zum einen werden Antikorper und Antigen in einem Ep-
pendorfgefd3 bei Raumtemperatur eine halbe Stunde inkubiert und zum anderen wird die
Kapillare als Reaktionsraum [97] genutzt. Die Reaktionen werden Stopped Flow in jeweils
zehn Messzyklen nacheinander durchgefiihrt. Die Messungen nach der Inkubation im Ep-
pendorfgefdl3 sind nicht reproduzierbar (Kap. 10.2). Dies ist moglicherweise auf die gerin-
ge Stabilitdt des anti-GP bei hoheren Temperaturen und auf den Zerfall des Komplexes in
dem nicht physiologischen Puffersystem zuriickzufiihren. Deswegen wird hier auf eine
Darstellung dieser Werte verzichtet.

Schon frithere Untersuchungen haben ergeben, dass bei einer Inkubation unter Standard-
bedingungen deutlich schlechtere Reproduzierbarkeiten gefunden werden als bei Verwen-
dung der Stopped Flow Technik durch Spannungsunterbrechung [87, 88]. Die Ergebnisse
der Stopped Flow Reaktionen sind in Abb. 10.3 dargestellt.
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Abb. 10.3: Relative Standardabweichung der Peakhdhen, -flichen und Migrationszeiten fiir das anti-GP und
den Immunkomplex iiber zehn Messzyklen

Fiir die Reaktion zwischen dem Glykoprotein und seinem Antikérper scheint die Methode
mit der zweiminiitigen Reaktionspause am geeignetsten zu sein. Sie weist insgesamt die
geringsten Standardabweichungen auf (unter 6 % fiir die Parameter des Immunkomplex
und unter 10 % fiir die des anti-GP). Auch die Messungen ohne Reaktionszeit zwischen
Injektion und Trennung zeigen nur sehr geringe Abweichungen (unter 3 %) bei Migrati-

onszeit, Peakhohe und -fldche fiir den Immunkomplex und der Migrationszeit des anti-GP,
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weisen aber sehr grole Schwankungen (17 %) bei der Peakhohe und -fliche des Antikor-
pers auf. Bei den Versuchen mit den Stopped Flow Zeiten von 5 bzw. 8 Minuten nehmen
auch die Unterschiede zwischen den einzelnen Messwerten bei den Immunokomplexen zu,
so dass diese Zeiten als zu lang erscheinen. Diese bei steigender Reaktionszeit zunehmen-
den Fehler lassen sich moglicherweise auf die lingere Verweildauer in dem nicht physio-
logischen Puffersystem in der Kapillare zuriickfiihren. Die durchschnittlichen Peakflachen
der Immunokomplexe unterscheiden sich bei den verschiedenen Stopped Flow Zeiten um
weniger als 5 % (Abb. 10.4). Als Tendenz lassen sich bei zunehmender Verweilzeit ab-
nehmende Peakflidchen erkennen, wobei die bei einer Stopped Flow Zeit von zwei Minuten
erhaltenen Werte diesem Trend nicht folgen. Das liegt moglicherweise daran, dass diese
Werte an einem anderen Tag aufgenommen worden sind als der Rest. Durch die relativ
groflen Abweichungen in den einzelnen Messzyklen lassen sich nur statistische Schwan-
kungen der Peakflichen nachweisen, aber keine Aussage iiber die Beeinflussung der Reak-

tion durch die verschiedenen Stopped Flow Zeiten machen.
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Abb. 10.4: EinfluB der Stopped Flow Zeit auf die Peakfldchen der Immunkomplexe

Die beobachteten Migrationszeiten des Immunkomplex zeigen einen Anstieg bei zuneh-

mender Stopped Flow Zeit, wihrend die Migrationszeiten des Antikorpers gleich bleiben.
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10.3 Ubertragung des Immunoassays auf Fermentationsproben

Der mit einem kommerziell erhéltlichen Modellsystem von Sigma entwickelte Immunoas-
say wird auf Fermentationsproben aus einer Perfusionskultur der Bayer Corp. iibertragen.
Das produzierte Glykoprotein ist dem Modellsystem strukturell &dhnlich, ist aber nicht mit
diesem identisch.

Der von Bayer genutzte Antikorper liegt nur in nicht gelabelter Form vor und muss vor
dem kapillarelektrophoretischen Einsatz mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein-
isothiocyanat gekoppelt werden. Diese Kopplung wird mit dem Fluorotag FITC Konjuga-
tionsset von Sigma (Kap. 12.2.4) [96] durchgefiihrt. Ein Elektropherogramm dieses selbst
gelabelten Ak ist im Vergleich mit dem kommerziell erhéltlichen Ak in Abb. 10.5 darge-

stellt.
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Abb. 10.5: Unterschiede der Elektropherogramme der verschiedenen Antikorper
Spannung: 10 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 27 cm x 75 um fused silica; 5 s Druckinjektion;
100 mM Tricine Puffer pH 8,3; Detektion: LIF

Das Signal des mit dem Fluorotag FITC Konjugationsset markierten Antikorpers zeigt,
trotz zweifacher Aufreinigung iiber eine Sephadex-Siule, im Vergleich zu dem Antikorper
von Sigma ein sehr starkes Tailing und weitere nicht identifizierbare Signale auf.

Das zu untersuchende Medium weist auch einen sehr starken Peak auf. Dieser entspricht
dem bei der Kultivierung vorhandenen ,,Green Fluorescent Protein® (GFP) und stammt

noch aus der Zelllinienentwicklung. Der GFP-Peak ist in Abb. 10.6 dargestellt.
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Abb. 10.6: Signal des GFP in der Mediumsprobe
Spannung: 10 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 27 cm x 75 pum fused silica; 5 s Druckinjektion;
100 mM Tricine Puffer pH 8,3; Detektion: LIF

Beim Vergleich der Abbildungen 10.5 und 10.6 ist zu erkennen, dass das Signal des GFP
bei gleicher Verdiinnung um eine Zehnerpotenz groBer ist als das des Antikérpers. Bei
einer Injektion beider Analyten iiberdeckt der Peak des GFP das Signal des Antikdrpers.
Der eigentliche Antikorperpeak ist nicht mehr erkennbar, nur die darauffolgenden kleinen
Peaks (Abb.10.7). Somit kann nicht festgestellt werden, ob die Peakfliche durch eine mog-
liche Reaktion mit dem Antigen kleiner wird. AuBBerdem ist in Abbildung 10.7 kein Signal

des Immunkomplex zu erkennen.
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Abb. 10.7: Uberlagerung des Antikdrpersignals durch den GFP-Peak
Spannung: 10 kV; Temperatur: 25°C; Kapillare: 27 cm x 75 pm fused silica; 5 s Druckinjektion;
100 mM Tricine Puffer pH 8,3; Detektion: LIF

Im Verlauf der Messungen wird sowohl eine Inkubation im Eppendorfgefa3 durchgefiihrt
als auch die Kapillare wie bei den Untersuchungen in Kap. 10.2 als Reaktionsraum bei
verschiedenen Reaktionszeiten genutzt. Des weiteren werden die Versuche mit verschiede-
nen Verdiinnungen von Antikérper und Antigen durchgefiihrt. In keinem der nach den Re-
aktionen aufgenommenen Elektropherogrammen entsteht ein deutlicher Produktpeak wie
bei den Untersuchungen in Kap. 10.2.

Theoretisch muss auch ein Immunoassay zwischen dem von Bayer hergestellten Glyko-
protein und dem eingesetzten Antikorper moglich sein, da die Reaktion im Westernblott
bei Bayer verwendet wird.

Dass trotzdem kein Reaktionsprodukt nachgewiesen werden kann, hat mehrere Griinde.
Die Konzentration des Glykoproteins in der Kultivierung ist nicht bekannt, es ist also nicht
klar, welche Mengen an Antikoérpern und Kultivierungsmedium zur Reaktion eingesetzt
werden miissen. Eventuell entstehender Immunkomplex kann dann unter der Nachweis-
grenze liegen oder im Vergleich mit dem GFP-Signal so klein sein, dass er nicht als Pro-
duktpeak auftillt.

Der hier genutzte Antikorper kann nicht in gelabelter Form erworben werden, so dass die
Kopplung an das FITC erst am Institut fiir Technische Chemie der Universitit Hannover

erfolgt. Es ist nicht bekannt, ob der Antikorper nach der Kopplung noch mit dem Gly-
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koprotein reagiert bzw. wie gut seine Qualitét ist. In Abbildung 10.5 wird deutlich, dass
neben dem Hauptprodukt auch noch einige Nebenprodukte entstanden sind. Moglicherwei-
se zerfallt der gelabelte Antikorper auch sehr schnell, und es kommt deswegen zu keiner
Reaktion. Da der GFP-Peak den Antikdrperpeak iiberdeckt, kann keine klare Aussage dar-
iiber getroffen werden.

Da aber die Reaktion im Westernblott als Analytik angewendet wird, sind weiterfithrende
Versuche sinnvoll.

Die einfachste Losung wére, das GFP aus der Kultivierungsbrithe zu entfernen. Diese
Moglichkeit wurde bei Bayer untersucht und die Durchfiihrung erweist sich als schwierig.
Eine weitere Moglichkeit ist, ein anderes Label fiir den Antikorper zu nutzen, wie z. B. ein
Anthrazen-Derivat (z.B. 2-Anthrazensulfoylchlorid), ein stark UV-absorbierendes Reagenz
(254 nm). Damit kann das storende Signal des GFP, das nur bei der Fluoreszenzdetektion
auftritt, entfernt werden.

Die dritte Moglichkeit ist der Einsatz eines He/Ne Lasers, der die Substanzen im Bereich
des roten Lichtes bei 633 nm anregt. Als Marker eignet sich z.B. Texas Red, und die Prob-

lematik des griin fluoreszierenden Proteins wére damit umgangen.
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11 Zusammenfassung und Ausblick

Entwicklung einer Analytik fir nicht-derivatisierte Aminosauren

Bisher sind Aminoséuren meist vor ihrer Analytik derivatisiert worden, da sie kein UV-
Licht absorbieren und auch keine natiirliche Fluoreszenz besitzen. In dieser Arbeit wurde
eine in der Literatur vorgestellte Methode reproduziert und verbessert, um Mediumsproben

schnell und unkompliziert untersuchen zu kénnen.

Das grofite Problem dieser Methode war die schlechte Reproduzierbarkeit. Durch die Ab-
sorption des Kohlendioxids der Luft sank der pH-Wert des Puffers, was ein Absinken der
Grundlinie zur Folge hatte.

Nachdem untersucht worden war, wie schnell der pH-Wert des Puffers abnimmt, wurde
iiberlegt, wie die Absorption des Kohlendioxids verhindert werden kann. Es wurde eine
einfache Losung entwickelt, bei der Gummiplattchen an der Bodenplatte der Vakuumappa-
ratur angebracht wurden und so die gerade nicht genutzten Pufferbehélter relativ luftdicht
abschlossen werden konnten. Dadurch konnte eine wesentliche Verbesserung der Repro-
duzierbarkeit von drei auf zehn Messungen hintereinander erzielt werden. Danach musste
neuer Puffer eingesetzt werden. Eine weitere, nicht getestete Mdglichkeit wére ein grof3e-
rer Pufferbehilter. Die Offnung fiir Kapillare und Elektrode ist in diesem Fall genauso
grofl wie bei den 2 mL Puffergefdflen, das Volumen aber um den Faktor 10 groBer, so dass
der pH Wert nicht so schnell absinken sollte.

Die Zuordnung der Aminosduren zu den jeweiligen Signalen fand auf zwei verschiedene
Arten statt. Zum einen wurde der auf einen basischen pH-Wert eingestellte Aminosdure-
standard mit einzelnen Aminosduren gespiked, so dass deren Peakhdhen und -flachen zu-
nahmen, zum anderen wurden einzelne Aminoséuren nicht eingesetzt, so dass ein Signal
fehlt. Uber diese beiden Methoden gelang eine Zuordnung von 18 Aminosiuren, wobei
Leucin und Isoleucin komigrierten und Arginin und Glutamin keine Signale zugeordnet
werden konnten.

Beim Arginin besteht die Moglichkeit, dass es bei dieser Analysemethode nicht in Rich-
tung Anode, sondern in Richtung Kathode wandert, da es einen isoelektrischen Punkt von
11,15 hat und deswegen nicht in anionischer Form vorliegt.

Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde {iber die relativen Standardabweichungen von

Migrationszeiten, Signalhdhen und Signalflichen dreier Aminosduren bestimmt, die am
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Anfang (Asp), in der Mitte (Ala) und am Ende (Lys) des Elektropherogramms detektiert
wurden. Die relativen Standardabweichungen der Migrationszeiten lagen bei unter 2%, die
der Peakflachen zwischen 4% und 8% und die der Peakhdhen zwischen 4% und 6%.

Die relativen Standardabweichungen wurden fiir die HPLC, die am Institut fiir Technische
Chemie der Universitdit Hannover als Standardanalytik eingesetzt wird, nur fiir die Peak-
flachen und —hohen bestimmt. Beide Werte lagen unter 5%. Die Abweichungen in der Mi-
grationszeit wurden nicht bestimmt, da das Signalmuster sich nicht veréndert.

Die kapillarelektrophoretische Trennung der Aminosduren ldsst sich also dhnlich reprodu-
zierbar darstellen wie mit der HPLC. Auflerdem bietet sie zwei weitere Vorteile. Sie dauert
inklusive Spiilen nur 50 Minuten, wahrend die HPLC Methode 70 Minuten bendtigt. Die
Proben brauchen nicht derivatisiert zu werden, wodurch einige Chemikalien eingespart
werden konnen. Ein Nachteil der kapillarelektrophoretischen Methode ist ihre geringe Sen-
sitivitdt im Vergleich zu den Methoden, die mit derivatisierten Proben und anderen Detek-
tionsmoglichkeiten arbeiten. Je nach Art der Anwendung und der Konzentration der Ami-
nosduren in der Probe haben beide Methoden ihre Vor- und Nachteile.

Die entwickelte Methode wurde nach Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Zuordnung
der Signale auf die Aminosdureanalytik in einem serum- und proteinfreien Medium fiir
CHO-Zellen iibertragen.

Die erhaltenen Elektropherogramme zeigten dhnliche Signalmuster wie die Standardpro-
ben, so dass eine klare Zuordnung der Aminoséduren zu den einzelnen Signalen mdglich
war. Beim Vergleich zweier Elektropherogramme, die zu verschiedenen Zeitpunkten einer
Kultivierung aufgenommen wurden, konnten anhand der Unterschiede der Peakhdhen und
—flachen zumindest qualitative Aussagen dariiber getroffen werden, welche Aminosduren
wihrend des Prozesses verbraucht wurden.

Bei einer kontinuierlichen Aufnahme von Daten wihrend einer gesamten Kultivierung
kann relativ schnell erkannt werden, welche Aminosduren am schnellsten verbraucht und

deswegen wieder zugeflittert werden miissen.
Peptid- und Proteinanalytik

In diesem Kapitel wurden verschiedene Problemstellungen der Peptid- und Proteinanalytik
bearbeitet. Im ersten Teil wurde untersucht, wie sehr sich Peptide dhneln diirfen, um eine
Trennung moglichst unkomplizert durchfiihren zu kénnen. Dazu wurden vier Peptide ge-
nutzt, bei denen die beiden Aminosduren Glycin und Phenylalanin in verschiedener Anzahl

und unterschiedlicher Verkniipfung vorlagen. Es handelte sich dabei um die beiden Tripep-
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tide Phe-Phe-Gly und Gly-Gly-Phe und die beiden Tetrapeptide Phe-Gly-Gly-Phe und Phe-
Gly-Phe-Gly. Es gelang, diese Substanzen in einer 60 cm fused silica Kapillare mit einem
80 mM Phosphatpuffer zu trennen. Bei einem pH-Wert von 6,5 war es nicht moglich, die
Signale der beiden Tetrapeptide bis auf die Grundlinie zu trennen, wihrend bei einem pH-
Wert von 6,4 die beiden Tripeptide sehr eng aufeinander folgten. Es ist also aufgrund einer
pH-Wert Anderung um eine Zehntel Einheit moglich, jedes der vier Peptide bei Bedarf
fraktioniert zu sammeln.

Des weiteren wurde untersucht, ob die Variation der Konzentration eines beliebigen Pep-
tids Auswirkungen auf die Trennung zwischen den Substanzen oder auf die Peakflichen
und-hdhen hat. Die Konzentrationen wurden so gewihlt, dass eine gleichzeitige Kalibra-
tion moglich war.

Die Kalibrationsgerade hatte einen Regressionskoeffizienten, der nahe 1 lag und die Varia-
tion der Konzentration hatte keinen Einfluss auf die Trennung und die anderen Signale.

Da die Trennungen in der 60 cm langen Kapillare bis zu 30 Minuten dauerten, wurde die
Trennung in einer mit 30 cm kiirzeren Kapillare durchgefiihrt. Die Analytik der Peptide
wurde um mehr als 50 % schneller, aber es komigrierten entweder die Tri- oder die Tetra-
peptide.

Bei sehr dhnlichen Peptiden ist es sinnvoll, langere Kapillaren zu nutzen, da deren Trenn-
leistung besser ist. Auf beschichtete Kapillaren kann bei so kurzen Peptiden verzichtet
werden, da liber den gesamten Zeitraum der Tests keine Adsorption an die Kapillarwand

stattgefunden hat.

Im zweiten Teil wurde eine Analytik fiir ein Gemisch aus Peptiden und Proteinen entwi-
ckelt. Die Proteine waren a-Lactalbumin und Bovine Serum Albumin (BSA), die Peptide
Triglycin, Glycylleucin, Glycyltyrosin und L-Leu-Gly-Gly. Da Proteine dazu neigen, sich
an die Kapillarinnnenwand zu adsorbieren, wurde die Trennung der Substanzen in einer
60 cm langen fused silica Kapillare mit einem 80 mM Kaliumphosphatpuffer mit einem
pH-Wert von 2 durchgefiihrt. Dadurch sollten die Wechselwirkungen zwischen den Protei-
nen und der Kapillarwand verhindert werden.

Trotz des stark sauren Puffers lieBen sich nur die vier Peptide detektieren. Die Proteine
bauten so starke Bindungen an die Kapillarwand auf, dass sie den Detektor nicht erreich-
ten, sondern erst im nachfolgenden Spiilschritt mit 0,1 M Natronlauge von der Kapillare

entfernt werden konnten.
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Deswegen wurde statt der fused silica Kapillare eine 38 cm lange neutrale Kapillare der
Firma Beckman Coulter eingesetzt, die mit Polyacrylamid beschichtet ist. Dadurch erhielt
die Kapillare eine hydrophile Innenfliache, welche die Adsorption der Proteine verhindern
sollte. Die Trennung der Proteine und Peptide fand mit einem 20 mM Citratpuffer und ei-
nem pH-Wert von 3 statt, und alle sechs Substanzen konnten innerhalb von 13 Minuten
detektiert werden. Die beiden Proteine hatten Migrationszeiten von 5,5 Minuten (o-
Lactalbumin) und 6 Minuten (BSA), wobei das Signal des BSA sehr breit war und ein
starkes Tailing besaB3. Das ldsst sich moglicherweise auf doch vorhandene Wechselwir-
kung mit der Kapillarwand zuriickfiihren oder auf einen Zerfall des BSA, der in spdteren

Messungen noch deutlicher wurde.

Im letzten Teil wurde die Einsatzmdoglichkeit der Kapillarelektrophorese zur
Reaktionskontrolle untersucht. Es wurde ein enzymatischer Abbau eines Kartoffelproteins
iber einen Zeitraum von 35 Stunden kapillarelektrophoretisch verfolgt. Dazu wurde aus
oben genannten Griinden eine neutrale Kapillare eingesetzt.

Da das Enzym das Protein aber nicht nur an spezifischen Bindungen hydrolysierte, ent-
standen nach wenigen Stunden sehr viele Signale, die weder getrennt noch zugeordnet
werden konnten.

In diesem Fall ist eine komplexere Analytik notig, die auch zwei- (HPLC und CE) oder
dreidimensional (HPLC, CE und MS) aufgebaut sein kann.

Analytik fir den Gewebeplasmingen-Aktivator (tPA)

Am Institut fiir Technische Chemie der Universitdt Hannover wurde mit Hilfe von CHO-
Zellen tPA gewonnen. Die Reaktionsbeobachtung und die Bestimmung der erzielten Aus-
beute wurden iiber verschiedene Methoden wie HPMAC und SDS-Polyacrylamid Gelelek-
trophorese durchgefiihrt. Als Referenzmethode diente der ELISA-Test. Da dieser sehr zeit-
aufwendig ist, wurde mit der Kapillarelektrophorese eine schnellere Analytik entwickelt.
Im ersten Schritt wurden Standardproben des tPA in verschiedenen Konzentrationen so-
wohl im wiéssrigen als auch im Kultivierungsmedium vermessen. Daraus ergaben sich in
beiden Fillen Kalibrationsgeraden mit Regressionskoeffizienten, die nahe 1 lagen.
Aufgrund dieser guten Ergebnisse wurden nach einer Kalibration mit Standardproben, die
in Kultivierungsmedium gelost waren, Proben einer realen Kultivierung vermessen und die

erhaltenen Werte mit den entsprechenden ELISA Werten verglichen.
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Die bei der kapillarelektrophoretischen Bestimmung erhaltenen Werte wiesen die gleiche
Tendenz und GroBenordnung auf, stimmten aber in ihren Daten nicht vollig mit dem
ELISA-Test iiberein. Die grofite Abweichung zwischen zwei Werten lag bei 93 Stunden
bei 241 %.

Nach 100 Stunden Reaktionszeit lagen die Abweichung zwischen den beiden Analyseme-
thoden nur noch zwischen 10 % und 25 %.

Bei langerer Reaktionszeit wurde mehr tPA gebildet, die Signale im Elektropherogramm
wurden grofler und der Einfluss des Signal-/Rausch-Verhiltnisses auf die Auswertung der
Peakfldchen und -héhen nahm ab.

Dass die Ergebnisse beider Methoden trotzdem noch Abweichungen zwischen 10 % und
25 % aufzeigten, lisst sich durch die verschiedenen Detektionsmethoden erkléren.

Beim ELISA wird ein ,,Sandwich® aus immobilisiertem Antikorper, Antigen (tPA) und
enzymgelabeltem Antikorper geformt. Die Detektion erfolgt iiber die Farbverdanderung, die
sich aus der Umsetzung von ortho-Phenyldiamin durch das Enzym Peroxidase ergibt.

Bei der kapillarelektrophoretischen Bestimmung findet die Detektion des Antigens direkt
iiber seine UV-Absorption statt und nicht {iber Farbdnderungen. Reaktionen finden in der
Kapillare nicht statt, auBer der moglichen Anlagerung des Antigens, was aber aufgrund der

sehr guten Kalibrationen ausgeschlossen werden kann.
Entwicklung einer Endostatinanalytik

Am Institut fiir Technische Chemie der Universitdt Hannover wurde in Zusammenarbeit
mit der BioVisioN mit Escherichia coli Bakterien Endostatin hergestellt. Die Kapillar-
elektrophorese wurde zur Produktkontrolle eingesetzt. Von der BioVisioN wurde Endosta-
tin gleich der am Institut gewonnenen Form als Standard bereitgestellt. Dabei handelte es
sich, wie eine Analyse mit dem SDS-PAGE Gel zeigte, nicht um einen Reinstoff, sondern
um zwei Substanzen. Die eine war das Endostatin mit einer Gréfle von 20 kDa und die
andere eine Verunreinigung mit 19 kDa.

Die kapillarelektrophoretischen Analysen wurden mit einer 60 cm langen fused silica Ka-
pillare mit dem Innendurchmesser 75 um durchgefiihrt, und als Elektrolyt wurde 40 mM
Boratpuffer mit einem pH-Wert von 10,6 eingesetzt. Der Standard wurde sowohl in
0,1%iger Trifluoressigsdure als auch in einem sehr salzhaltigen Elutionspuffer gelost, um
Vergleiche mit den Kultivierungsproben ziehen zu konnen. Standards verschiedener Kon-
zentrationen wurden vermessen, und auch bei der kapillarelektrophoretischen Analyse be-

stitigte sich, dass es sich um keinen Reinstoff, sondern um zwei im Elektropherogramm
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dicht aufeinanderfolgende Substanzen handelte, die nicht vollstindig voneinander getrennt
werden konnten. Bei diesen Messungen war das erste Signal das stirkere, was sich mit den
verschiedenen Detektionvorgangen zwischen Gel und CE erklédren ldsst.

Die Ubertragung der mit den Standardproben erzielten Ergebnisse auf die Kultivierungs-
proben war nicht moglich. Entweder lagen die in den Proben vorhandenen Konzentratio-
nen an Endostatin unter der Nachweisgrenze oder haben sich bei der Lagerung in dem
stark salzhaltigen Puffer zersetzt.

Bei Messungen des in diesem Puffer geldsten Standards konnte nachgewiesen werden,
dass es schon nach 24 Stunden zu Zerfallsprodukten gekommen war. Es ist also mdglich,

dass sich das Endostatin bei ldngerer Lagerung in diesem Puffer vollig zersetzt.

Entwicklung eines Immunoassays

Zunidchst wurde ein kommerziell erhiltliches Modellsystem fiir die Entwicklung eines
Immunoassays eingesetzt. Mit Hilfe von Standards bekannter Konzentrationen wurden
verschiedene Puffersysteme fiir dieses Aufgabenstellung getestet. Als optimal erwies sich
100 mM Tricine Puffer mit einem pH-Wert von 8,3. Als Kapillare wurde eine 37 cm lange
fused silica Kapillare mit einem Innendurchmesser von 75 pum verwendet.

Die Reaktion des Glykoprotein (GP) und seines Antikdrpers wurde unter verschiedenen
Bedingungen untersucht. Nach einer halbstiindigen Inkubation im abgedunkelten 2 mL
Eppendorfgefa3 bei Raumtemperatur wurden die Proben vermessen. Dabei stellte sich her-
aus, dass der gebildete Immunkomplex in der wéssrigen, nicht physiologischen Umgebung
sehr instabil und schon beim dritten Messzyklus zerfallen war. Deswegen wurde die
Stopped Flow Technik mit zwei, fiinf und acht Minuten Reaktionspause und ganz ohne
Pause durchgefiihrt. Beim Vergleich der Reproduzierbarkeiten der Migrationszeiten, Peak-
héhen und —flachen erwies sich die Methode mit einer Stopped Flow Zeit von zwei Minu-
ten am geeignetsten. Hier lagen die Fehler unter 6 % fiir die Parameter des Immunkomplex
und unter 10 % fiir die des anti-GP. Auch die Methode ohne Stopped Flow Zeit erwies sich
als flir diese Analytik gut durchfiihrbar. Die Abweichungen fiir die Migrationszeiten des
Immunkomplex und des Antikdrpers sowie fiir die Peakfliche und -héhe des Immunkom-
plex lieBen sich noch weiter auf unter 3 % verringern, aber die Fehler fiir die Peakhdhe und
—flache des AK vergréBerten sich auf 16 %.

Die mit dem kommerziell erhdltlichen Modellsystem entwickelte Standardanalytik wurde
auf ein von der Bayer Corp., Berkeley, CA, USA, in Perfusionskultur hergestelltes Gly-

koprotein iibertragen. Die Konzentration des in den Proben vorhandenen Antigens waren
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nicht bekannt, und der bei Bayer im Westernblott genutzte Antikorper lag nur in nicht ge-
labelter Form vor.

Nach der Markierung des Antikorpers mit dem Fluoreszenzfarbstoff FITC stellte sich nach
kapillarelektrophoretischer Untersuchung heraus, dass neben dem Hauptprodukt weitere
nicht identifizierbare Peaks entstanden waren, die trotz zweifacher Reinigung iiber eine
Sephadex-Séule nicht entfernt werden konnten. Als weitere Schwierigkeit erwies sich das
Signal des in den Kultivierungsproben enthaltene GFP, das bei gleicher Verdiinnung um
eine Zehnerpotenz grofler war als der Antikorperpeak.

Trotz verschiedener Versuche einer Inkubation im Eppendorfgefdll sowie verschiedener
Stopped Flow Reaktionen konnte kein Immunkomplex in den Elektropherogrammen de-
tektiert werden. Griinde dafiir waren moglicherweise falsch eingesetzte Mengen fiir GP
und seinen Antikorper, so dass der entstandene Immunkomplex unter der Nachweisgrenze
lag, dieser im Vergleich mit dem GFP-Signal nicht als solcher identifiziert werden konnte
oder ein nach der Markierung nicht mehr funktionierender Antikdrper vorlag.

Da die Reaktion zwischen dem Glykoprotein und seinem Antikérper im Westernblott
funktioniert, sind weitere Untersuchungen notwendig. Es kann z.B. ein anderer Laser ge-
nutzt werden, der die Analyten statt im griinen im roten Bereich anregt. Dabei muss ein
anderes Markierungsreagenz wie Texas Red genutzt werden. Die andere Moglichkeit ist,
nicht mit LIF zu detektieren, sondern den Antikoérper mit einem stark UV-absorbierenden
Farbstoff (z.B. 2-Anthrazensulfoylchlorid) zu koppeln. Mit beiden Methoden kann das

storende Signal des GFP eliminiert werden.

In dieser Arbeit wurden kapillarelektrophoretische Methoden entwickelt und auf verschie-
dene Produkte aus Bioprozessen angewendet. Es wurde gezeigt, dass die Kapillarelektro-
phorese in verschiedenen Bereichen der Biotechnologie eingesetzt werden kann und ge-
geniiber anderen Analysenmethoden Vorteile bietet. Als Beispiele seien hier kiirzere Ana-
lysendauer, Automatisierbarkeit der Methode und damit weniger nicht reproduzierbare
Fehler, sehr geringe Probenkonzentrationen und geringerer Chemikalienverbrauch ge-
nannt.

Weiter verbessert werden kann die Analytik komplizierter Gemische, die z.B. bei einem
enzymatischen Abbau von Proteinen entstehen, durch die Kombination verschiedener Ana-
lysemethoden wie HPLC, MS, GC und CE. Kopplungen zwischen Kapillarelektrophorese
und nachfolgendem Massenspektrometer sind bekannt. Bei der Kopplung anderer Gerite

mussten bisher meistens off-line Schritte zwischen den einzelnen Methoden, wie z. B. Um-
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fiillen, durchgefiihrt werden. Ziel ist es, auch diese Methoden so koppeln zu konnen, dass
durch Automatisierung Fehler durch die Handhabung einzelner ausgeschlossen werden
konnen.

Ein Losungsansatz wiren hier die immer weiter verbreiteten Elektrophorese-Chips, auf
denen viele Analysen parallel ablaufen konnten. Durch entsprechende Konditionierung
dieser Chips wire es mdglich, in sehr kurzer Zeit mit minimalem Proben- und Chemika-
lienverbrauch gleichzeitig Informationen iiber das Molekulargewicht, die Produktreinheit,

den isoelektrischen Punkt und die biologische Reinheit einer Substanz zu erhalten.
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12 Anhang

12.1 Abklrzungsverzeichnis

ACE Affinitats-Kapillarelektrophorese (Affinity Capillary Electrophoresis)
AU Absorptionseinheiten (Absorption Units)

BSA Bovine Serum Albumin

CE Kapillarelektrophorese (Capillary Electrophoresis)

CEC Kapillarelektrochromatographie (Capillary Electrochromatography)
CGE Kapillargelelektrophorese (Capillary Gel Electrophoresis)

CHO Chinese Hamster Ovary

cIEF Kapillarisoelektrische Fokussierung (Capillary Isoelectric Focusing)
cITP Kapillarisotachophorese (Capillary Isotachophoresis)

CTAB Cetyltrimethylammoniumbromid

CTAH Cetyltrimethylammoniumhydroxid

CZE Kapillarzonenelektrophorese (Capillary Zone Electrophoresis)
DTAF 5-([4,6-Dichlorotriazin-2-ylJamino)fluorescein

E. coli Escherischia coli

EOF Elektroosmotischer Fluss

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FMOC 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

GC Gaschromatographie

GP Glykoprotein

HIV Human Immunodeficiency Virus

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (High Pressure Liquid Chroma-
tography)

HPMAC  High Performance Monolithic Affinity Disk Chromatography

KPP Kaliumphosphatpuffer

LIF Laser-induzierte Fluoreszenz

MEKC Mizellare Elektrokinetische Kapillarchromatographie (Micellar Electrokinetic
Capillary Chromatography)

OPA ortho-Phthaldialdehyd

PBS phosphate buffered saline

PDA Photodiodenarray
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PDC Dipicolinséure (2,6-Pyridindicarbonsdure)

RFU Relative Fluoreszenzeinheiten (relative fluorescence units)
tPA Gewebe Plasminogenaktivator (tissue plasminogen activator)
SDS Natriumdodecylsulfat

TFA Trifluoressigsédure

uv Ultraviolett
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12.2 Material und Methoden

12.2.1 Kapillarelektrophorese Beckman-Coulter P/ACE MDQ [7]

Die Kapillarelektrophorese (CE) P/ACE MDQ der Firma Beckman — Coulter ist {iber einen
A/D-Wandler mit einem Personalcomputer (Intel Pentium III, 500 MHz, 128 MB RAM)
verbunden, iiber den alle Funktionen der CE mittels der Software P/ACE MDQ gesteuert
werden konnen.

Die Kapillarelektrophorese besitzt einen Autosampler, so dass mehrere Messungen hinter-
einander durchgefiihrt werden kénnen. Dieser besteht aus vier Tischen, die auf zwei Schie-
nen befestigt und dreidimensional in x-, y- und z-Richtung verschiebbar sind.

Zwei dieser Tische sind fiir Spiillosungen und Puffer, die anderen zwei, die zwischen 4°C
und 60°C temperierbar sind, fiir die Probengefifle vorgesehen. Wenn die Raumtemperatur
zwischen 15°C und 30°C liegt, betrigt die Temperaturstabilitit + 1°C. Probengefdfie gibt es
in zwei verschiedenen Grdfen, bis 100 uL und 100 — 250 pL. Sowohl auf der Inlet- (Kapil-
laranfang) als auch auf der Outletseite (Kapillarende) stehen fiir diese Probengefille 48
Positionen zur Verfiigung. Es gibt zwei weitere Einsitze, die Titerplatten gleichen und fiir
96 Proben geeignet sind.

Die PuffergefdBBe haben ein Fassungsvermdgen von ca. 2 mL, und sowohl auf der Inlet- als
auch auf der Outletseite sind 36 Positionen vorhanden.

Die Proben- und Puffergefile werden pneumatisch angehoben. Die Injektion der Losun-
gen kann sowohl durch Druck, als auch elektrokinetisch oder durch Vakuum erfolgen. Zur
elektrophoretischen Trennung sind zwei Parameter verfligbar. Es kann eine Spannung zwi-
schen 1 kV und 30 kV angelegt werden oder ein Stromstirke, der zwischen 1 pA und
300 pA liegen muss. Die Platinelektroden befinden sich auf gleicher Hohe wie die Kapil-
larenden. Eine schematische Darstellung der P/ACE MDQ Kapillarelektrophorese zeigt
Abb. 12.1.
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Datenver-
arbeitung

Detektor £
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<—— Elektrolytlésung
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- Platinelektrode

Puffergefan/ Puffergefals
Probengefald Outlet
Inlet
Hochspannungs-
quelle

Abb. 12.1: Schematische Darstellung eines Kapillarelektrophoresesystems

Die fused silica Quarzkapillaren (Polymicro Technologies, vertrieben in Deutschland
durch Optronis) werden in eine thermostatisierbare Kartusche eingebaut. Der verfiigbare
Temperaturbereich liegt zwischen 5°C und 30°C und kann mit Kiihlfliissigkeit bis auf
10,1°C konstant gehalten werden.

Die Kapillaren werden vor ihrem ersten Einsatz mit 0,1 molarer Natronlauge angeétzt und
vor jedem Elektrolysezyklus je nach Kapillarlinge 1-4 Minuten mit Natronlauge und dem

CE-Puffer gespiilt, nach beendeter Trennung 1-4 Minuten mit bidestilliertem Wasser.

Die Detektion der Analyten erfolgt entweder mit Laser-induzierter Fluoreszenz (3 mW
Argonlaser, Beckman) bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm und einer Emissions-
wellenldnge von 520 nm oder mit einem Photodiodenarraydetektor, der die Wellenldngen
zwischen 190 nm und 600 nm abdeckt und bei dem zugleich die Moglichkeit besteht, bis
zu zwei weitere feste Wellenldngen einzustellen.

Die Detektion erfolgt durch ein Fenster in der Kapillare, das in die Polyimidschicht ca.

11 cm vor Kapillarende gebrannt wurde.
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Die Kalibration des PDA-Detektors erfolgt nach Anschalten des Gerites iiber die ,,Direct
Control“-Funktion der PACE/MDQ-Software. Der Laser wird bei Benutzung nach einer
Vorschrift der Firma Beckman-Coulter mit einem dafiir vorgesehenen Programm, dem

,Calibration Wizard®, kalibriert, um ein gutes Signal/Rausch-Verhiéltnis zu erhalten.

Alle CE-Daten werden ausnahmslos mit einer Rate von 4 Hz aufgenommen.

12.2.2 Cary 50 Photometer der Firma Varian [137]

Bei dem Cary 50 Photometer der Firma Varian handelt es sich um ein 2-
Strahlspektrophotometer mit einer Xenon-Blitzlampe. Es deckt den Wellenldngenbereich
zwischen 190 nm und 1100 nm ab. Durch den Gebrauch der Xenon-Lampe ist es mdglich,
Scangeschwindigkeiten bis zu 24000 nm/min zu erreichen, das entspricht bei einem
normalen Scanbereich von 300 nm einer Analysendauer von unter einer Minute. Der
Festspalt liegt bei 1,5 nm, und als Detektoren dienen zwei Silizium-Dioden. Das
Photometer ist unabhingig vom AuBenlicht, d.h., die Proben koénnen sowohl bei
geschlossenem als auch gedffnetem Probenraum gemessen werden. Des weiteren ist eine

Temperierung bei der Probenmessung durch einen externen Thermostat moglich.

12.2.3 Durchfiihrung des ELISA (Testkit Imulyse™ tPA)

1. Ansetzen des Coating Puffers (Puffer zur Immobilisierung von Antikorpern auf
Mikrotiterplatten): 0,21 g NaHCO3 werden in 25 mL Wasser (bidest) gelost.

2. Herstellung der coating-Losung: 250 pL ,,Coat* (Antikdrperkonzentrat) werden auf
25 mL mit Coating-Puffer aufgefiillt.

3. ,Coating“: zur Immobilisierung der tPA-Antikérper werden je 200 pL Coating-
Losung mit einer 8 Kanal-Pipette in jede Kavitit gefiillt.

4. Inkubieren: die mit Coating-Losung befiillte Platte wird abgedeckt und 16-18 h bei
Raumtemperatur inkubiert.

5. Waschen: nach erfolgter Inkubation wird die Platte auf einem FlieBpapier ausgeschla-
gen und 4 mal gewaschen. Das Waschen erfolgt derart, dass jede Kavitdt mit 400 pL
PET-Puffer befiillt, 3 Minuten gewartet und die Platte kréftig auf einem Papier ausge-

schlagen wird.
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6.

Ansetzen der tPA-Standardldsungen: 15 pL des tPA-Standards wird mit einem PET-
Puffer auf 500 pL zur tPA-Ausgangslosung verdiinnt. Tabelle 12.1 gibt die weiteren

Verdiinnungen der benétigten tPA-Standardlésungen an.

Tab. 12.1: Verdiinnungen der tPA-Standardlésungen

tPA-Konzentrationen der =~ Volumen tPA-Ausgangslosung Volumen PET-Puffer

Standardlosungen [uL] [uL]
30 100 0
24 80 20
18 60 40
12 40 60
6 20 80
3 10 90
1,5 5 95
0 0 100

10.

11.
12.

13.
14.

. Proben- und Standardlosungen auftragen: 10 pL Probeldsung bzw. Standardlosung

werden mit einer Pipette in die Kavitéten pipettiert (Doppelbestimmung).

. Inkubation: Die Platte wird mit einer Aluminiumfolie abgedeckt und fiir 3 h bei

Raumtemperatur (RT) unter leichtem Schiitteln inkubiert.

. Konjugatzugabe: 40 pL Konjugat-Konzentrat werden zu 8 mL mit PET-Puffer ver-

diinnt. 50 uL der Verdiinnung werden in jede Kavitit pipettiert.

Inkubation: Die Platte wird mit einer Aluminiumfolie abgedeckt und fiir 2 h bei RT
unter leichtem Schiitteln inkubiert.

Waschen: wie unter 5. beschrieben

Substratzugabe: Das Substrat ortho-Phenyldiamin wird zunédchst in 3 mL Wasser (bi-
dest) geldst und dann zu 24 mL verdiinnt. Das Substrat sollte 30 Minuten vor Ge-
brauch gelost werden. Kurz vor der Substratzugabe werden 10 pL. H,O, zugegeben.
Jeweils 200 pL dieser Losung werden mit einer 8-Kanal-Pipette in die Kavititen
pipettiert.

Inkubation: 30 Minuten im Dunkeln bei RT.

Stoppen der Reaktion und Auswertung: Durch Zugabe von 50 pL 4,5 molarer H,SOy4-
Losung wird die Reaktion gestoppt. Nach 10 Minuten (zur Stabilisierung der Farbe)

wird bei 495 nm in einem Photometer fiir Mikrotiterplatten die Extinktion gemessen.
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12.2.4 Durchfiihrung des Fluorotag FITC Konjugationsset [96]

1. Herstellung der Natriumcarbonat-bicarbonat Puffers durch Losen der Chemikalie in
50 ml bidestilliertem Wasser. Der pH-Wert dieser Losung betrédgt 9,0.

2. Vorbereitung von mindestens 0,25 mL Antikorperlosung mit einer Konzentration von
5,0 mg/mL in dem unter 1. hergestelltem 0,1 M Carbonat/Bicarbonat-Puffer, pH 9,0.

3. 0,2 mL (1,0 mg) der Antikdrperlosung werden in einem Reaktionsgefdll vorgelegt.

4. Die FITC-Losung wird durch Zugabe des FITC in 2 mL 0,1 M Carbonat/Bicarbonat
Puffer hergestellt. Dann schiitteln, bis sich alles FITC gelost hat. Die Losung sollte vor
jedem Labelling frisch hergestellt und innerhalb von 5 Minuten verbraucht werden, da
wassrige FITC-Losungen nicht stabil sind. Diese Losung wird als ,,20:1 FITC* be-
zeichnet und kann nach Bedarf weiter verdiinnt werden.

5. Die bendtigten Verdiinnungen des FITC-Konjugats werden wie in Tabelle 12.2 ange-
geben durchgefiihrt.

Tabelle 12.2: Verdiinnungen des FITC-Konjugats

Erwartetes Fluorescein/ | Kennzeich- | 0,1 M Natriumcarbonat/ Eingesetzte Menge

Protein (F/P) Verhéltnis nung -bicarbonat Puffer FITC-Lsg.
3zub 20:1 2,0 mL 20:1 FITC
27zu4 10:1 0,5 mL 0,5 mL 20:1 FITC
1zu?2 5:1 0,75 mL 0,25 mL 20:1 FITC

6. 50 pL der passenden FITC-Verdiinnung werden tropfenweise in das entsprechend
markierte Gefd3 gegeben. Nach Beendigung wird das Gefal3 verschlossen und mit Alu-
miniumfolie abgedunkelt.

7. Das Reaktionsgefdl wird unter leichtem Riihren fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur

inkubiert.

12.2.4.1 Isolierung des gelabelten Proteins

1. Das PBS (phosphate buffered saline)-Paket wird in einem Liter Wasser gelost.

2. Die Sephadex-Siule wird iiber einem Becherglas platziert. Nach Abnehmen der oberen
Kappe und Abschneiden der unteren Spitze der Séule l4uft die liberschiissige Fliissig-
keit durch. Die Gefahr des Trockenlaufens der Séaule besteht nicht.

3. Die Sédule wird mit 6 * 2 mL PBS-Losung dquilibriert. Bei spiaterem Gebrauch der Siu-
le werden die obere und untere Kappe wieder aufgesetzt und die Sdule bei 0-5°C gela-

gert.
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4. Die Reaktionsmischung wird auf die Séule aufgegeben und der Durchfluss gesammelt.

5. Die Sdule wird mit 2,5 mL PBS eluiert, und 0,25 mL Fraktionen werden gesammelt.
Die Absorption jeder Fraktion bei 280 nm wird bestimmt. Wahrend der Elution werden
zwei Banden sichtbar. Das Konjugat befindet sich in den Fraktionen, die die erste Ban-
de aufweisen.

6. Die Hauptfraktionen werden vereinigt, Fraktionen mit einer Absorption, die bei
280 nm kleiner als 0,2 ist, werden nicht gesammelt.

7. Um ungebundene Fluorophore zu entfernen und um die Sédule zu regenerieren, wird
diese mit 35 mL PBS-Losung gewaschen und fiir lingere Lagerzeiten noch einmal mit
10 mL PBS-L6sung, die zusitzlich 0,05 % Natriumazid enthélt.

8. Zur Bestimmung des Fluorescein/Protein (F/P)-Verhéltnisse wird das Konjugat (wie
spater beschrieben) photometrisch untersucht.

9. Nach Bestimmung des F/P-Verhéltnisses wird dem Konjugat zur stabilen Lagerung
1% BSA und 0,1 % Natriumazid zugefiligt. Das Konjugat wird bei 0-5°C unter
Lichtausschluss gelagert.

12.2.4.2 Bestimmung des Fluorescein/Protein Verhaltnisses

Das F/P-Verhiltnis wird definiert als das Verhéltnis der Mole an FITC zu dem der Proteine
in dem Konjugat. Um dieses Verhiltnis zu bestimmen, muss zuerst die Absorption des

Konjugats bei 280 nm und 495 nm bestimmt werden.

1. Das Konjugat wird in einer Quarzkiivette vorgelegt. Die Absorption bei 280 nm (Ag0)
und 495 nm (A49s) wird ermittelt. Sie sollte bei 280 nm zwischen 0,2 und 1,4 liegen.
Befindet sie sich auBlerhalb dieses Bereichs, mufl das Konjugat entsprechend verdiinnt
werden.

2. Aus den ermittelten Absorptionswerten ldsst sich das F/P-Verhéltnis anhand der fol-
genden Formel berechnen:

F/p=— 277 s (GL. 12.1)

Azso - (0’35 D\495)

3. Die Proteinkonzentration des Fluorescein-IgG Konjugats wird nach Gl. 12.2 berechnet:

[Azxo B (0,35 DX495 )]

IgG(mg/mL) = ”

(Gl. 12.2)

Bei den meisten Formen des IgG liegt die Absorption bei einer Konzentration von

1,0 mg/mL und einem pH-Wert von 7,0 bei 1,4.
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12.3 Chemikalien und Puffer

Alanin Sigma
Arginin Sigma
Asparagin Sigma
Asparaginsdure Sigma
AS-Standard Sigma

Basic Anion Buffer Agilent
Borsdure Fluka

Brij 35 Sigma-Aldrich
Citrat-Puffer Beckman
CTAB (Cetyltrimethylammoniumbromid) Sigma-Aldrich
Cystein Sigma

DTAF (5-([4,6-Dichlorotriazin-2-yl]Jamino)fluorescein | Sigma

FITC (Fluoresceinisothiocyanat), Isomer | Sigma
Glutamin Sigma
Glutaminsdure Sigma

Glycin Sigma
Gly-Gly-Phe ICN biomed
HCl Fluka

Histidin Sigma
Isoleucin Sigma
Kaliumdihydrogenphosphat Sigma-Aldrich
Kaliumhydrogenphosphat Sigma-Aldrich
Kiihlflissigkeit Beckman Coulter
Leucin Sigma

Lysin Sigma
Methionin Sigma

0,1 M Natriumcarbonat- Bicarbonatpuffer, pH=9,0 Sigma
Natronlauge Sigma

PDC (Dipicolinsdure) Sigma
Phe-Gly-Gly Sigma
Phe-Gly-Gly-Phe Sigma
Phe-Gly-Phe-Gly Sigma
Phenylalanin Sigma
Phospathaltige Salzlésung (10 mM NaPOy,, 27 mM KCl, | Sigma

138 mM NaCl, pH=7,4)

Phosphorsdure Fluka

Prolin Sigma

SDS (Natriumdodecylsulfat) Fluka

Serin Sigma
Threonin Sigma

tPA (tissue Plasminogen activator) Sigma
N-[Tris-(hydroxymethyl)methyl]glycin = Tricine Sigma
Tryptophan Sigma

Tyrosin Sigma

Valin Sigma
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