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Zusammenfassung

Proteinauftrennung aus Standardproteinmischungen und industriellem
Kartoffelfruchtwasser mittels Membranadsorbern

Im Bereich der Proteinforschung ist in den letzten Jahren das Probenaufkommen enorm gestiegen. Neue
Methoden die zur Verkirzung der Untersuchungszeit fithren, miissen im Bereich der Trennung und
Aufreinigung von Proteingemischen untersucht und erarbeitet werden. Die Membrantechnologie bietet
zur klassischen Chromatographiesiule eine schnelle und leicht durchfithrbare Alternative in der
Proteintrennung und  Aufreinigung. In dieser Arbeit wurden Zentrifugationseinheiten und
Durchflussmembranadsorber verwendet, die mit Ionenaustauschermembranen bestlickt waren. Es wurde
ihre Anwendbarkeit auf Trennungen von Standardproteinmischungen und die Abtrennung von
Kartoffelproteinen aus Kartoffelfruchtwasser untersucht.

Die Zentrifugationseinheiten mit Membranoberflichen bis zu 7,48 c¢cm? wurden zur Auftrennung von
Standardproteinmischungen im Mikrolitermal3stab eingesetzt und bieten eine schnelle Méglichkeit zur
Auftrennung von HSA und IgG- Proteingemischen. Eine gute Auftrennung in die einzelnen Proteine der
Standardproteingemische konnte tber die Durchflussadsorber mit Membranoberflichen von 15 cm?
erzielt werden.

Neben Standardproteingemischen wurde als komplexes Gemisch Kartoffelfruchtwasser untersucht und
versucht in seine Hauptbestandteile aufzutrennen. Kartoffelfruchtwasser ist ein Abfallprodukt aus der
industriellen Stirkeherstellung und enthilt neben dem Hauptprotein Patatin (43 kDa) eine Vielzahl
unterschiedlicher Protease Inhibitoren (9-22 kDa). Die biologisch hohe Wertigkeit des Patatins macht
dieses Protein auf dem Markt der Nahrungsmittelveredelung interessant.

Die Abtrennung der Kartoffelproteine tber Ionenaustauschermembranen wurde zuerst im
MikrolitermaB3stab tiber Zentrifugationseinheiten nach dem Scouting Prinzip durchgefiihrt. Die dabei
gewonnenen Erkenntnisse wurden auf groflere Adsorbereinheiten mit Flichen von 15 und 75 cm?
angewandt und optimiert. Unterschiedliche Puffersysteme, Elutionssalze sowie Elutionsprofile wurden
untersucht. Die Patatinabtrennung erfolgte iiber starke Anionenaustauschermodule, die Protease
Inhibitoren wurden tber starke Kationenaustauschermembranen abgetrennt. Die Abtrennung wurde tiber
gekoppelte Adsorbermodule in der FPLC durchgefiihrt. In einer anschlieBenden durchgefiihrten
zweistufigen Elution in der FPLC wurden die Proteine von den entkoppelten Membranenadsorbern
gelost. Es wurde mit einem 0,5 M NaCl Eluenten eine maximale Ausbeute von 62% an Patatin erzielt, das

entspricht einer Bindungskapazitit von 0,31 mg Protein/cm? Membran.

Stichworte: Membranadsorber, lonenaustauschchromatographie, HSA-IgG, Kartoffelfruchtwasser,

Kartoffelproteine, Patatin, Protease Inhibitoren, FPLC



Abstract

Separation of proteins from standard protein mixtures and industrial potato fruit juice

with membrane adsorber

The requirement of analysing samples in protein research increased in the last years. New
methods for a faster separation and purification of protein mixtures must be analysed and
developed. The membrane technology is an alternative method to the classical column
chromatography in protein separation and purification. In this work spin columns and membrane
adsorber were used with ion-exchange membranes. The applicability of the moduls for the
separation of standard protein mixtures and proteins of potatoe fruit juice were tested.

Spin column with a membrane area of 7.48 cm? were applied to separate proteins from mixtures
in the microliter format. The separation of HSA-IgG mixtures were successful with the spin
column. Membrane adsorbers with a membrane area of 15 cm? were applied to separate proteins
from standard mixtures.

Potatoe fruit juice is a by-product from the industrial starch production. It containes the main
protein patatin (43 kDa) and different protease inhibitores (9-22 kDa). The interesting side of the
patatin is the high nutitional value comparable to the whole egg and the employment in the
market of the aliment.

For a first screening the separation of the potato protein was performed using ion-exchange
membranes in the spin columns format according to the scouting principle. After evaluation of
the ideal separation method, membrane adsobers with membrane areas of 15 and 75 cm?® were
used and the methods were optimized. The separation of patatin from the potato fruit juice was
effective with strong anion membrane adsorbers. Strong cation membrane adsorbers were
applied for the separation of the protease inhibitors. Both membrane modules were coupled and
embedded into a FPLC. The elution was done in two steps. The maximum yield of 62% patatin
was achieved with 0.5 M NaCl in the elution buffer, this corresponds to 0.31 mg protein /cm?

membrane area.

Keywords: membrane adsorber, ion-exchange chromatography, HSA-IgG, potato fruit juice,

potato proteins, patatin, protease inhibitors, FPLC
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Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

In den letzten zwei Jahrzehnten hat die Proteinforschung an Bedeutung gewonnen und ist neben
der Molekulargenetik ein wichtiger Bestandteil der Biowissenschaften geworden. Man erkannte,
dass nicht nur die Entschliisselung und Sequenzierung der Genome von Organismen wichtig ist,
sondern dass die Proteinidentifizierung ein ebenso wichtiges Arbeitsgebiet ist. Obwohl die
Proteomforschung eine lingere Tradition als die Genomforschung hat, gestaltet sie sich doch
wesentlich schwieriger. Da die Kombinationsmdéglichkeiten der 20 Aminosiuren zu den
unterschiedlichen Proteinen ungleich hoher sind als die der 4 Bausteine der DNS, bené6tigt man
umfangreichere Methoden zur Proteomanalytik, die erst in den letzten Jahren entwickelt worden
sind. Erst die Proteomic gibt einen Einblick in das Geschehen in einer lebendigen Zelle
[Schrattenholz, 2001].

Biowissenschaften und Biotechnologie beinhalten aber nicht nur die Erforschung biologischer
Substanzen, sondern auch die ErschlieBung und Verarbeitung neuer Rohstoffe, vor allem mit
Schwerpunkt auf die nachhaltige Gewinnung von Rohstoffen mit hoher Wertschépfung.

Das dadurch entstehende hohe Aufkommen an zu untersuchenden Proben erfordert eine
Verktrzung  der  Untersuchungszeit  fur  einzelne  Proben.  Die  klassischen
saulenchromatographischen Verfahren zur Trennung und Aufreinigung von Proteingemischen
sind fiir viele Untersuchungen zu zeit- und personalaufwendig. Neue Moglichkeiten bietet die
Membrantechnologie in ihren unterschiedlichen Einsatzgebieten und Anwendungsformen. Die
Abtrennung von Proteinen oder anderen Substanzen erfolgt nicht mehr nur Gber
GrolBenausschlull durch Membranen, sondern kann durch die bekannten
Chromatographiemethoden wie Ionenaustausch (IEX), GroBenausschlu3 (SEC) und
Affinitatschromatographie (AC) erfolgen. Die Industrie bietet dem Anwender eine grofe

Auswahl von Medien fiir eine schnelle Trennung an.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Auftrennung von Proteingemischen unter
Verwendung  von  Membranadsorbern.  Verwendet  werden dazu  zum  einen
Zentrifugationseinheiten sowie Adsorberkartuschen mit Ionenaustauschermembranen im
Labormal3stab.

Zentrifugationseinheiten  bieten dem  Anwender eine Moglichkeit zur  schnellen
Proteinabtrennung und Anreicherungen im Labormal3stab. Ziel ist es, die Trennungsleistung der
Zentrifugationsmodule fiir unterschiedliche Proteingemische zu untersuchen. Neben der

Trennung von Standardproteingemischen wurden auch die Moglichkeiten der Trennung und
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Aufreinigung aus komplexen Gemischen wie Kartoffelfruchtwasser untersucht. Zusitzlich wurde
untersucht, in wie weit die gewonnenen Daten auf groflere Membranadsorbermodule tibertragbar
sind.

Die Hauptprobe fiir die Membranadsorbermodule war das komplexe Proteingemisch
Kartoffelfruchtwasser, das ein Abfallprodukt aus der Stirkeindustrie ist.

Die bei der Stirkeproduktion anfallenden Kartoffelfruchtwisser belaufen sich pro Jahr auf 6
Millionen Tonnen in Europa. Kartoffelfruchtwasser enthilt neben Mineralstoffen, Vitaminen
und Reststirke auch ca. 2 % Protein und ist somit eine preiswerte Proteinquelle.

Patatin als Hauptprotein der Kartoffel stellt ein erndhrungsphysiologisch wertvolles Protein dar,
das zukiinftig als Nahrungsmittelzusatzstoff fiir Spezialnahrung (Sportler, Kleinkinder,
Krankenbereich) angewendet werden konnte. Die in der Kartoffel vorkommenden Protease
Inhibitoren stellen die andere Hauptgruppe der Proteine dar. Da sich die isoelektrischen Punkte
der Proteine unterscheiden, ist die Abtrennung tiber Ionenaustauscher méglich. Der Einsatz von
Membranadsorbern ermoglicht im Gegensatz zur klassischen Siulenchromatographie hohe
Flussraten sowie kurze Beladungs-und Elutionszeiten. Die Membranen sind als Module in
GroBlen von 15 cm? (Labormal3stab) bis zu 8 m? (grofitechnischer Maf3stab) erhiltlich und lassen
sich auf Grund der einfachen Handhabung fir jede Anwendung anpassen und kombinieren.

Ziel war daher, die Grundlagen zur grof3technischen Abtrennung der Kartoffelproteine aus
Kartoffelfruchtwasser im Labormalistab mit Adsorbermodulen von 15 und 75 cm?
Membranfliche zu untersuchen. Die optimalen Parameter zur Beladung der Module sowie die

Elutionsbedingungen der einzelnen Proteine sollten ermittelt werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Die Kartoffel (solanum tuberosum)

Unter wirtschaftlichen Gesichtspunkten ist die Kartoffel neben der Tomate die wichtigste Art aus
der Gattung der Nachtschattengewichsen (Solanaceae) und mit threm Artenreichtum eine sehr
vielfiltige Pflanze. Die krautige Pflanze wichst mit gefiederten Blittern und ist in Kultur
einjahrig. Alle oberirdischen, griinen Pflanzenteile, sowie grine Teile der Knollen und Keime
enthalten erhohte Anteile an dem Alkaloid Solanin und sind fir den Menschen giftig. Die
Kartoffelknolle kann je nach Sorte rund, eiférmig oder lang gestreckt sein. Die Farben variieren
von dunkelbraun bis hin zu rostrot. Die Knolle dient der Pflanze als Vermehrungs — und
Uberwinterungsorgan und speichert vor allem Stirke als Reservestoff [Brockhaus, 1998;

Heiligmann, 1979].

Ihre urspringliche Heimat sind die Hochanden in Stidamerika. Dort wird sie seit Jahrtausenden
als Kulturpflanze angebaut. Nach Europa wurde die Pflanze in der zweiten Hilfte des 16.
Jahrhunderts gebracht. Die Kartoffel wurde in den Lustgirten der europdischen Hofe
hauptsichlich als Zierpflanze angebaut und galt spiter als Delikatesse. Es dauert einige Zeit bis
auch ihr Nutzen erkannt wurde. Wihrend des Dreifligjahrigen Krieges wurde sie gelegentlich
angebaut und damit zum Nahrungsmittel der einfachen Leute. Neben vielen anderen Pflanzen
erwies sich die Kartoffel als billiges und nahrhaftes Lebensmittel, das relativ einfach anzubauen
war und ertragreich in unserer Klimazone wuchs. Im 18 Jahrhundert befahlen viele
Landesfursten (u.a. Friedrich der Grofle) wihrend des Siebenjihrigen Krieges per Dekret den
Anbau von Kartoffeln, um die hungernde Bevoélkerung und Soldaten mit Lebensmitteln zu
versorgen. Seit den Napoleonischen Kriegen im 19.Jahrhundert ist die Kartoffel zu der meist
angebauten Feldfrucht in Mitteleuropa geworden und wurde zur Speise der unteren, schnell
wachsenden Bevolkerungsschichten.

Durch den einseitigen und verstirkten Kartoffelanbau ergaben sich bald Probleme mit
Schidlingen und eingeschleppten Krankheiten. Die starke Abhingigkeit vom Gedeth der
Kartoffel loste im Laufe der Zeit wiederum Hungersnéte aus. Agrarékonomen und
Agrarwissenschaftler zogen aus diesen Ereignissen den Schluf}, dass eine Artenvielfalt und
Mischkultur beim Anbau nétig sind, um solche Katastrophen zu verhindern [Hobhouse, 1996;

bioSicherheit, 2002].
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Obwohl die Kartoffel eine wichtige Rolle in der Ernidhrung spielt, geht der Pro-Kopf-Verbrauch
in Deutschland zurtck. In den 50er Jahren lag der Pro-Kopf-Verbrauch an Kartoffeln in
Deutschland bei 150 kg und sank stetig. In den letzten Jahren hat er mit 67 kg den niedrigsten
Wert in Deutschland erreicht. In der EU liegt der durchschnittliche Verbrauch mit 75 kg deutlich
hoher. Davon sind ca. 40 % industrielle Kartoffelerzeugnisse [Bayrischer Agrarbericht 2005;
bioSicherheit, 2004].

Die Anbaugebiete der Kartoffel sind hauptsichlich die nérdlichen Teile der EU. Die
Anbaufliche fur Kartoffeln verringerte sich von 1985 bis 2003 von 1,56 Mio ha auf 1,21 Mio ha
in der EU. Durch die Wiedervereinigung Deutschlands kam es zunichst zu einer Steigerung der
Anbaufliche, die in den folgenden Jahren verringert wurde. Eine erhebliche Auswirkung auf den
Kartoffelanbau hatte die EU-Osterweiterung 2004. Die Anbaufliche in der EU erhohte sich um
78% auf 2,2 Mio ha. Da die Ertragsrate in den neuen Beitrittslaindern nicht so hoch ist stieg die
Erntemenge der Kartoffeln um 39 % auf 65 Mio t 2004 an. Die Bevolkerung in der EU stieg
durch die Osterweiterung nur um ca. 20 % auf 454 Mio Menschen an [Bayrischer Agrarbericht
2005].

Auch wenn die Bedeutung der Kartoffel als Grundnahrungsmittel stetig abnimmt, ist sie aus
unserer Hrnidhrung doch nicht weg zu denken. Neben 15-18 % Kohlenhydrate enthalten
Kartoffeln 0,1 % Fett, 2 % Ballaststoffe, 2 % Protein und 77 % Wasser auch Vitamine (Vitamin
B1, B6, C) und Mineralstoffe. Der Solaningehalt in rohen Kartoffeln schwankt je nach Sorte. Im
Durchschnitt enthalten 100 g Kartoffeln 1,8 bis 9,4 mg Solanin. Der Gehalt an Kalium ist mit
411 mg/100g Kartoffel relativ hoch [CMA-Information, 2004].

Auf Grund der hohen biologischen Wertigkeit des Proteins mit 68 % (zum Vergleich:
Hihnereiwei3 hat eine Wertigkeit von 100) ist die Kartoffel ein ernihrungsphysiologisch
wertvolles Nahrungsmittel. Nach dem Sojabohneneiwei3 hat die Kartoffel die zweithéchste
Wertigkeit eines pflanzlichen Proteins. In Kombination mit Ei, Milch und Fischeiweil3 kann die
biologische Wertigkeit noch aufgewertet werden [Strahlmann, 2000; Kadamm, 1992; Meuser,
1980].

Als Stirkelieferant ist die Kartoffel in Deutschland sehr verbreitet. Dazu werden besonders
starkereiche Kartoffelsorten angebaut. Der Anteil der aus Kartoffeln gewonnenen Stirke belief
sich 1998 auf 36 % der Gesamtstirkeproduktion. Im Gegensatz zu Weizen und Mais, die einen
Stirkegehalt von 60-70 % haben, liegt der Stirkegehalt der Kartoffel nur bei 18 % im
Durchschnitt. Dennoch werden in Deutschland auf Grund der hohen Ertrige pro Hektar

Anbaufliche mehr Kartoffeln als Getreide zur Stirkegewinnung angebaut [BMBF, 2002].
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60 % der hergestellten Stirke werden in der Lebensmittelindustrie bei Siillwaren, Getrinken und
anderen Produkten dieser Sparte verarbeitet. Neben der Lebensmittelindustrie findet Stirke
weitere industrielle Anwendung in der Papier- und Pappeherstellung, Baustoffindustrie,
Textilherstellung, Klebstoffe, Kunststoffe und der Kosmetik- und pharmazeutische Produkte.
Allein der Anteil der 2002 in der Papierindustrie verwendeten Stirke belduft sich auf 29 %
[bioSicherheit, 2004].

23 % Papierherstellung
11 % Chemie, Fermentationsprozesse
6 %  Wellpappe
6% 20 % Sullwaren
8 %  Fruchtverarbeitung
6 %  Getrinke

23% 8% 26 %  ubrige Lebensmittelindustrie

26%

Abb. 2.1.: Verwendung von Stirke in der Industrie

2.1.1 Verarbeitung von Industriekartoffeln in der Stirkeindustrie

Zugelassen zur industriellen Verarbeitung sind ca. 20 verschiedenen Kartoffelsorten mit hohem
Stirkeanteil. Der durchschnittliche Stirkegehalt einer industriellen Stirkekartoffel liegt bei 18,7
%. Fine Speisekartoffel enthilt dagegen 15 % Starke.

Die Stirkegewinnung beginnt mit der Reinigung und dem Zerkleinern der Kartoffeln.
AnschlieBend trennen Dekanter das entstandene Kartoffelfruchtwasser (KFW) von den
unléslichen Bestandteilen wie Stirke und Fasern. Die Stirke wird durch Waschen in Separatoren
von den Fasern getrennt und anschlieBend getrocknet.

Das verbleibende Kartoffelfruchtwasser darf nicht in die Kanalisation eingeleitet werden, da der
Gehalt an 16slichen Proteinen im Durchschnitt bei 20 g/L liegt. Europaweit fallen jahrlich bei der
Herstellung von 1,7 Millionen Tonnen Stirke 120000 t 16sliche Proteine in 6 Millionen Tonnen
Kartoffelfruchtwasser an. Wiirden diese Mengen an Abwasser abgefiihrt, wire eine Uberdiingung
der Gewisser die Folge. Das KFW wird durch Umkehrosmose aufkonzentriert. Damit die
folgenden Schritte der Weiterverarbeitung energie6konomischer ausgefithrt werden kénnen. Aus

dem Konzentrat des KFW werden durch Hitzekoagulation, Dekantierung und Trocknung
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Kartoffeleiwei3 gewonnen. Dieses Roheiweil3 und die Pilpe (Fasern, bei denen auf Grund der
Feuchtigkeit eine spontane Milchsiurevergirung stattfindet) werden momentan als Viehfutter
verkauft. Das proteinfreie KFW wird dem Gesamtprozess als Prozesswasser und Waschwasser

wieder zugefiihrt [Strolle, 1973; Heyde, 1998].

Filtratwasser
v
Kartoffel- g | Dekanter:
wasche ”| Reibe | Stirke und Fruchtwasser Umkehrosmose
Trennung
4_
Seperator / |
Auswgschung Eiweilfillung durch
der Stdrke Dampfinjektion
Ca. 110°C

A

<+— Eindampfung

l

Klédranlage

Abb. 2.2: Schema der industriellen
Kartoffelfruchtwassergewinnung [Lotz, 2003]

2.1.2 Kartoffelfruchtwasser aus der Stirkeindustrie

Das in dieser Arbeit verwendete Kartoffelfruchtwasser ist ein Nebenprodukt der industriellen
Stirkeherstellung. In der Kampagne 2001/2002 waten die am haufigsten verwendeten Sorten
Seresta, Producent, Elkana, Aurora und Allure. Die Stirkekonzentration dieser Sorten liegt bei
18,5 bis 19,6 %. Die Anlieferung und Verwendung der Sorten Senestra und Producent lag in der
Kampagne 2001/2002 bei 19,4 % bzw 15,2 %. Der Anlieferungsanteil der restlichen Sorten lag
unter 10 % [Emslandstirke GmbH, 2002].

Durch die verschiedenen verwendeten Sorten sind der Proteingehalt und pH-Wert des
Kartoffelfruchtwassers in jeder Kampagne, zum Teil von Tag zu Tag unterschiedlich. Ebenso hat
die Wetterlage einen grof3en Einfluss auf den Protein- und Stirkegehalt der Kartoffel [Rosenau et

al, 1979; Finley/Hautala, 1970].



Theoretischer Teil 7

2.1.3 Kartoffelproteine

Die Kartoffelproteine des Kartoffelfruchtwassers kénnen in drei Hauptgruppen eingeteilt werden
[Pots 1999, van Koningsveld 2001]. Patatin ist das Hauptprotein der Kartoffel und hat einen
Anteil von ca. 40 % l6slichem Protein im Kartoffelfruchtwassser. Die Gruppe der
Proteaseinhibitoren haben einen Anteil von 50 % am loslichen Protein der Kartoffel und stellen
damit mengenmaflig die groBte Gruppe. Sie besteht aber aus einer Mischung vieler
unterschiedlicher Proteine. Die restlichen 10 % sind Proteine, die nicht weiter klassifiziert
werden. Die Anteile der loslichen Proteine im Kartoffelfruchtwasser sind nicht genau zu
bestimmen, da jede Kartoffelsorte abweichende Angaben zu den einzelnen Gruppen aufweist
[Pouvereau et al, 2001; Ralet/ Gueguen, 1999; Allen et al, 1996; Horn, 1979; Kapoor, 1975;
Labib, 1962].

2.1.4 Patatin

Der Name Patatin wurde von Racusen und Foote 1980 [Racusen and Foote, 1980] geprigt und
leitet sich von Patate ab. Erste Untersuchungen an Kartoffelproteinen gab es bereits schon am
Ende des 19. Jahrhunderts von Osborne und Campbell. Sie beschrieben in ihrer Arbeit ein
Protein Tuberin, dass sie zu dem Hauptteil der l6slichen Kartoffelproteine zihlten. Mit der
Einfihrung der Chromatographie und Gelelektrophorese standen den Wissenschaftern weitere
Methoden zur Untersuchung von Proteinen zur Verfiigung. Anfang der 70er Jahre wurde das
Protein von Galliard und Dennis eingehender untersucht und teilweise charakterisiert [Galliard,
1971; Dennis/Galliard, 1974; Knorr, 1977]. In den 80er Jahren setzten verschiedene Gruppen
diese Untersuchungen fort [Knorr, 1980; Park, 1983; Paiva, 1983; Racusen und Weller, 1984;
Lindner et al, 1980].

Patatin stellt eine Familie von 40-43 kDa schweren Glycoproteinen dar und ist ein
Speicherprotein der Kartoffel. Racusen und Weller bestimmten vor 20 Jahren das
Molekulargewicht des Patatins mit 45 kDa, neuere Messungen ergaben ein durchschnittliches
Gewicht von 43 kDa. Untersuchungen von Pots zeigten die Existenz von Isoformen des
Proteins mit Massen von 40,3 und 41,6 kDa (bestimmt tber MALDI-TOF). Signifikante
Unterschiede der einzelnen Isoformen in Bezug auf strukturelle und konformative Eigenschaften

konnten nicht nachwiesen werden. [Pots, 1999].
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Der isoelektrische Punkt von Patatin liegt zwischen pH 4,5 und 5,2. Er ist sortenabhingig, hingt
aber auch von der Lagerung der Kartoffel und den damit verbundenen Abbauprozessen von
Proteinen ab [Racusen and Foot, 1980; Rosahl et al, 1986; Pots, 1999]. Patatin liegt in wissrigen
Losungen bei pH 7 bis 9,4 dimer (80-88 kDa) vor. Durch den Einsatz von SDS oder
Mercaptoethanol wird das Patatindimer teilweise gespaltet.

Die Sequenz von Patatin besteht aus 362 Aminosauren, die gleichmal3ig verteilt sind und keinen
hydrophoben oder hydrophilen Schwerpunkt haben. Auch sind die positiven und negativen
Ladungen der Seitenketten gleichmiBig tiber das Molekil verteilt [Pots, 1999].

Trotz der Bedeutung der Kartoffel als Lebensmittel und Proteinlieferant haben sich nur wenige
Arbeitsgruppen in den letzten 20 Jahren mit diesem Thema befasst. Erst Ende der 90er Jahre

wurde vermehrt auf dem Gebiet geforscht.

2.1.5 Protease Inhibitoren

Die Protease Inhibitoren (PI) machen bis zu 50 % der 16slichen Proteine der Kartoffel aus und
bilden im Gegensatz zur Patatinfamilie eine Gruppe, die in Molekillmasse, Aminosduresequenz,
Inhibitoreigenschaften und Aktivitit stark variiert [Kassam, 1978; Pouvreau, 2001; Hass, 1975;
Huang, 1981; Richardson, 1974; Suh, 1990]. Sie haben eine wichtige Funktion in der Pflanze zur
Bekidmpfung von Schidlingen, Pilzen und Schiadigung durch Umwelteinfliisse. Allgemein werden
die PI als eine Gruppe kleiner, hitzeresistenter und cysteinreicher Proteine mit einer Masse von 3-
23 kDa beschrieben. Sie kénnen in sieben verschiedene Inhibitorgruppen eingeteilt werden [van
Koningsveld, 2001]. Die folgende Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick iiber die Protease Inhibitoren

und ihren Characteristika.
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Tab. 2.2: Protease Inhibitoren der Kartoffel

Gruppe Molmasse in pI-Wert | Anteil am l6slichen
kDa Protein in %
Protease Inhibitor I (PI 1) 7,8 5,1-7,8 45
Protease Inhibitor II (PI 2) 10,2 5,5-6,9 22
(Dimer 20,4)

Potatoe Cystein Protease Inhibitor 20,1- 22,8 5,8-9 12
(PCPI)

Kunitz Protease Inhibitor (PKPI) 20,2 8-9 4
Carboxypeptidasen (PCI) 4,3 unbekannt 1

Serin Protease Inhibitoren (OSPI) 21,8 7,5- 8,8 1,5
Potatoe Aspartyl Protease 19,9- 22 6,2- 8,7 6

Inhibitoren (PAPI)

2.1.6 Andere Proteine im Kartoffelfruchtwasser

Im restlichen Proteinanteil von 10-12 % sind alle Proteine zusammengefasst, die nicht unter die

erst genannten Gruppen fallen. Dazu gehéren das 66,5 kDa schwere Lectin [Allen et al., 19906]

und Phenoloxidasen mit einem Molekulargewicht von 60 bis 69 kDa [Partington and Bolwell,

1996]. Ebenso sind noch Proteinkinasen und hochmolekulare Enzyme [Gerbrandy and

Doorgeest, 1972] mit 140, 180 und 600 kDa im Kartoffelfruchtwasser zu finden.
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2.2 Membranen und Membranverfahren

Membranen kommen in der Natur vor (z.B. Pflanzenmembranen zur Osmose), finden aber auch
Anwendung in der Technik und in der Medizin (Dialysemembranen). Schon 1861 wurden von
Graham synthetische Membranen bei Dialyseversuchen verwendet. Die grundlegenden
Membranprozesse sind heute die Umkehrosmose, die Pervaporation und die Gaspermeation. In
der Umkehrosmose wird eine Aufkonzentration durchgefiihrt, wobei die Vorlage und das
Permeat flussig sind. Bei der Pervaporation ist das Einsatzgemisch (Vorlage) ebenfalls flissig, das
Permeat jedoch gasférmig. Bei der Gaspermeation sind beide Komponenten gastérmig. Die
Grundanwendungen sind Konzentrierung von Loésungen oder Partikeln, Aufreinigung durch
Abtrennung von unerwinschten Stoffen und Fraktionierung einer Mischung in einzelne

Komponenten [Rautenbach, 1997; Dellweg, 1987].

Wichtig fur jeden technischen Prozel ist die Wirtschaftlichkeit. Dabei sind die zwei
Figenschaften Selektivitit und Leistungsfihigkeit von groBer Bedeutung. Uber die Selektivitit
wird die Gewinnung des Produktes gesteuert. Je nach Art des Produktes fillt es als Permeat oder
Retentat an, die Membranen miussen entsprechend der Eigenschaften des Produktes ausgewaihlt
werden. Die Selektivitit S ist tber die Zusammensetzung des Produkts und des
Ausgangsgemisches definiert. Ein Mangel an Selektivitit kann nicht wie die Leistungsfihigkeit
Uber eine Vergroflerung der Membranfliche ausgeglichen werden. Stattdessen miissen meist
mehrstufige Prozesse durchgefiihrt werden.

Membranen kénnen auf Grund ihrer Porengroflen in vier Gruppen unterteilt werden. Die
Gruppen gehen von Mikrofiltrationsmembranen (10-0,1 wm) iber Ultrafiltrations- (0,2 um -
1 nm) und Nanofiltrationsmembranen (1 nm-0,1 nm) bis hin zu Membranen fiir Umkehrosmose
(Porengrofie < 0,1 nm) [Plate, 2003].

Neben der reinen GroBenfiltration der Partikel werden Membranen mit aktivierten Oberflichen
in verschiedenen Bereichen eingesetzt. So konnen Membranen als Adsorber in

chromatographische Prozesse eingesetzt werden.
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2.2.1 Membranfiltration

Grundsitzlich wird die Separation von Partikeln aus einem Fluid mit Hilfe von Membranen als
Filtration bezeichnet. Dabei handelt es sich um eine rein physikalische Trennmethode. Das zu
filtrierende Fluid wird als Feed bezeichnet. Der Feed-Strom teilt sich in zwei Strome im
Membranprozess. Das iiberfliecBende und nicht durch die Membran tretende Fluid wird als
Retentat bezeichnet und das durch die Membran geftihrte Fluid ist das Permeat. Je nach
Versuchsanordnung und Bedingungen kann das konzentrierte Retentat oder das Permeat das

Produkt sein oder enthalten [Mulder, 1991; Gasper et al, 2000].

Feed Retentat

Permeat

——

Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Membranfiltration

Wihrend einer Membranfiltration wird die zu trennende Probe mittels hydrostatischem Druck
durch die Membran gedriickt. Ein Teil der Probe passiert die Membran, ein anderer wird von der
Membran zuriick gehalten. Um Probleme zu umgehen, gibt es zwei Arten der Prozessfithrung
mit Membranen. Die am haufigsten verwendete Prozessfithrung ist die Querstrom- oder Cruss-
Flow-Filtration. Das zu filtrierende Fluid wird nicht orthogonal, sondern parallel zur
Membranoberfliche gefiihrt. Sich dabei bildende Sedimentschichten oder Filterkuchen werden
durch die Strémung und die Scherkrifte wieder abgetragen. Im Gegensatz dazu ist die Bildung
einer Deckschicht aber bei manchen Filtrationen im Mikro- und Ultrafiltrationsbereich
erwinscht. So kann eine Verblockung der feinen Innenporen der Membran verhindert werden.
Die Cross-Flow-Filtration findet vielseitige Anwendung in der Lebensmittelindustrie und in der
Pharmazeutischen Industrie. Bevorzugt eingesetzt wird sie zur Abtrennung groBer Molekiile,
sowie bei hohen Produktkonzentrationen im Fluid.

Eine weitere Prozessfithrung ist die statische Filtration, auch Dead-end-Filtration genannt. Dabei
wird das zu filtrierende Fluid orthogonal zur Membranoberfliche durch die Membran gefihrt.
Der Nachteil dieser Methode ist der dabei entstehende Filterkuchen auf der Membran, durch den

die Filtrationszeit limitiert ist. Die Filtration muss gestoppt, der Filterkuchen entfernt und die
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Membran gereinigt werden. Daraus resultiert eine begrenzte Lebensdauer. Vorteile bietet diese
Methode jedoch beim Einsatz von Losungen, deren Inhaltsstoffe niedrige Konzentrationen
aufweisen. Ebenso wird diese Methode in der Adsorbertechnik eingesetzt, wo partikelfreie
Losungen verwendet werden. Die Bildung eines hemmenden Filterkuchens wird dabei
groBtenteils verhindert [Mulder, 1991; Ho, 1992 ].

Beide Techniken bieten insgesamt Vorteile gegentiber anderen klassischen Trennmethoden, wie
zum Beispiel Zentrifugation, Destillation, Gelfiltration und chromatographischen Techniken. Ein
entscheidender Punkt ist die Variabilitit und die Anpassungsfihigkeit der Membranen an das zu
gewinnende Produkt. Die Energiekosten sind niedrig und eine Integration in bestehende
Prozesse ist meist mit einfachen Mitteln moglich. Da die Filtrationen bei Raumtemperatur

stattfinden, ist der Prozess schonend fiir das Produkt und gewihrleistet eine hohe Qualitat.

2.2.2 Membranadsorber

Unter Adsorbersystemen versteht man Module, die mit adsorbierenden Membranen bestiickt
sind. An den Poreninnenwinden der Membranen sind funktionelle Gruppen fixiert. Diese
konnen je nach FEigenschaften der Gruppen in der Ionenaustausch-  oder
Affinititschromatographie verwendet werden. Die Adsorber werden nach dem Dead-end-Prinzip
betrieben.

Als Membranenmaterial werden Cellulose, Polymertriger oder Silicagel in Form von dinnen
Disks verwendet. An der Membranmatrix Cellulose kénnen unterschiedliche Liganden und
funktionelle Gruppen in Schichten angebracht werden. Fir Ionenaustauschchromatographie sind
im Handel Adsorber mit schwachen und starken Kationen- und Anionenaustauschern fiir den
Labor- und den Technikumsmal3stab erhaltlich. Protein A- Membranen, Epoxy und IDA-
Membranen werden fiir die Affinititschromatographie angeboten.

Die Trennung von Proteinen und Peptiden aus einem Gemisch durch Membranchromatographie
erfolgt iber den Rickhalt der Substanzen. Die Komponenten der mobilen und stationdren Phase
interagieren miteinander in unterschiedlichem Mal3. Bei starker Bindung an die stationire Phase
werden Teilchen stirker zuriickgehalten und sie wandern unterschiedlich schnell und unabhingig
von der Flussrate durch das Membranbett. Ein weiterer Trenneffekt betrifft die Fortbewegung
der Teilchen durch die stationire Phase mit ihren Zwischenraumen und Poren. In der
Membranchromatographie tritt eine geringere Zonenverbreiterung als bei den konventionellen

Sdulen auf. Bei Durchfluss der Teilchen durch das Membranbett treten durch Inhomogenititen
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(Diffusion, ungleichmilige Substanzverteilung und nichtlineare Flusseigenschaften) diese
Zonenverbreiterungen auf.

Der Einsatz von Membranadsorbern bietet in der Chromatographie viele Vorteile gegentiber den
klassischen Fullmaterialien in Chromatographiesiaulen. 95 % der Aufnahmekapazitit eines
Partikels (Bead) in einem klassischen Gel liegen in seinem Innern. Die Molekiile gelangen durch
die Poren an der Oberfliche in das Bead und erhalten somit nur durch Porendiffusion Zugang.
Daraus resultieren lange Diffusionsstrecken (Durchschnittsgrofle eines Partikels betrigt 90 wm)
fir ein Molekil in einem Gel.

Kurze Diffusionstrecken ergeben sich bei Membranadsorbern. So sind die adsorptiven Schichten
bei Ionenaustauschermembranen 0,5 -1 um dick. Die Molekiile missen nur eine Filmdiffusion
durchlaufen, wodurch eine porendiffusionskontrollierte Austauschkinetik entfallt. Die Flussraten
konnen so gegeniiber der klassischen Siulenchromatographie erhéht werden [Sartorius, 2004].
Der herabgesetzte Widerstand auf Grund einer erhéhten Porositit bei Membranen erlaubt einen
groleren Volumendurchsatz. Die Verweilzeit eines Teilchens im Membranbett ist verkiirzt und
damit auch die Prozesszeit

Ein weiterer Vorteil der Membranadsorber im Vergleich zu dem klassischen Sdulenmaterial sind
die konstanten dynamischen Bindungskapazititen. Die Flussgeschwindigkeiten zur Beladung der
Adsotbermembranen koénnen auf bis zu 100 ml/min erhoht werden, eine vergleichbare Sdule
kann nur mit einer Flussgeschwindigkeit von maximal 10 ml/min gefahren werden. Diese
Moéglichkeit reduziert ebenfalls die Prozesszeiten erheblich.

Ein Nachteil der Membranadsorber ist die im Verhdltnis zur konventionellen
Chromatographiesaule geringere Kapazitit. Dadurch kénnen Minorkomponenten —aus

Proteingemischen oftmals nur unzureichend abgetrennt und aufgereinigt werden.

Der Hauptvorteil der Adsorber- und Membrantechnik liegt in der einfachen Handhabung der
Membranadsorber. Sie erleichert das Arbeiten und ermoglicht ein schnelleres Up-Scaling vom
Labor- in den Technikumsmalstab. Niedrige Anlage- und Prozesskosten machen die
Adsorbertechnik zu einer leistungsstarken Alternative.

In dieser Arbeit wurde nur mit Ionenaustauschermodulen im Labormal3stab der Firma Sartorius

AG gearbeitet.
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3 Praktischer Teil

3.1 Verwendete Membranensysteme
3.1.1 Sartobind 15 und 75

Die Matrix der in dieser Arbeit verwendeten Membranen der Firma Sartorius AG, Géttingen
besteht aus regenerierter Cellulose. Sie haben eine Porenweite von 0,45 - 3 um und gehéren zu
den makroporésen Membranen. Die Membranen sind in Adsorbermodule aus Kunststoff
(Polysulfon) eingefiigt. Verwendet wurden Module MA 15 mit 3 LLagen Membranen und einer
Oberfliche von 15 cm® und Module MA 75 mit 15-lagigen Membranen mit einer
Gesamtoberfliche von 75 cm? Die Flussrichtung ist orthogonal zur Membranoberfliche. Die
maximale Flussrate der Module betridgt 50 ml/min fir die Sartobinds 15 und 75 ml/min fiir die

grof3eren 75er Module.

l
i// \\
'\l/

Abb 3.1: Schematische Darstellung eines
Adsorbermoduls

| «— 3 Membranen

Die Module wurden in einer PC gesteuerten FPLC eingesetzt. Vor dem Beladen mit KFW
missen die Adsorber mit Puffer equilibriert werden. Verwendet wird dazu der jeweilige
Laufpuffer, ein niedrig konzentrierter Phosphatpuffer. Sptlen mit 10-15 ml ist bei den kleinen
Einheiten zur Equilibrierung ausreichend. Fur eine optimale Auftragung und Verteilung auf den
Membranen ist es essentiell, dass die Module blasenfrei betrieben werden. Die Adsorbermodule
werden in der FPLC nach verschiedenen Programmen beladen und eluiert (siche Kap 3.5 und
Anhang).

Nach Benutzung der Module missen die Membranen gegebenenfalls mit 0,2 bis 1 M
Natronlauge gespilt oder fir 1 Stunde in NaOH gelagert werden. Die Lauge wird anschlieSend

durch griindliches Spiilen wieder entfernt. Die Module miissen bei Benutzung laugenfrei sein.
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Um eine Besiedelung mit Bakterien zu vermeiden wurde eine Losung aus 20 % Ethanol und 1 M

KCl verwendet oder Natriumazid der Losung zugefiigt.

Die in dieser Arbeit verwendeten Adsorber arbeiten nach dem Ionenaustauschprinzip, bzw. nach
der Ionenaustauschchromatographie. Verwendet wurden Membranadsorber mit starken
Kationen (S)- und Anionenaustauschern (Q), ebenso schwache Kationen (C)- und
Anionentauscher (D). Die Bindungskapazititen der einzelnen Membrantypen wurden mit

Standardproteinen bestimmt und sind der Tabelle 3.1 zu entnehmen.

Tab 3.1: Bindungskapazititen der Membranadsorber [Quelle: Sartorius, Technical specification)|

Typ | Standardprotein MA 15 MAT75
Gesamtproteinmenge | mg/cm? | Gesamtproteinmenge | mg/cm?
S Lysozym 12 mg 0,8 60 mg 0,8
C Lysozym 9 mg 0,6 45 mg 0,6
Q BSA 12 mg 0,8 60 mg 0,8
D BSA 9 mg 0,6 45 mg 0,6
3.1.11 Ionenaustauschchromatographie

In der Proteinreinigung ist die Ionenaustauschchromatographie eine grundlegende Technik und
wird meist als erster Schritt im Aufarbeitungsprozess eingesetzt. Dabei konkurrieren die
Proteinmolekiile mit den Salz-Ionen um die freien Plitze an der Ionenaustauschermatrix. Die
Coulomb’schen Wechselwirkungen bewirken die Anziehung und Bindung der geladenen
Gruppen.

Im ersten Schritt binden die Proteinmolekiile an die freien Plitze der Matrix und werden in
einem zweiten Schritt durch eine héhere Konzentration einer zur Matrix affinen Ionensorte von
den Plitzen verdringt. Eine Trennung in einzelne Proteinfraktionen erfolgt meist durch eine
Verinderung der Salzkonzentration im Eluenten.

Die Grundlage dieser Technik ist, dass Proteine aufgrund der sauren und basischen Seitenketten
positive und negative Ladungen tragen. Der Gesamtladungszustand ist abhiangig vom pH-Wert
des umgebenden Puffers. Auf Grund des charakteristischen, amphoteren Verhaltens der Proteine

kann ein Punkt der Ladungsiquivalenz bestimmt werden, der pI-Wert. An diesem neutralen




Praktischer Teil 16

Punkt kompensieren sich die negativen und positiven Ladungen des Proteinmolekiils und haben
eine Nettoladung von Null. Der pH-Wert bei dem dieser Zustand vorliegt ist der isoelektrische

Punkt und ist spezifisch fiir das jeweilige Molekdil.

S-Kationenaustauscher Q-Anionenaustauscher

Q &
9"9 ?‘e

?ef

Abb 3.2: Schematische Darstellung der Funktionsweise der Anionen-und Kationenmembran

Wichtig ist diese Eigenschaft bei Einsatz eines lonenaustauschers. Um eine starke Bindung an
den Ionenaustauscher zu gewihrleisten, muss der pH-Wert des Puffers sich vom pI-Wert um ca.
1-2 Einheiten unterscheiden. Die Molekiile liegen dann geladen vor und koénnen mit der
Ionenaustauschermatrix wechselwirken. Bei den hier eingesetzten Adsorbern sind die
Austauschergruppen an der Poreninnenoberfliche fixiert.

Unterschiedliche funktionelle Gruppen werden als Austauschergruppen bei Ionenaustauschern
eingesetzt (siche Tabelle 3.2). Generell unterteilt man in starke und schwache Anionen- und
Kationentauscher. Zu den starken kationischen Austauschern zihlen die Sulfomethyl (S) und
Sulfopropylgruppen (SP), starke anionische Austauscher sind quarternire Ammonium-
verbindungen wie Trimethylaminoethyl (QQ) und Hydroxylpropyldiethylaminoethyl (QAE). Als
starke Tonenaustauscher bezeichnet man Gruppen, die ihren Ladungszustand iiber einen weiten
pH-Bereich beibehalten und der Ionenaustausch stattfinden kann. Schwache Ionenaustauscher
haben dagegen nur einen eng begrenzten pH-Bereich, in dem sie aktiv sein koénnen.
Entscheidend fiir den Ladungszustand des Austauschers ist der pK-Wert. Liegt ein pK von 4,5
vor, so bedeutet das bei einem pH-Wert unter 5, dass zum Beispiel eine Carboxylgruppe
ungeladen vorliegt und nicht als austauschende Gruppe genutzt werden kann. Zu den schwachen

kationischen = Austauschern gehéren Carboxymethylgruppen (C), schwache anionische
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Austauscher sind Diethylaminoethylgruppen (D) [Lottspeich, 1998; Righetti, 1983; Yamamoto,
1988].

Tab. 3.2: Funktionelle Gruppen an Ionenaustauschern

Bezeichnung Abkiirzung Typ
quartire QAE Stark anionisch
Hydroxylpropyldiethylaminoethyl

quartire Trimethylaminoethyl Q Stark anionisch
Diethylaminoethyl DEAE Schwach anionisch
Carboxymethyl C Schwach kationisch

Sulfomethyl S Stark kationisch

Sulfopropyl SP Stark kationisch
Diethylamin D Schwach anionisch

3.1.2. Spinmodule Vivapure

Neben den gréBeren Adsorbermodulen wurden fiir

Vorversuche und zur  Trennung  von - -
. . . . ! A} h
Standardproteinen ~ Spinmodule  mit  einem "ﬂﬁ -
Fassungsvermogen von 500 pl verwendet. Die -‘
=
Spinmodule Vivapure Mini sind von der Firma -

Vivascience, Hannover. Die Spinmodule enthalten lonenaustauschermembranen in 1 bis 5
Lagen. Die Membranoberflichen betragen bei den Vivapure Mini M-Einheiten 1,87 cm? und bei
den Mini H-Einheiten 7,48 cm? Bestimmt wurden die Bindungskapazitit der Membranen mit
dem Standardprotein BSA fiir die Q und D Spinmodule, Cytochrom C wurde als Standardprotein
fur die S und C Spinmodule verwendet. Die Bindungskapazitit liegt bei 0,53 mg/cm?

[Herstellerangaben Vivascience, 2000].

Die Spinmodule werden mit der Probe befillt und durch Zentrifugation nach einem bestimmten
Zeit- und Geschwindigkeitsprofil betrieben. Die auf der Oberfliche der Membranen adsorbierten

Molekile werden durch Elution mit steigender Salzkonzentration im Puffer von der Membran
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gel6st. Durch Zentrifugation gelangt der Eluent durch die Membran und wird in einem Behiltnis

aufgefangen. Das verwendete Standardprotokoll ist im Anhang beschrieben.

Waschschritt Elution eluierte Probe

Bindung

Abb. 3.3: Ablaufschema zur Handhabung der Vivapure Spineinheiten [Vivascience, 2000]

3.2  Auftrennungsversuche von Standardproteinmischungen iiber

Ionenaustauschermodule

Um die Leistungsfahigkeit von Ionenaustauschermembranen in Spinmodulen und
Adsorbereinheiten nach dem Dead-end-Prinzip zu testen, sollten Standardproteinmischungen
aufgetrennt werden. Verwendet wurden dafiir Zentrifugenmodule (Vivapure mini H) der Firma
Vivascience AG und Adsorbermodule der Firma Sartorius mit starken Ionenaustauscher-
Membranen. Die Auswahl der Proteine erfolgte derart, dass jeweils ein Protein der Mischung

unter den gewihlten Bedingungen nicht an die Membran binden sollte.

Tab. 3.3: Proteingemisch 1 zur Trennung tiber Kationenaustauscher-Membranen

Proteine Isoelektrischer Punkt Molekiilmasse [kDa]
Humanes Albumin pl 4,8 66,5
Trypsinogen pl 9,3 25,0
Lysozym (Egg white) pI 11,0 14,3

Tab. 3.4: Proteingemisch 2 zur Trennung tiber Anionenaustauscher-Membranen

Proteine Isoelektrischer Punkt Molekiilmasse [kDa]
Amyloglucosidase pl 3,5 97
Carboxypeptidase pl 6,0 34

Lysozym pI 11,0 14,3

[Righetti, 1983; Vivascience, 2000]
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Das Gemisch zur Trennung tber eine S-Membran enthilt humanes Albumin, das auf Grund des
niedrigen pl-Wertes bei den gewihlten pH-Werten des Auftragspuffers nicht auf der Membran
binden sollte. Die andere Standardmischung enthilt Lysozym, welches nicht auf der Q-Membran
bindet. Diese beiden Proteine sollen bei den jeweiligen Versuchen durch die Membran flief3en,
ohne zuriickgehalten zu werden.

Zur Herstellung der Standardproteingemische wurden die entsprechenden Proteine zu gleichen
Anteilen eingewogen und entsprechend einer Konzentration von 5 mg/ml Gesamtprotein gelost.

Die Konzentration der einzelnen Proteine betrug 1,67 mg/ml.

3.2.1 Trennung eines Standardproteingemisches mittels Vivapure S

(Spinmodul mit Kationenaustauscher-Membran)

Alle Arbeiten in diesem Abschnitt wurden in Vivapure Mini H —Einheiten, die S-Membran
beinhalteten, durchgefithrt. Verwendet wurde 400 ul Standardproteingemisch 1. Die Arbeiten
wurden gemill Protokoll (siehe Anhang) durchgefiihrt. Die Ionenaustauschermembranen
mussten vor der Verwendung mit Puffer equilibriert werden. Die S-Membranen wurden mit
Acetatpuffer (pH 5,5) equilibriert. AnschlieBend wurden die Membranen mit jeweils 400 ul
Standardgemisch (entspricht 2 mg Gesamtprotein) beladen. Um eine Uberladung der
Membranen zu verhindern, wurden nur 50 % der Kapazitit ausgenutzt (Bindungskapazitit 4
mg/pro Kartusche, siche Herstellerangaben). Uberschiissige Proteine, die nicht auf der Membran
gebunden wurden, wurden in einem Waschschritt von der Membran gewaschen. Die gebundenen
Proteine wurden anschlieBend mit NaCl in Puffer in 0,1 molaren Schritten im Bereich von 0,1 bis
1,5 M von der Membran eluiert. Die so gewonnenen proteinhaltigen Fraktionen wurden einem
Protein Test (Coomassie Plus, Pierce, GroBbritanien) unterzogen und der Gesamtproteingehalt

bestimmt.

Die Untersuchung ergab fur die Fraktionen von der S-Membran, dass 79,2 % der eingesetzten
Proteine auf der Membran binden, obwohl die Beladungskapazitit von 4 mg Protein/ Modul
nicht ausgeschopft wurde. 20,8% der eingesetzten Proteine haben nicht auf der Membran

gebunden und konnten im Durchlauf nachgewiesen werden. Die Hauptmenge der gebundenen
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Proteine (13,1%, 12,5% und 10,7%) wurde mit 0,1 M, 0,2 M und 0,5 M NaCl in Acetatpuffer pH

5,5 von der Membran eluiert,

Tab. 3.5: Ergebnisse der Proteingehaltsbestimmung (Coomassie Plus Test, Pierce)

Fraktion Gesamtproteingehalt [%o] Gesamtproteingehalt in
[mg]
Durchlauf 20,8 0,42
0,1 M NaCl in Puffer 13,1 0,26
0,2 M NaCl in Puffer 12,5 0,25
0,3 M NaCl in Puffer 9,9 0,2
0,4 M NaCl in Puffer 8,8 0,18
0,5 M NaCl in Puffer 10,7 0,21
0,6 M NaCl in Puffer 8,5 0,17

In den restlichen Elutionsschritten lag der Anteil an geléstem Protein unter 10 %. Es scheint ein
gleichférmiger Ionenaustausch in den einzelnen Elutionsschritten statt zu finden. Das weist auf
keine spezifische Separation in einzelne Proteinfraktionen hin. Bestitigt wird die Annahme durch

eine gelelektrophoretische Untersuchung.
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: - 4 0,2 M NaCl Eluat
-— ? 36 5 0,3 M NaCl Eluat
' * 4 # 6 0,5 M NaCl Eluat
™ : 66 7 0,7 M NaCl Eluat
: 38 Molekulargewichtsstandard (Sigma)
- 34
: o978
a ] s
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Abb 3.3: Proteintrennung tber Vivapure S, SDS-PAGE-Gel (12,5 %, Silberfirbung; Phast-System,
Amersham Pharmacia)

Es konnte keine Auftrennung der Proteine unter den gewihlten Bedingungen erreicht werden.
HSA erscheint in der Durchlauffraktion und in jeder Elutionsfraktion. Trypsinogen und Lysozym

werden ebenfalls nicht separat von der Membran gelost, sondern nur als Gemisch.
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3.2.2 Trennung eines Standardproteingemisches mittels Vivapure Q

(Spinmodul mit Anionenaustauscher-Membran)

Die Arbeiten mit den Vivapure Mini H-Modulen mit Q-Membran wurden mit 400 pl
Standardproteingemisch 2 gemil3 Protokoll (siehe Anhang) durchgeftihrt. Als Auftragspuffer
wurde 25 mM Tris-HCI-Puffer pH 8 verwendet.

Die Untersuchungen der gewonnenen Fraktionen der Q-Membran ergaben, dass 49,18 % der
eingesetzten Proteine auf der Membran binden. 50,8 % der Proteine blieben ungebunden und
wurden im Durchlauf nachgewiesen. Auch in diesem Fall wurde die Beladungskapazitit von 4 mg
Protein/ Modul nicht voll ausgeschopft. Die Hauptmenge der Proteine wird mit 0,1, 0,2 und 0,4
M NaCl in Tris-HCI- Puffer pH 8 von der Membran eluiert.

Tabelle 3.6: Ergebnisse der Proteingehaltsbestimmung (Coomassie Plus Test)

Fraktion Gesamtproteingehalt [%] Gesamtproteingehalt
[mg]
Durchlauf 50,8 1,02
0,1 M NaCl in Puffer 17,3 0,35
0,2 M NaCl in Puffer 13,6 0,27
0,3 M NaCl in Puffer 4,9 0,1
0,4 M NaCl in Puffer 11,7 0,23
0,5 M NaCl in Puffer 1,3 0,03

In den folgenden Elutionsfraktionen konnten keine Proteine mehr nachgewiesen werden.

Die Untersuchung mittels Gelelektrophorese hat gezeigt, dass sich Lysozym im Durchlauf
befindet. Die Bindung kann auf der Q- Membran nicht erfolgen. Die Durchlauffraktion (Abb.
3.4: Gel 2, Bahn 6) ist frei von den anderen Proteinen. In den folgenden Elutionsfraktionen
wurden nur Gemische der Proteine nachgewiesen; eine weitere Auftrennung konnte nicht

erreicht werden.
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Gel 1

Gel 1:
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Proteingemisch
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Carboxypeptidase
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Gel 2:

1
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Molekiilmarker

Eluent 0,1 M NaCl
Eluent 0,2 M NaCl
Eluent 0,3 M NaCl
Eluent 0,4 M NaCl
Eluent 0,5 M NaCl
Eluent 0,7 M NaCl
Proteingemisch

Abb 3.4.: Proteintrennung tUber Vivapure Q, SDS-PAGE-Gel (12,5 %, Silberfirbung; Phast-System,
Amersham Pharmacia)

In beiden Versuchen wurde

keine vollstindige Trennung erzielt.

Die verwendeten

Proteingemische sind fiir eine Trennung tiber Zentrifugeneinheiten nicht geeignet. Der kurze

Kontakt der Proteine

mit den dinnen Membranenschichten ist fiir eine Trennung nicht

ausreichend. Grundsitzlich ist eine Trennung in anionische und kationische Proteine aber zu

erkennen.
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3.2.3 Trennung eines Standardproteingemisches iiber Sartobind S 15

(Membranadsorber mit Kationenaustauscher-Membran)

Um den Einflu3 der unterschiedlichen geometrischen Gegebenheiten von Spinmodulen und
Sartobind-Einheiten zu untersuchen, wurde eine Auftrennung der gleichen Proteingemische tiber
Membranadsorbereinheiten Sartobind- S15 und Q15 durchgeftihrt. In den Versuchen sind fir
alle Beladungs-, Wasch und Elutionsschritte Spritzen verwendet worden.

Die S-Einheit wurde zunichst mit 25 mM Acetatpuffer pH 5,5 gespilt und dabei equilibriert. Um
eine Uberladung der Membran zu verhindert wurde auch hier die Membran nur mit maximal
50 % der maximalen Proteinbindungskapazitit beladen. Das Gemisch 1 (siche Kap.3.2) wurde
mit einer Spritze auf die Membran gebracht und der Durchlauf gesammelt. Nicht gebundene
Proteine wurden mit dem Puffer von der Membran gewaschen. Die Elution erfolgte
anschlieend schrittweise. Die Fraktionen wurden gesammelt und mittels Gelelektrophorese

untersucht. In folgenden Abbildung 3.5 ist die Trennung in die einzelnen Proteine des Gemisches

dargestellt.
1 Molekulargewichtsstandard
kDa 2 Proteingemisch
S - S b 3 Durchlauf
: 4 Eluent 0,1 M NaCl
- 5 Eluent 0,2 M NaCl
- ko
e 6 Eluent 0,3 M NaCl
Ers = 2 7 Eluent 0,4 M NaCl
8 Molekilmarker
— — o
06

1 2 3 4 5 6 7 8

Abb. 3.5: Proteintrennung tiber Sartobind S15 , SDS-PAGE-Gel (12,5 %, Silberfirbung; Phast-System,
Amersham Pharmacia)

Die Trennung in einzelne Proteine ist bei diesem Versuch deutlicher zu erkennen. In der
Durchlauffraktion (Spur 3) werden HSA, sowie Spuren von Trypsinogen nachgewiesen. Die
folgenden Fraktionen sind frei von HSA. Mit 0,1 M NaCl im Puffer kann Trypsinogen von der
Membran eluiert werden. Eine sichere Zuordnung in Spur 4 ist nicht moglich, da die obere der
drei Banden keinem Protein zugewiesen werden kann. Lysozym kann erst mit einem erhohten
Salzgehalt von 0,3 M und 0,4 M NaCl von der Membran gel6st werden.

Eine Auftrennung Gemisch 1 in die Bestandteile HSA, Trypsinogen und Lysozym ist tiber die
Adsobermodule S15 maoglich.
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3.2.4 Trennung eines Standardproteingemisches iiber Sartobind Q 15

(Membranadsorber mit Anionenaustauscher-Membran)

Unter Einsatz einer anionischen Ionenaustauschermembran wurde eine Proteintrennung mit
einem Sartobind Q15 Modul durchgefiihrt. Eingesetzt wurde das Proteingemisch 2 aus Abschnitt
3.2. Die Proteinmenge wurde der Bindungskapazitit der Membranen angepasst und es erfolgte
eine 50 % Ausschopfung der Membrankapazitit. Zum Equilibrieren wurde nach Protokoll ein
leicht alkalischer 25 mM Tris-HCL Puffer pH 8 verwendet. Der Versuch wurde ebenfalls, wie in
Abschnitt 3.2.3 beschrieben, als Spritzenversuch durchgefihrt.

Die folgende gelelektrophoretische Darstellung (Abb. 3.6) der aufgefangenen Fraktionen bestitigt
auch hier die Moglichkeiten der Proteinabtrennung durch Ionenaustauschermembranen.
Lysozym bindet unter den gegebenen Bedingungen nicht auf einer Anionentauschermembran
und wird im sonst proteinfreien Durchlauf wieder gefunden. Auch in der Waschfraktion und in
der ersten Elutionsfraktion ist Lysozym zu finden. Es ist anzunehmen, dass ein Teil des
Lysozyms nicht vollstindig durch den Waschvorgang von der Membran gespiilt wurde und daher
auch noch in die Elutionsfraktion gelangte. In Spur 5 ist neben Lysozym auch eine Bande der
Carboxypeptidase zu finden. In Spur 6 und 7 liegen Amyloglucosidase und Carboxypeptidase
nebeneinander vor. Eine Trennung der beiden Proteine war mit niedrigen Salzkonzentrationen
nicht moglich. Bei der Erhohung der Salzkonzentration wurden keine Proteine mehr von der
Membran gelost. Erst bei einer Konzentration von 0,7 M NaCl im Eluenten war es moglich

Spuren von reiner Caboxypeptidase zu eleuieren (nicht dargestellt).

kDa

Molekulargewichtsmarker
Proteingemisch
Durchlauf

Waschlésung

Eluent 0,1 M NaCl
Eluent 0,3 M NaCl
Eluent 0,5 M NaCl
Molekulmarker

0 ~JONUt A~

97

Abb 3.6: Proteintrennung Uber Sartobind Q15, SDS-PAGE-Gel (12,5 %, Silberfirbung; Phast-System,
Amersham Pharmacia)
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Eine Abtrennung von Lysozym aus dem Gemisch war nur unvollstindig moglich. Um
ungebundenes Lysozym vollstindig von der Membran zu waschen ist eine Erhohung des
Waschpuffervolumens nétig. Dadurch koénnen die Verunreinigungen mit Lysozym in den
folgenden Elutionsschritten vermieden werden. Eine Trennung der beiden anderen Proteine in

einzelne Fraktionen ist auch hier durch Anderung der Salzkonzentration nicht durchfiihrbar.

Generell ist die Proteinabtrennung aus Gemischen mit beiden Systemen problematisch. Die
Zentrifugeneinheiten weisen erhebliche Defizite bei beiden Membrantypen auf. Ein Grund
konnen die kurzen Kontaktzeiten der Proteine mit der Membran und der beim Zentrifugieren
auftretenden Druck sein. Die erfolgreichere Proteinabtrennung mit den Sartobind-Einheiten liegt
in der anderen geometrischen Anordnung und dem Aufbau der Einheit begriindet. Die
Proteinlésungen werden in den Sartobind-Einheiten besser tiber die ganze Membran verteilt und
haben eine lingere Verweilzeit im Modul. Die Moglichkeiten einer Bindung und eines
anschlieBenden Austausches sind hoher. Die Sartobindmodule sind nicht fur den pl-Mal3stab

geeignet.



Praktischer Teil 26

3.3  Trennung von Blutproteinen iiber Zentrifugeneinheiten

Um die Moglichkeiten der Proteintrennung mittels Ionenaustauschermembranen in
Zentrifugeneinheiten weiter zu untersuchen, wurden die Blutprotein HSA und IgG, sowie
Human-Serum ausgewahlt. Blut besteht aus zahlreichen Komponenten zu denen die
hauptsichlich vorkommenden Albumine, Plasmaglobuline und Immunglobuline zédhlen.

Albumin (HSA) hat ein Molekulargewicht von 66 500 Da. Zu seinen Funktionen im Blut geh6ren
Carrierfunktionen von Metallionen und lipophiler Substanzen. Dariiber hinaus dient es als
Eiweissreservoir des Korpers. Die primdre Funktion ist aber die Aufrechterhaltung des
osmotischen Druckes.

Plasmaglobuline sind eine uneinheitliche Gruppe die sich in a1, a2 und 3-Globuline unterteilen
lassen. Sie besitzen hauptsichlich Transportfunktionen im Blut. Die Gruppe der Immunglobuline
(y-Globuline) enthilt die wichtigsten immunologisch wirksamen Proteine und unterteilen sich in

verschiedene Untergruppen (IgA, IgG, IgM). Die Klasse der IgG bildet dabei die Hauptgruppe.

Die folgende Tabelle 3.7 gibt Auskunft tiber die Charakteristika der eingesetzten Molekiile.

Tab. 3.7: Verwendete Blutproteine

Protein Molekiilmasse (kDa) Isoelektrischer Punkt
Humanes Serum Albumin 06,5 (Hauptbande) 49
IgG 150 7,1-7,3
Human Serum AB Proteingemisch des Blutes

Der Versuch wurde unterteilt: zunichst sollte ein Gemisch aus IgG und HSA mittels
Zentrifugeneinheiten getrennt werden. Im zweiten Ansatz sollte eine Isolierung von Albumin aus
humanem Serum durchgefithrt werden.

Verwendet wurde eine Vivapure Q-Zentrifugeneinheit. Da HSA anionische Eigenschaften hat
sollte es auf der Membran binden und zurickgehalten werden. Bei grof3technischen
Fraktionierungen von Human-Serum werden Ionenaustausch-Chromatographiesaulen eingesetzt

die Albumin zurtickhalten, wahrend IgG im Durchlauf zu finden ist [Berglof et al, 1989].
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3.3.1 Trennung von HSA und IgG iiber Vivapure Q-Einheiten

Da mit einer Anionenaustauschermembran gearbeitet wurde, wurde ein Tris-Puffer mit einem
pH-Wert von 8 verwendet (Herstellerangaben). IgG und HSA wurden jeweils in Puffer gelost
und zu gleichen Teilen gemischt. Die Kapazitit der Module betrigt 4 mg/Modul. Um diese
Grenze nicht zu uberschreiten wurde jeweils 500 ul Loésung mit der Konzentration 2 mg
Gesamtprotein/ml eingesetzt. Die Spinmodule wurden nach Vorschrift beladen, zentrifugiert
und gewaschen (Protokoll siche Anhang).

Die Elution wurde in einem Schritt mit einer konzentrierten 1,5 M NaCl-Losung durchgefihrt.

Die Fraktionen wurden aufgefangen und untersucht.

Molekulargewichtsmarker
IgG

HSA

Probengemisch 1:1
Durchlauffraktion
Waschlésung

Eluent 1,5 M NaCl im Puffer
Molekulargewichtsmarker

P = FHISA

[c ol B R O N S

’] IeG

Abb. 3.7: Trennung von HSA und IgG mittels Vivapure Q, SDS-PAGE-Gel (7,5%, Coomassiefirbung;
Phast-System, Amersham Pharmacia))

Die gelelektrophorestische Darstellung in Abbildung 3.7 zeigt die deutliche Abtrennung von
HSA und IgG. Im Durchfluss (Spur 5) sind 40,5 % der Proteine zu finden (Bestimmung erfolgte
mit Lowry-Test der Firma Pierce, USA). Das entspricht in etwa dem Anteil der ungebundenen
IgG-Proteine. Im Gel sind die unterschiedlichen Fraktionen aufgetragen. In Spur 4 ist das
verwendete Gemisch aufgetragen. Die Durchlauffraktion ist in der Spur 5 dargestellt. Nur die
Bande des IgG ist zu erkennen, HSA wurde auf der Membran gebunden. Mit der
Elutionsfraktion wurde nur HSA von der Membran eluiert. IgG konnte erwartungsgemal3 nicht

auf der Anionenaustauscher-Membran binden.
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3.3.2 Albuminabtrennung aus humanem Serum mittels Vivapure Q-Einheiten

Humanes Serum wurde mit 10 mM PBS Puffer im Verhiltnis 1:10 verdinnt. Die
Gesamtproteinmenge in dieser Probe betrug 2,4 mg/ml. Da auch in diesem Versuch 500 pl
eingesetzt wurden liegt die verwendete Proteinmenge bei 1,2 mg/ml. Die Durchfithrung
entspricht der aus Abschnitt 3.4.1.

Der Proteintest (Lowry-Test, Pierce) der aufgefangenen Fraktionen ergab, dass 47,8 % der
eingesetzten Proteine auf der Membran gebunden haben. 11% wurden durch Waschen von der
Membran gel6st, die restlichen 36,7 % wurden eluiert.

Das Gel in Abbildung 3.8 belegt, das eine Abtrennung von HSA aus humanem Serum nur
eingeschrinkt méglich ist. Die Kapazitit der Membran wird weit Giberschritten, was sich deutlich

im Durchlauf (Spur 5) zeigt.

kDa
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97 1 Molekulargewichtsmarker
2 HSA (10 mg/ml)
84 g
66 A=~ - - 3 HSA (2 mg/ml)
= 4 Serum 1:10 verdinnt

451? 5 Durchlauf

3 6 Waschflissigkeit
36 7 Eluent 1,5 M NaCl In
29 Puffer
24
20

1 2 3 4 5 6 7

Abb. 3.8: Trennung von HSA aus Humanserum mittels Vivapure Q, SDS-PAGE-Gel (7,5%,
Coomassiefarbung; Phast-System, Amersham Pharmacia)

Sowohl in der Wasch- und auch in der Elutionsfraktion findet man hauptsiachlich HSA. Unter
den gewihlten Versuchsbedingungen wurde die Kapazitit der Trenneinheit deutlich
Uberschritten, eine Optimierung der FErgebnisse kann durch Verwendung geringerer

Proteinmengen erreicht werden.

Die beiden Versuche haben gezeigt, dass Proteinabtrennungen aus einfachen Gemischen in guter
Qualitit durchfithrbar sind. Komplexe Gemische bereiten Schwierigkeiten, insbesondere wenn
grofle Molekiile in den Gemischen enthalten sind. Je grofler die Proteine sind, desto mehr
Bindungsplitze werden auf der Membran benétigt. Die Kapazitit der Membranen wird dadurch

verringert.
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3.4  Scoutingversuche mit Vivapure- Zentrifugeneinheiten

Wie in den voran gegangenen Abschnitten gezeigt wurde, ist es moglich Gber
Zentrifugeneinheiten Proteingemische aufzutrennen. Im folgenden Abschnitt wird ein Verfahren
vorgestellt, das bei Ermittlung von optimalen Bindungs- und Elutionsbedingungen von
Proteingemischen helfen soll. Das Prinzip beruht auf einer breit angelegten Untersuchung im
MikrolitermaB3stab, um einen Uberblick iiber die Bindungsaffinititen und —mdglichkeiten zu
untersuchender  Proteine  bei  verschiedenen = pH-Werten  auf  unterschiedlichen
Tonenaustauschermembranen zu erhalten. Bezeichnet wird dieses Verfahren als Scouting.
Verwendet wurden die Zentrifugeneinheiten Vivapure aus einem von der Firma Vivascience
bereit gestellten Scouting-Kit.

Proteingemische wurden mit vier Puffernsystemen unterschiedlicher pH-Werte versetzt. Die so
behandelten Proben wurden in Einheiten mit starken Anionen (Q)- und Kationenaustauscher (S)
gegeben. Die Auftrennung in einzelne Proteine erfolgte unter Verwendung steigender
Salzkonzentrationen (Scoutingprotokoll, s. Anhang). Die dabei gewonnenen Fraktionen wurden
gelelektrophoretisch untersucht und ausgewertet.

Die Scouting-Versuche wurden mit zwei unterschiedlichen Proteingemischen durchgefithrt. Im
ersten Abschnitt wurde erneut das Gemisch HSA-IgG untersucht. Hierbei sollen insbesondere
die Elutionsbedingungen fir von HSA niher untersucht werden.

Im zweiten Abschnitt wird Kartoffelfruchtwasser als Proteingemisch untersucht. Die Bindungs-
und Flutionsbedingungen der unterschiedlichen Proteine im Fruchtwasser sollen niher
betrachtet werden. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sollen die Grundlage fur die

weiterflihrenden Versuche der Proteinabtrennungen mit gro3eren Adsorbern sein.

Tab. 3.8: Verwendete Puffersysteme des Scoutingversuchs

Puffer Puffersystem Konzentration pH-Wert
A Natriumacatat 25 mM 45
B MES 25 mM 6
C Tris-HCl 25 mM 7,5
D Natriumbicarbonat 25 mM 9
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3.4.1 Scoutingversuch mit einem HSA /IgG-Gemisch

Fiar den Scontingversuch wurde ein Proteingemisch aus gleichen Anteilen von HSA und IgG
verwendet. 200 ul des Gemisches wurden jeweils mit 800 pl eines Puffers versetzt. So wurden 4
verschiedene Proben in unterschiedlichen pH-Bereichen von 4,5 bis 9 erhalten, welche auf Q-
und S-Membranmodule gegeben wurden. Die Proben wurden nach Protokoll (siche Anhang) in
die Zentrifugeneinheiten gegeben und aufgearbeitet. Jede Probe hatte einen Gesamtproteingehalt
von 0,8 mg. Alle gewonnenen Fraktionen wurden gelelektrophoretisch untersucht und bewertet.
Basierend auf diesen Untersuchungen kann man Aussagen tuber das Verhalten des
Proteingemisches bei unterschiedlichen pH-Werten treffen. Das verwendete HSA liegt nicht rein
vor. Die HSA-Hauptbande liegt bei 66 kDa, schwichere Nebenbanden (Isoformen) liegen bei
200 kDa. IgG mit einem Gewicht von 150 kDa, wird unter den gewahlten Bedingungen der SDS-
PAGE in 25 kDa- und 50 kDa-Fragmente gespalten.
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Abb. 3.9: Gel 1 (12,5 % Tris-HCI, Bio-Rad, Coomassiefirbung)

Spur 1 Molekulargewichtsmarker Spur 13 Q, Elution mit 300 mM NaCl
Spur 2 HSA und IgG in Puffer A (pH 4,5) Spur 14 Q, Elution mit 600 mM NaCl
Spur 3 Q, Durchlauf mit Puffer A Spur 15 Q, Elution mit 900 mM NaCl
Spur 4 Q, 1. Waschen Spur 16 Q, Elution mit 1,5 M NaCl
Spur 5 Q, Elution mit 300 mM NaCl Spur 17 Molekulargewichtsmarker
Spur 6 Q, Elution mit 600 mM NaCl Spur 18 HSA und IgG in Puffer C (pH 7,5)
Spur 7 Q, Elution mit 900 mM NaCl Spur 19 Q, Durchlauf mit Puffer C
Spur 8 Q, Elution mit 1,5 M NaCl Spur 20 Q, 1. Waschen

Spur 9 Molekulargewichtsmarker Spur 21 Q, Elution mit 300 mM NaCl
Spur 10 HSA und IgG in Puffer B (pH 6) Spur 22 Q, Elution mit 600 mM NaCl
Spur 11 Q, Durchlauf mit Puffer B Spur 23 Q, Elution mit 900 mM NaCl

Spur 12 Q, 1.Waschen Spur 24 Q, Elution mit 1,5 M NaCl

kDa
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Bei der Verwendung des Acetatpuffers bei pH 4,5 (Spur 2-8) konnte keine Bindung der Proteine
auf der Q-Membran festgestellt werden. Eine Abtrennung und Elution von der Q-Membran ist
fir HSA bei pH 6 erfolgt. Im Gel 1 ist dies deutlich in der Spur 13 zu erkennen. Der optimale
pH-Wert des Bindungspuffers sollte 1 bis 1,5 pH Einheiten tiber dem isoelektrischen Punkt der
Proteine liegen. Da der pI-Wert des HSA bei 4,9 liegt entspricht dieses Ergebnis auch der
Theorie.

Bei pH 7,5 erfolgt auch eine Anbindung des HSA auf der Q-Membran (Spur 18 bis 24). Es kann
jedoch nicht erreicht werden, das HSA sauber von der Membran zu eluieren. In allen Elutions-
und Waschfraktionen sind deutliche Banden der beiden IgG-Fragmente bei 25 und 50 kDa zu
erkennen (Spur 21). Bei pH 9 binden alle Proteine auf der Membran, kénnen aber nicht getrennt

von einander eluiert werden.

Anders verhilt sich das Proteingemisch gegentiber der S-Membran. Hier ist eine Anbindung des
IgG an die Kationenaustauschermembran und ein Durchtreten des HSA zu erwarten. In der

folgenden Abbildung 3.10 ist das tatsichliche Verhalten der Proteine dokumentiert.
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Abb. 3.10: Gel 2 (12,5 % Tris-HCI, Bio-Rad, Coomassiefirbung)

Spur 1 Molekulargewichtsmarker
Spur 2 HSA und IgG in Puffer D (pH 9)
Spur 3 Q, Durchlauf mit Puffer D

Spur 4 Q, 1. Waschen

Spur 5 Q, Elution mit 300 mM NaCl
Spur 6 Q, Elution mit 600 mM NaCl
Spur 7 Q, Elution mit 900 mM NaCl
Spur 8 Q, Elution mit 1,5 M NaCl

Spur 9 Molekulargewichtsmarker
Spur 10 HSA und IgG in Puffer A (pH 4,5)
Spur 11 S, Durchlauf mit Puffer A

Spur 12 S, 1.Waschen
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Spur 23
Spur 24
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S, Elution mit 300 mM NaCl
S, Elution mit 600 mM NaCl
S, Elution mit 900 mM NaCl
S, Elution mit 1,5 M NaCl
Molekulargewichtsmarker
HSA und IgG in Puffer B (pH 6)
S, Durchlauf mit Puffer B

S, 1. Waschen

S, Elution mit 300 mM NaCl
S, Elution mit 600 mM NaCl
S, Elution mit 900 mM NaCl
S, Elution mit 1,5 M NaCl

Nur bei Einsatz eines Acetatpuffers bei pH 4,5 konnte IgG separat abgetrennt werden (Spur 10-
16). Dabei wurden HSA und IgG ginzlich an die Membran gebunden (Spur 11), die

Waschschritte enthielten kein Protein. Mit 300 mM NaCl im Acetatpuffer konnte IgG von der

Membran eluiert werden (Spur 13). Die Banden sind schwach, aber HSA frei. In der folgenden

Fraktion mit 600 mM NaCl im Acetatpuffer wurde HSA eluiert (Spur 14). Mit steigendem

Salzgradienten wurden die restlichen HSA und IgG-Molekile von der Membran gelost und

eluiert.

Im Gel 2 erscheinen HSA-Banden im Durchlauf bei pH 6. Eine Abtrennung des IgG von HSA

konnte tiber die S-Einheiten bei den pH Werten 7,5 und 9 ebenfalls nicht erreicht werden, denn

bei den verwendeten Puffern wurde auch HSA von der Membran eluiert (siche Anhang).
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Zusammenfassend  kann  festgestellt  werden, dass HSA  dber eine  starke
Anionenaustauschermembran von IgG bei pH 6 getrennt werden kann. Die Elution erfolgt bei
300 mM NaCl. IgG kann iiber die S-Membran von HSA getrennt werden. Eine Bindung an die
S-Membran erfolgte immer, eine Trennung von HSA erfolgte nur bei pH 4,5. IgG scheint zu der
S-Membran eine besondere Affinitit zu haben und nicht vollstindig von der Membran eluiert
werden kénnen. Die IgG-Banden der eluierten Fraktionen haben eine geringere Intensitit als in

den Versuchen mit der Q-Membran.

3.4.2 Scoutingversuche mit Kartoffelfruchtwasser

Um die Einsatzmoglichkeiten des ,.Scouting Kit“ weiter zu testen, wurde das komplexe
Kartoffelproteingemisch verwendet, welches einen hohen Anspruch an die Selektivitit der
Membranen darstellt.

Diese Testrethe wurde wie in Abschnitt 3.5.1 beschrieben durchgefithrt. Dazu wurden
Kartoffelfruchtwasserproben mit vier Puffern auf verschiedene pH-Bereiche eingestellt (siche
Tab. 3.8). Die so behandelten Proben wurden in Einheiten mit starken Anionen (QQ)- und
Kationenaustauscher (S) pipettiert und aufgearbeitet. Das genaue Protokoll ist dem Anhang zu
entnehmen. Die dabei gewonnenen Fraktionen wurden gelelektrophoretisch untersucht. Die

beiden folgenden Abbildungen 3.11 und 3.12 dokumentieren die Ergebnisse.
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Abb. 3.11: Scoutgel 1, pH-Bereich 4,5 und 7,5 (12,5 % Tris-HCI-Gel, SDS-PAGE, Coomassiefirbung)

Spur1 Probe  Kartoffelfruchtwasser — mit Spur 10 S, Elution mit 900 mM NaCl
Puffer A, pH 4,5

Spur 2 Q, Durchlauf A Spur 11 S, Elution mit 1,5 M NaCl

Spur 3 Q, Elution mit 300 mM NaCl Spur 12 Molekulargewichtsmarker

Spur4  Q, Elution mit 600 mM NaCl Spur 13 Probe Kartoffelfruchtwasser mit Puffer
C,pH 7,5

Spur 5 Q, Elution mit 900 mM NaCl Spur 14 Q, Durchlauf C

Spur 6 Q, Elution mit 1,5 M NaCl Spur 15 Q, Elution mit 300 mM NaCl

Spur 7 S, Durchlauf A Spur 16 Q, Elution mit 600 mM NaCl

Spur 8 S, Elution mit 300 mM NaCl Spur 17 Q, Elution mit 900 mM NaCl

Spur 9 S, Elution mit 600 mM NaCl Spur 18  Q, Elution mit 1,5 M NaCl

Die Bindung des Patatin bei pH 4,5 an die Q-Membran erfolgte nicht. Die Durchlauffraktion hat
die gleichen Bestandteile wie die urspringliche Probe (Abb. 3.11, Spuren 1-6).

Auf der Q-Membran bleibt Patatin (40 kDa) bei pH 6 haften (Abb. 3.12, Spur 2), wihrend die
kleineren Proteine vollstindig durchlaufen und sich in der Durchbruchfraktion befinden. Der
Hauptanteil des gebundenen Patatins wird mit einer 0,3 M NaCl-Lésung von der Membran
eluiert. Mit 0,6 M NaCl im MES-Puffer werden noch Reste von der Membran eluiert (Abb. 3.12,
Spuren 3 und 4).

Bei einem pH-Wert von 7,5 sind im Durchlauf (Abb.3.11, Spur 14) die niedermolekularen
Proteine und Spuren von Patatin zu finden. Mit 0,3 M NaCl im Puffer wurde Patatin von der
Membran eluiert, 0,6 M NaCl 16sten nur Spuren von der Membran (Abb. 3.11, Spuren 15 und

16). Die Fraktionen wiesen Spuren von Protease Inhibitoren auf.
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Die Bindung an die Q-Membran ist auch bei pH 9 méglich, jedoch sind Elutionsfraktionen nicht
rein und mit dem zweiten Elutionsschritt (0,6 M NaCl) wird der grof3te Anteil des Patatins von

der Membran gelGst.

An die S-Membran wurde ein Grof3teil der Protease Inhibitoren (15-20 kDa) gebunden. Ein
geringer Anteil der Protease Inhibitoren passiert die Membran und befindet sich neben Patatin in
der Durchlauffraktion. Eine Trennung in einzelne Proteingruppen erhilt man bei der
Verwendung der Puffer bei pH 6 und 7,5. Die Bindung an die Membran war nicht vollstindig,
denn auch hier befinden sich Proteine mit einer Masse von 15-20 kDa in der Durchlauffraktion.
Bei beiden pH-Werten konnten die Protease Inhibitoren mit 0,3 mol NaCl-Puffer von der
Membran eluiert werden. Die Trennung bei pH 6 war erfolgreich, es sind nur geringe Spuren von
Patatin auf dem Gel zu sehen (Abb. 3.12, Spur 8).

Eine Trennung der Proteine tber die S-Membran bei Verwendung des Acetatpuffers bei pH 4,5
konnte nicht erreicht werden (Abb. 3.11, Spuren 7-11). Der Hauptanteil des Patatins und ein Teil
der Protease Inhibitoren wurde mit 0,3 M NaCl-Puffer von der Membran gel6st, mit 0,6 M
NaCl-Puffer wurde der GroBteil der Inhibitoren von der Membran eluiert..

In der Durchlauffraktion des Puffers bei pH 9 sind alle Proteine der urspriinglich eingesetzten
Probe zu finden. Es konnten keine Proteine in den einzelnen Waschschritten und
Elutionsfraktionen nachgewiesen werden siche Anhang). Die S-Membran kann bei pH 9 nicht

verwendet werden, da keinerlei gebundene Proteine nachgewiesen werden konnten.
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Abb. 3.12: Scoutgel 2, pH-Bereich 6 und 9 (12,5 % Tris-HCL, SDS-PAGE, Coomassiefirbung)
Spur 1 Probe Kartoffelfruchtwasser —mit Spur 10 S, Elution mit 900 mM NaCl
Puffer B, pH 6
Spur2  Q, Durchlauf B Spur 11 S, Elution mit 1,5 M NaCl
Spur 3 Q, Elution mit 300 mM NaCl Spur 12 Molekulargewichtsmarker
Spur4  Q, Elution mit 600 mM NaCl Spur 13 Probe Kartoffelfruchtwasser mit Puffer
D,pH9
Spur5  Q, Elution mit 900 mM NaCl Spur 14 Q, Durchlauf D
Spur 6 Q, Elution mit 1,5 M NaCl Spur 15 Q, Elution mit 300 mM NaCl
Spur 7 S, Durchlauf B Spur 16 Q, Elution mit 600 mM NaCl
Spur 8 S, Elution mit 300 mM NaCl Spur 17 Q, Elution mit 900 mM NaCl
Spur 9 S, Elution mit 600 mM NaCl Spur 18 Q, Elution mit 1,5 M NaCl
Ergebnis:

Die zuvor angenommene Bindungsfihigkeit des Patatins (40 kDa-Bande) an die Q-Membran und
die Anlagerung der Protease Inhibitoren (9-22 kDa Proteine) an die S-Membran wurden
bestitigt.

Da der pI-Wert des Patatins bei ca. 5 liegt ist ein Einsatz der Membranen bei einem etwas
hoheren pH-Wert von ca.7 am effektivsten. Empfohlen werden von den Herstellern bei
Benutzung der Anionenaustauschermembranen Puffer in pH-Bereichen die 1- 1,5 pH-Einheiten

tber dem pl-Wertes des Proteines liegen.
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Eine Trennung des Proteingemisches Giber die S-Membran konnte in den pH-Bereichen 4,5 und
9 nicht erreicht werden. Der ideale pH-Bereich fiir den Einsatz der S-Membran ist im Bereich pH
6 bis 7,5 festzulegen.

Die gesuchte Gruppe der Protease Inhibitoren besteht aus vielen einzelnen Proteinen, die
unterschiedliche pI-Werte haben. Eine vollstindige Abtrennung aller Protease Inhibitoren bei
nur einem pH-Wert ist daher nicht zu erwarten. Die Verwendung von Puffer im Bereich pH 7
bietet die grofiten Méglichkeiten zur Trennung der Hauptproteine.

Die mit Hilfe des Scouting-Verfahren gewonnenen Erkenntnisse bilden in den folgenden
Abschnitten die Grundlage fiir weitere Untersuchungen zur Trennung von Kartoffelproteinen

uber Membranadsorber.

Die folgenden beiden Tabellen stellen die Ergebnisse in einer kurzen Ubersicht dar. Die erste
Tabelle gibt Auskunft tber das Auftreten von Patatinbanden in den einzelnen
Elutionsfraktionen. In der zweiten Tabelle wird das Auftreten von Protease Inhibitoren bei den

unterschiedlichen pH-Werten dokumentiert.

Tab 3.8: Auftreten von Patatinbanden in den Fraktionen des Scouting-Versuchs

Durchlauf 300mmol 600mmol 900mmol 1,5mol
pH
Q S Q S Q S Q S Q S
45 XX X X XX - X - - _ _
6 - XX XX X X - - - - -
7,5 X - XX - X - - - - -
9 X XX XX - XX - X - - -
x: Auftreten schwacher Banden xx: Auftreten starker Banden - : keine Banden

Tab 3.9: Auftreten von Protease-Inhibitorenbanden in den Fraktionen des Scouting-Versuchs

Durchlauf 300mmol 600mmol 900mmol 1,5mol
pH
Q S Q S Q S Q S Q S
45 XX - - XX - XX - X - -
6 X X - XX - - - - - -
7,5 XX X X XX - - - - - -
9 XX XX X X X - - - - -

x: Auftreten schwacher Banden xx: Auftreten starker Banden - : keine Banden
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3.5 Trennung von Kartoffelfruchtwasserproteinen iiber Sartobind —Adsorbermodule

Die in Abschnitt 3.5 beschriebenen Scoutingversuche gaben einen Uberblick iber die
Moglichkeiten zur Trennung des Kartoffelfruchtwassers in Proteingruppen. Die Wahl des
Puffers und des Fluenten wurden ebenfalls durch den Versuch eingegrenzt. Als Ergebnis des
Scoutingversuchs liegen folgende Parameter vor:
¢ Die Bindung von Patatin an eine Q-Membran ist in einem pH-Bereich von 6 bis 7,5
optimal.
® Der Hauptteil des Patatins kann mit 0,3 M NaCl in einem pH-Bereich von 6 bis 7,5 von
der Membran eluiert werden.
® Protease Inhibitoren binden bei pH 6 und 7,5 an die S-Membranen und kénnen bei pH 6

mit 0,3 M NaCl von der Membran gel6st werden.
® Als Puffer bei pH 6 wurde ein 25 mM Acetatpuffer verwendet.
® Als Puffer bei pH 7,5 wurde ein 25 mM Kaliumphosphatpuffer verwendet.

Die Ergebnisse der Zentrifugeneinheiten wurden auf die gro3eren Durchflussadsorbereinheiten
tbertragen. In den folgenden Abschnitten sind diese Ergebnisse zusammenfassend dargestellt.
Zu den relevanten Parametern zihlen auch Flussgeschwindigkeit, maximale Proteinmenge sowie
Elutionsprofile und die Art des Puffers.

In den folgenden Versuchen wurden keine Zentrifugeneinheiten zur Trennung verwendet,
sondern ausschlieBlich Sartobind Adsorbermodule Q und S mit Austauschflichen von 15 c¢cm?
und 75 cm?® Die Adsorbereinheiten wurden in einer Low Pressure Liguid Chromatography- Anlage

eingesetzt und als Spritzenaufsitze verwendet.

3.51 LPLC

Die in dieser Arbeit verwendeten Low Pressure Liguid Chromatography-Anlagen sind FPLC-Anlagen
(Fast Protein Liguid Chromatography) der Firma BioRad, Miinchen, Deutschland. Die eine Anlage
besteht aus einer Perestaltikpumpe mit Mischkammer, einem manuellen Injektionsventil, sowie
einem UV-Detektor und einer Leitfahigkeitsmesszelle. Die Pumpeinheit wird elektronisch
gesteuert.

Die zweite Anlage (Duoflow) besteht aus zwei Kolbenpumpen, einer Mischkammer, einem
automatisch gesteuertem Injektionsventil (AVR7-3) und einer elektronischen Steuereinheit. Als

Detektionseinheit ist ein UV-Detektor mit Filter fur 254 und 280 nm und ein
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Leitfahigkeitsmesser fiir den Bereich von 1 bis 500 mS/cm integriert. Die maximale
Flussgeschwindigkeit liegt bei 10 ml/min. Der maximale Druck liegt bei 1000 psi. Zur Isolierung
der Fraktionen wurde ein automatischer Fraktionssammler eingesetzt.

In die Anlagen kénnen Chromatographiesiulen sowie Membranadsorber eingefiigt werden. Uber
Steuerprogramme ist es moglich durch das Injektionsventil genaue Probenvolumina aus einer
Probenschlaufe die Membranen passieren zu lassen. In diesen Versuchen wurden
Probenschlaufen mit einem Volumen von 1 und 3 ml verwendet. Bei gréfleren Probenmengen
und Dauerversuchen wurde die Schaltung am Ventil umgebaut und die Probe konnte direkt aus

einem Vorratsbehalter in das System transportiert werden.

Puffer Puffer
LC Pumpe LC Pumpe
Mischzell
Probe
Injektionsventil
Abfall
Membranmodul
uv- | 5]
Leitfdahigkeit| ¢
\/
| ” " " | ” ” ” ” " ” | Abb 3.15: Schematische Darstellung der
- FPLC-Anlage
Fraktionssammler

Das Prinzip der FPLC besteht darin, eine flissige Probe durch schmale Schlduche als eine Art
Segment zu transportieren. Als mobile Phase wird dabei ein Puffer (A) eingesetzt, der die Probe
aus der Probenschlaufe spiilt und ohne Konvektion als Segment zur Siule, bzw. zum
Adsorbermodul transportiert. Durch Einsatz eines Elutionspuffer (B) kénnen die Proteine von
der Membran anschlieBend eluiert werden. Der Elutionspuffer (B) kann iber ein
Steuerprogramm dem Trigerpuffer (A) beigemengt werden. Die Werte sind in % angegeben und

beziehen sich auf den Gehalt des Elutionspuffers (B) im Puffer (A). Die anfallenden Eluate
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wurden iber einen programmierten Fraktionssammler aufgefangen und konnten anschliefSend

untersucht werden. Die entwickelten Steuerprogramme sind dem Anhang zu entnehmen.

3.5.2 Kartoffelfruchtwasserproben

Das verwendete Kartoffelfruchtwasser stammt aus der Stirkeproduktion der Firma
Emslandstirke aus Emlichheim. Die Produktion von Kartoffelstirke lduft im Kampagnebetrieb
von August bis Januar. Daher werden die KFW-Proben in dieser Zeit aus dem Produktionszyklus
entnommen und in 0,5 — 2 1 Gebinden abgefiillt. KFW ist bei Raumtemperatur nicht haltbar und
wird zu Transport- und Lagerungszwecken bei -20°C eingefroren. Die Behilter wurden im
gefrorenen Zustand anschlieBend in die Universitit Hannover transportiert. Der Bestand von
homogenen Probenmaterial wurde so gewihtleistet.

Die Proben wurden an verschiedenen Stellen des Produktionszyklus entnommen. Dazu zahlen
KFW vor der Umkehrosmose (vUO) und nach der Umkehrosmose (nUO). Diese Proben
unterscheiden sich nur im Proteingehalt voneinander. Kartoffelfruchtwasser nach dem Erhitzen
(entetweisste Probe) und das Potatoe Protein Liquor (PPL) wurde nicht verwendet, da beide am

Ende der Produktionskette stehen und einen geringen Proteingehalt haben.

Um eine starke Braunfirbung, bedingt durch Polyphenoloxidasen, und eine Zersetzung zu
vermeiden, wird dem KFW im Werk Bisulfid zugesetzt. Ohne Zusatz eines Antioxidationsmittels
wiurde sich eine KFFW-Probe binnen weniger Stunden dunkelbraun verfirben. Nach 24 h weist
eine unbehandelte Probe ein Sediment und einen unangenehmen siuerlichen Geruch auf. Unter
dem Mikroskop ist ein starker Bakterienbefall sichtbar. Nach 4-5 Tagen ist die Oberfliche der
Probe mit einer weilllichen Schimmelschicht tiberzogen und fiir weitere Versuche unbrauchbar.
Proben die auf 4°C gekihlt wurden, zeigten dhnliches Verhalten, wenn auch die Braunverfirbung
spater einsetzte. Neben Bisulfid wurden auch Ascorbinsdure und Natriumazid als
Konservierungsmittel eingesetzt. Proben die mit Ascorbinsidure behandelt wurden zeigten eine
auffillige gelbbraune Firbung. Nach 24 h war die Loésung noch hellgelb und wies einen
schleimigen, flockigen Niederschlag auf. Nach weiteren 24 h war die Probe nicht mehr flissig,
sondern wies in unteren Schichten, die nicht mit Sauerstoff in Verbindung gekommen waren,
eine gallertartige Konsistenz auf.

Nur durch den Einsatz von 0,2 % Natriumazid konnte ein Bakterienbefall verhindert werden.
Tiefgefrorene Proben wiesen nach dem Auftauen eine briunliche Verfirbungen auf. Bei einer

Lagerung an Luft bei Raumtemperatur verfirbten sich unkonservierte Proben schneller als
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konservierte Proben. KFW-Proben die bei -80°C gelagert wurden, zeigten weniger starke
Verfirbungen auf und die abschlieBende Dunkelbraunfirbung setzte verzogert ein. Anscheinend
werden die enzymatischen Abbauprozesse erst bei -80°C unterbunden, bzw. verlangsamt.
Eingefrorenen Proben die mit Ascorbinsiure versetzt wurden, hatten eine hellgelbe bis
hellbraune Farbung. Die fliissige Probe wurde nach einiger Zeit gallertartig.

Eine ginzliche Verhinderung der Verfirbung konnte bei keiner Probe erreicht werden. Da
spater das industriell anfallende KFW weiter verarbeitet werden soll, wurden simtliche
Untersuchungen mit dem von der Emslandstirke gestellten Proben durchgefithrt. Andere

Konservierungs- und Antioxidationsmittel fanden keine Verwendung.

Neben der Verfirbung ist auch der Proteingehalt in den Proben entscheidend. So weisen Proben,
die lingere Zeit eingefroren waren, einen niedrigeren Proteingehalt auf als am Tag ihres
Einfrierens. Um einen Uberblick iiber den Proteinabbau im gefrorenen Zustand zu erhalten,
wurden mehrere tiefgekiihlte Proben aus unterschiedlichen Kampagnen mehrerer Jahre aufgetaut

und anschlieSend untersucht. Diese Proben waren ununterbrochen tiefgekiihlt.

60 . ’ : : | Spur | Kampagne Datum
50 w— — -
40 - (eingefroren am)
30 1 Molekularmassen Marker von
Fermentas
25 2 2001/2002 22.1.02
3 2002/2003 31.10.02
20
4 2002/2003 21.1.03
(KFW vUO)
15 5 2003/2004 12.11.03
6 2003/2004 Nov 03
7 2004/2005 2.9.04
10
8 2004/2005 2.9.04
: 2 S 4 2 2 L & Anmerkung: alle Proben sind 1:20 verdiinnt
Abb 3.16: SDS-PAGE Darstellung (18% Tris-HCI, BioRad, wortden. Probe 8 ist 1: 10 verdiinnt und
Coomassiefirbung)

Eine deutliche Abnahme der unterschiedlichen Proteine im KFW ist sichtbar. Niedrigmolekulare
Protease Inhibitoren (ca. 10 kDa) werden fast vollstindig abgebaut und sind nur in
konzentrierten Proben sichtbar. Eine drastische Abnahme ist besonders deutlich am Protein
Patatin zu erkennen. Fine Gehaltsbestimmung mittels Lowry-Test bestitigt die Abnahme des

Gesamtproteingehalts.
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Tab. 3.10: Gesamtprotein von eingefrorenen KIFFW-Proben

Kampagne Datum der Probe Gehalt in [mg/ml] | Vergleich [mg/ml]
gemessen am 10.2.05

2001/2002 22.1.02 8,22 21,24 (17.10.02)
2002/2003 31.10.02 11,58 28,5 (3.12.02)
2002/2003 21.1.03 11,55 22,11 (11.02.03)
(KFW vUO) 184  (14.2.03)
2003/2004 12.11.03 13,9 27,8 (26.6.04)
2003/2004 Nov 03 12,24 15,21 (28.9.04)
2004/2005 2.9.04 14,71 253 (5.10.04)
21,51 (22.11.04)

Nach lingerer Lagerung weisen die Proben nur noch einen Gehalt von 40 % bis maximal 68 %
des urspriinglichen Proteingehaltes auf. Der grofite Anteil an Protein wird zu Beginn des
Einfrierens zersetzt. Vorhandene Proteasen sind noch aktiv und beschleunigen den Prozess.

Nach lingerer Einfrierzeit lasst die Proteaseaktivitat nach und der Prozess kommt zum Stillstand.

Alle aufgetauten und verwendeten Proben wiesen Ausflockungen und Sedimente auf. Die
Sedimente einer KFW Probe vom Sep 2004 betrugen bei einer Messung im Januar 2005 5,7 %
der gesamten Probe, bei einer Probe vom Nov 2003 betrugen die Sedimente im Januar 2005 4,7
% der Gesamtprobe. Die Massenbestimmung der Sedimente erfolgte iber die
Trockenriickstandsbestimmung. Die Sedimente konnten optisch in zwei Gruppen unterschieden
werden: zum einen lag ein feinkorniger und weiller Niederschlag vor, der Reste von Stirke
aufwies. Zum anderen lagen meist helle bis mittelbraune grob voluminése Ausflockungen vor.

Hierbei handelt es sich um ausgefallenes Protein.

3.5.2.1 Vorbereitung der Kartoffelfruchtwasserproben

Die oben beschriebenen Ausflockungen mussten vor dem Einsatz der Adsorber aus den Proben
entfernt werden, da sie die Membranen zusetzten wiirden. Um die Partikel aus der Losung zu
entfernen, wurden die Proben bei 3000 x g fiir 5 min zentrifugiert. Die fast klaren Uberstinde
wurden tUber 0,2 um Spritzenfilter filtriert. AnschlieBend wurden die so behandelten Proben in

den Versuchen eingesetzt.
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3.5.3 Vorversuche zur Kapazititsbestimmung von Adsorbermembranen

Fir ein effektives Arbeiten mit Membranadsorbern ist es nétig, die Kapazititen der Membranen
testzustellen. Um die Kapazitit der Membranen zu bestimmen, wurden die Membranadsorber als
Spritzenaufsitze verwendet. Die KIF'W-Probe wurde mittels einer Spritze durch den Adsorber
gespritzt. AnschlieBend wurde der Adsorber mit 20 ml Puffer gespilt und die Proteine im
folgenden Schritt von der Membran eluiert. Dazu wurde eine 1 M NaCl-Losung verwendet. Um
einen Uberblick tiber pH-Abhingigkeiten zu erhalten, wurden die Spritzenversuche bei
verschiedenen pH-Werten und unterschiedlichen Puffern durchgefiihrt. Da die Versuche nur mit
Spritzen durchgefithrt worden sind, entfillt eine Uberwachung der Leitfihigkeit und der
Druckverhiltnisse. In den aufgefangenen Fraktionen wurde mittels Proteintest nach Lowry der

Gesamtproteingehalt bestimmt. Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die Ergebnisse:

Tab. 3.11 : Ubersicht iiber die Proteingehilter verschiedener Fraktionen aus dem Spritzenversuch,
%-Angaben bezichen sich auf die eingesetzten Proteinmengen

Probe Membran Proben- Protein- Durch- Wasch- Elutions- | Kapazitit
volumen gehalt bruch fraktion fraktion
KFW pur, Q15 10 ml 281,5 mg 78,2 % 5,8 % 43 % 0,8
KPP pH 7 mg/cm?
KFW pur, S15 10 ml 281,5 mg 71,9 % 8,1% 0,4 % 0,08
KPP pH 7 mg/cm?
KFW 1:1, Q15 20 ml 231,1 mg 86,7 % 12,5 % 0,7 % 0,1
KPP pH 7 mg/cm?
KFW 1:1, S15 20 ml 231,1 mg 85,3 % 13,7 % 0,3 % 0,05
KPP pH 7 mg/cm?
KFW 1:10, Q15 100 ml 241,1 mg 95 % 23 % 2,6 % 0,42
KPP pH 7 mg/cm?
KFW 1:10, S15 100 ml 241,1 mg 83,1 % 6,1 % 0,8 % 0,13
KPP pH 7 mg/cm?
KFW 1:10 Q15 100 ml 239,4 mg 91,5% 0,9 % 0,3 % 0,05
Citratpuffer, mg/cm?
pH3
KFW 1:10 S15 100 ml 239,4 mg 69 % 0,5% 0,4 % 0,06
Citratpuffer, mg/cm?
pH3

Die Membranen wurden gezielt tiberladen, um eine vollstindige Absattigung zu erzielen. Die
eingesetzten Proteinmengen binden nicht annahernd auf den Membranen. Den geringsten Anteil
an ungebundenen Proteinen findet man bei der Verwendung von Citratpuffer bei pH 3.
Demnach haben auf der S-Membran 31% der Proteine gebunden. Die Elutionsbedingungen
waren jedoch nicht ausreichend um den Hauptteil der Proteine von der Membran zu 16sen. Dies

war bei allen Versuchen der Fall. Nach der Tabelle ist der Proteinanteil im Durchbruch bei
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Verwendung der S-Membranen geringer, der Anteil an Proteinen in den Waschfraktionen
deutlich héher als in den vergleichbaren Fraktionen der Q-Membranen. Auf den Q-Membranen
wird nicht soviel Protein gebunden wie auf den kationischen Membranen, dafir haften die
anionischen Proteine des KFW besser auf der Q-Membran als die kationischen Proteine auf der
S-Membran. Im Elutionsprofil spiegelt sich ebenfalls ein Q-S-Unterschied wieder. Der
Proteinanteil der Q-Elutionen (liegt im Durchschnitt bei 2 %) ist hoher als das der S-Fraktionen
(liegt bei 0,5 %). Die anionischen Proteine lassen sich scheinbar leichter eluieren als die
kationischen Proteine des KFW.

Betrachtet man die aus den Elutionsdaten berechneten statischen Kapazititen so zeichnet sich
folgendes ab. Nur die erste Versuchreihe der Q15-Adsorber hat eine vollstindige Absittigung der
Membran erbracht. Dabei wurde natives, nicht verdinntes KFW eingesetzt und ein KPP-Puffer
von pH 7 verwendet. Die vom Hersteller angegebene Kapazitit von 0,6-0,8 mg
Protein/Adsorber wurde mit 0,8 mg Kartoffelprotein erreicht. Die nachfolgenden Versuche
erreichten diese Auslastung nicht mehr, obwohl der Uberschuss an Protein annihernd gleich war
und nur das Probenvolumen sich vergroBert hat. Eine Vergroflerung des Probenvolumens
verringert anscheinend die Bindungskapazitit der Membranen. Die Konkurrenz der Proteine
gegeneinander ist auf Grund der niedrigeren Konzentration pro ml geringer und die Proteine
haben die Méglichkeit mehrere Bindungsplitze auf der Membranoberfliche einzunehmen. Dies
hat eine geringere Auslastung und Kapazitit der Membranen zur Folge. Der Einsatz von
konzentrierten Kartoffelfruchtwasserproben erscheint in diesem Zusammenhang sinnvoll.

In der Testreihe mit dem kationischen S 15-Modul wurden die angegebenen Kapazititen von 1-2
mg Protein/Modul nicht erreicht. Es wurden im Durchschnitt lediglich 4 % der vom Hersteller

angegebenen Kapazitit erreicht.
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3.5.4 Trennung von KFW mittels linearem Gradienten-Profil

Die folgenden Untersuchungen sind mit Q15-Sartobind Adsorbermodulen in der FPLC
durchgefiihrt worden.

Im Scouting-Versuch konnte Phosphatpuffer als geeignetes Puffersystem ermittelt werden. Um die
Trennmoglichkeiten tber Adsorbermodule zu beurteilen, wurde 1 ml unbehandeltes KFW mit
geringer Flussgeschwindigkeit 1ml/min auf die Membran aufgebracht und mit einem linearen

Salzgradienten von der Membran eluiert.
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Abb. 3.17, links: lineare Elutionsprofil eines Abb. 3.18, rechts: lineares
Q15- Adsorbers Elutionsprofil einer UNO Q-Gelsiule

Puffer A: 50 mM KPP, pH 7; Puffer B: 1 M NaCl in Puffer A

Bei der Auftrennung tGber das Q15 Adsorbermodul (Abbildung 3.17) erhilt man einen breiten
nicht spezifischen Peak als Elutionssignal. In der Grafik 3.18 ist im Vergleich dazu die Trennung
einer 1 ml KFW-Probe tber eine UNO Q-Austauschersiule ebenfalls mit einem linearen
Gradientenprofil dargestellt. Es sind mehrere Peaks im Elutionsprofil der Gelsiule erkennbar.
Ein signifikanter Peak ist bei einer Eluentenzumischung von ca. 20 % zu erkennen. Die anderen
Signale sind nicht so signifikant und verbreitern die Basis des ganzen Signals. Eine Fraktionierung
in einzelne Proteine und Proteingruppen ist iiber die Chromatographiesidule méoglich.

Eine Auftrennung in einzelnen Proteingruppen mittels linearen Gradienten war Uber die Q15-
Adsorber nicht moglich. Der langsam steigende Salzgehalt ist nicht ausreichend um die Proteine
konzentriert von der Membran zu lésen. Im folgenden Abschnitt wurde die Wirkung

unterschiedlicher Stufengradientenprofile zur Elution untersucht.
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3.5.5 Vergleich unterschiedlicher Salzeluenten

Natriumchlorid ist eines der am hidufigsten verwendeten Salze zur Elution. Eingesetzt wird es als
1 molare Loésung im Puffer (B). In der FPLC Anlage wird der Salzpuffer B mit dem Puffer A
automatisch nach dem vorgegebenen Programm gemischt. Neben Natriumchlorid wurden auch
Kaliumchlorid und Magnesiumchlorid getestet. Kaliumchlorid und Natriumchlorid wiesen in
ithrer Anwendung keine signifikanten Unterschiede auf.

Magnesiumchlorid bietet als zweiwertiges Salz erweiterte Moglichkeiten zur Elution. Da es eine
grof3ere Tonenstirke hat, ist zu erwarten, dass bei geringerer Salzkonzentration Proteine von der
Membran eluiert werden kénnen. Die Verringerung der eingesetzten Salzmengen und damit eine
Verringerung der Puffermenge und der Salzfracht im Abwasser bieten 6konomisch und
okologisch interessante Aspekte. Um die Unterschiede der Eluenten zu untersuchen, wurde
jeweils 1 ml KFW-Probe auf einen QI15-Adsober aufgebracht und mit einem

Gradientenprogramm in 5 %-Stufen von der Membran gel6st.
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Abb. 3.19: Elution von Patatin im Stufengradienten von 5 % bis 70 % Natiumchlorid und
Magnesiumchlorid

Die Abbildung 3.19 zeigt zwei unterschiedliche Elutionsprofile. Magnesiumchlorid eluiert Patatin
mit einer geringeren Salzkonzentration von der Membran. Die Konzentration liegt bei 15 %
Puffer B, das entspricht einer 0,15 M NaCl-Losung. Das Signal ist breit und weniger signifikant
als das, das bei Verwendung von NaCl generiert wurde. In den nachfolgenden Schritten wurden

noch erhebliche Mengen Patatin mit dem Magnesiumsalzeluenten von der Membran gelost. Ein
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weiterer Nachteil des Magnesiumchlorids wurde in der folgenden Untersuchung ermittelt, bei der
eluiertes Protein in der Magnesiumchloridfraktion ausgefallen war.

Der Hauptpeak des NaCl-Eluenten liegt bei einer Konzentration von 0,3 M NaCl und bestitigt
das Ergebnis des Scouting-Tests. Auch hier werden noch erhebliche Mengen Patatin mit den
folgenden Schritten von der Membran eluiert.

Der Versuch zeigt, dass die Wahl des Salzes Auswirkungen auf die zur Elution benoétigte
Konzentration hat. Wird ein einwertiges Salz eingesetzt muss die Salzkonzentration bei
mindestens 0,3 M liegen. Bei Einsatz eines zweiwertigen Salzes sinkt die benétigte Konzentration
auf die Hilfte. Nachteilig ist aber der verbreiterte Peak des Magnesiumchlorid-Eluenten, der zur
Folge hat, das zwar bei einer geringeren Salzkonzentration begonnen werden kann zu eluieren, es
aber zur vollstindigen Elution nicht ausreicht. Die benétigte Salzmenge wire grof3er und somit
stechen die Ersparnisse an Salz und Wasser in keinem Verhaltnis mehr zum Einsatz von
Natriumchlorid. Da die Kosten fiir Magnesiumchlorid (98 % ig 94,50 €/kg) um ein Vielfaches
héher sind als fir Natriumchlorid (99 % ig 21,40 €/kg), ist der Einsatz von Mg-Salzen

Okonomisch nicht sinnvoll.

3.5.6 Trennung von KFW mittels Stufengradientenprofil

Die Erkenntnisse aus den Versuchen mit linearen und Stufengradientenprofilen zeigen, dass mit
einem konzentrierten Salzpuffer Kartoffelproteine gezielt von der Membran gelost werden
kénnen. Darauf aufbauend wurden unterschiedliche Profile mit drei bis vier Schritten untersucht.
In einem 4-stufigen Profil wurde der Elutionspuffer B mit 10, 25, 50 und 100 % eingesetzt. In
einem 3-stufigen Profil wurde der Elutionspuffer B mit 10, 50 und 100 % eingesetzt.
AnschlieBend wurde in dem 3-stufigen Profil nur die Konzentration der ersten Stufe mit 20 %
und 30 % in zwel weiteren Profilen variiert Die in den folgenden Abbildungen dargestellten
Messreihen wurden mit Q15-Adsorbern durchgefiihrt. Als Proben wurde je 1 ml unverdinntes,

gefiltertes Kartoffelfruchtwasser verwendet.
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Abb.3.20: 4-stufiges Elutionsprofil Abb.3.21: 3- stufiges Elutionsprofil,

Bei Einsatz des 4-stufigen Profils wird der Hauptteil des gebundenen Proteins bei einer
Konzentration von 0,25 M NaCl (entspricht 25 % Puffer B) von der Membran eluiert. Es handelt
sich jedoch nicht um eine gezielte Elution, da in den anderen Stufen des Profils ebenfalls Signale
zu erkennen sind die auf einen Proteingehalt hinweisen. Eine bessere Elution ist mit dem 3-
stufigen Programm (10, 50 und 100 %) moglich. Die Hauptmenge an Protein wird mit 50 % des
Elutionspuffers B (entsprechend einer 0,5 M Salzlésung) von der Membran eluiert. Die

Proteinmengen die mit 10 und 100 % Puffer B gelost werden sind im Verhiltnis dazu

vernachlissigbar.
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Abb. 3.22: Vergleich der Elutionsprofile eines Q15-Adsorbers

In weiteren Versuchen wurde die Salzkonzentrationen der ersten Stufe des 3-stufigen Profils in

auf 20 % und anschlieBend auf 30 % Puffer B erhoht. Bei den Variationen wird deutlich, dass

AU
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eine Anfangkonzentration von 30 % Puffer B nicht ausreichend ist. Die Signale und die
Proteinkonzentrationen der nachfolgenden Stufen sind zu hoch. Eine gezielte Abtrennung der
Proteinfraktionen in einem Schritt ist mit Konzentrationen unter 50 % an Elutionspuffer nicht
moglich. Das Ergebnis aus dem Scouting-Experiment, dass die Elution mit 0,3 M NaCl
durchgefithrt werden kann, wird nicht bestitigt.

Nachfolgende gelelektrophoretische Untersuchungen haben gezeigt, dass in den einzelnen
Fraktionen, die bei der 4 stufigen Elution gewonnene wurden, keine unterschiedlichen Proteine
zu finden waren, sondern nur Patatinfraktionen vorlagen. Da ein Q-Adsorber verwendet wurde,

konnten keine Protease Inhibitoren eluiert werden.

g = Abb. 3.23: SDS-PAGE (12,5 % Tris-HCL, Silberfirbung)
Aufgefangene Fraktionen eines 4-stufigen
Gradientenprofils ( Versuch vom 14.3.03)

Spur 1: Molekular Marker
Spur 2: Fraktion mit 10 % Elutionspuffer
Spur 3: Fraktion mit 25 % Elutionspuffer
; Spur 4: Fraktion mit 50 % Elutionspuffer
Sl \-' _. Spur 5: Fraktion mit 100 % Elutionspuffer

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass drei- und vierstufige Elutionsprofil nicht eingesetzt
werden konnen, wenn die Proteine in einer Fraktion angereichert werden sollen. Die einzelnen
Fraktionen eines Profils enthalten zuviel Protein. Es kann nur bei dem Versuch mit dem
Elutionsprofil 10 %-50 %-100% eine Anreicherung von Patatin in einer Fraktion erreicht
werden. Der Hauptproteinanteil wurde mit 0,5 M NaCl im Puffer (entspricht 50 % Puffer B)
von der Membran eluiert.

Um die gewtnschte hohe Proteinanreicherung in einer Fraktion zu erhalten, werden in den
folgenden Untersuchungen zweistufige Gradientprofile zur Elution verwendet werden. Der

Hauptproteinanteil soll ebenfalls mit 0,5 M NaCl im Puffer von der Membran eluiert werden.
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3.6  Trennung von KFW iiber gekoppelte Sartobind Adsobermodule

3.6.1 Kopplung von zwei Modulen - dreistufiges Elutionsprogramm

Die in den vorangegangenen Abschnitten dargestellten Versuche wurden mit einer
Adsorbereinheit durchgefiihrt, das heil3t es wurden jeweils nur die anionischen oder kationischen
Bestandteile aus der Losung entfernt. Im Hinblick auf einen grof3technischen Einsatz ist es aber
sinnvoll, mehrere unterschiedliche Membranmodule hintereinander zu schalten. Man erreicht
dadurch Anreicherungen unterschiedlicher Proteine einer Losung auf den entsprechenden
Membranen in einem Arbeitsschritt.

Fir die folgenden Messungen wurden eine Q 15- und eine S 15-Adsorbereinheit miteinander
durch Luer-Lock-Verschlisse verbunden und in die FPLC eingesetzt. Die Probe durchflie3t
zuerst das S-Modul, anschlieBend das Q-Modul. Die Adsorber werden in einem Schritt beladen.
Wihrend des folgenden Spiilschrittes fillt das UV Signal auf ein Minimum ab. Nicht gebundene
oder nur lose haftende Proteine wurden von der Membran entfernt. Nach dem Programmschritt
2 (Tab.3.12) wurden die Adsorber getrennt und separat voneinander eluiert. Als Steuerprogramm

wurde ein dreistufiges Gradientenprogramm entwickelt.

Tab.3.12: dreistufiges Elutionsprogramm

Puffer Volumen | Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]

1 100 % A 3 0,5 6 Probenauftrag

2 100 % A 20 2 10 spilen

3 | Mix: 90 % A+10 % B 10 2 5 eluieren

4 | Mix: 50 % A+50 % B 10 2 5 eluieren

5 100 % B 10 2 5 spiilen und equilibrieren
6 100 % A 10 2 5 spilen

Als Probe wurde 1 ml einer unverdinnten, vorbehandelten (von Schwebstoffen befreit, siche
Kap.3.5.2.1) auf die Membranen aufgegeben. Der verwendete Puffer war ein 50mM
Kaliumphosphatpuffer. Die Fraktionen wurden aufgefangen und untersucht In der folgenden
gelelektrophoretischen Darstellung  (Abb.3.24) sind die Fraktionen iber den gesamten
Elutionszeitraum dargestellt. Man erkennt die Abnahme des Proteingehalts wihrend der

einzelnen Gradientenschritte.
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Abb. 3.24:

Spur 1
Spur 2
Spur 3
Spur 4
Spur 5
Spur 6
Spur7
Spur 8

Spur 9

S ———— —

SDS-Gel der einzelnen Elutionsfraktionen eines Q-15- und S-15-Adsorber (12,5 % Tris-

HCI, Silberfirbung)[Reck, 2003]
Molekulargewichtsmarker (Fermentas)

KFW-Probe vom 26.8.03 (verdinnt,
1:75)
Durchlauffraktion

Q15-Fraktion eluiert mit 0,1 M NaCl
(20.-21. min)

Q15-Fraktion eluiert mit 0,1 M NaCl
(22.-23. min)

Q15-Fraktion eluiert mit 0,5 M NaCl
(24.-25. min)

Q15-Fraktion eluiert mit 0,5 M NaCl
(26.-27.min)

Q15-Fraktion eluiert mit 1 M NaCl (28.-
29. min)

Q15-Fraktion eluiert mit 1 M NaCl (30.-
31. min)

Spur 10
Spur 11
Spur 12
Spur 13
Spur 14
Spur 15
Spur 16

Spur 17

Q15-Fraktion eluiert mit 1 M NaCl
(32.-33. min)

Q15-Fraktion eluiert mit 1 M NaCl
(34.-35. min)

Membran mit Puffer gespilt (36.-37.
min)

S15-Fraktion eluiert mit 0,1 M NaCl
(20.-21. min)

S15-Fraktion eluiert mit 0,1 M NaCl
(22.-23. min)

S15-Fraktion eluiert mit 0,5 M NaCl
(24.-25. min)

S15-Fraktion eluiert mit 0,5 M NaCl
(26.-27.min)

S15-Fraktion  eluiert mit 1 M
NaCl(28.-29.min)

Die Probe wurde im Uberschuf3 auf die Membran gegeben. Die Durchlauffraktion enthilt neben

Patatin noch Reste von Protease Inhibitoren. Nach der Probenaufgabe wurden die Module

voneinander getrennt. Zunachst wurden die Proteine des Q-Moduls eluiert. Zu erkennen ist in

Spur 6 die Patatinbande bei ca. 42 kDa. Die Abtrennung von Patatin aus KFW ist Giber eine Q-

Membran erfolgt. In der stark konzentrierten Fraktion mit einem Proteingehalt von 623 pg/ml

sind nur schwach Proteinbanden von niedermolekularen Proteinen zu erkennen. In den darauf

folgenden Fraktionen befinden sich nur geringe Mengen Patatin (siche Tabelle 3.13).
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Die in der Durchlauffraktion fehlenden Protease Inhibitoren wurden durch den S15-Adsorber
aufgefangen. Um die auf der S-Membran gebundenen Proteine zu eluieren, wurde das gesamte
Programm ohne erneute Probenaufgabe wiederholt. In den Spuren 13 bis 17 sind die im zweiten

Durchgang eluierten Proteaseinhibitoren bei 20 kDa zu sehen.

Tabelle 3.13 : Proteinkonzentration einzelner Elutionsfraktionen, Lowry-Protein-Test

Fraktion Proteinkonzentration pg/ml

Kartoffelfruchtwasser 24800
Q15 raktion 20.21. min (Spur 4) 401
Q15 Fraktion 22.-23. min (Spur 5) 405
Q15 Fraktion 24.25. min (Spur 6) 623
Q15-Fraktion 26.-27. min (Spur 7) 12,1
Q15 Fraktion 28.-29. min (Spur 8) 5,37
Q15-Fraktion 30.-31. min (Spur 9) 4,73
Q15-Fraktion 32.-33. min (Spur 10) 1,63
Q15-Fraktion 34.-35. min (Spur 11) 0,7
S15-Fraktion 20.-21. min (Spur 13) 11,5
S15-Fraktion 22.-23. min (Spur 14) 7.8
S15-Fraktion 24.-25. min (Spur 15) 11
S15-Fraktion 26.-27. min (Spur 10) 5,14
S15-Fraktion 28.-29. min (Spur 17) 2,46

Wie die Untersuchung bestitigt ist mindestens eine Salzkonzentration von 0,5 M im Eluenten

nétig, um eine hochkonzentrierte Proteinfraktion von den Membranen zu eluieren.
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3.6.2 Kopplung von zwei Modulen- zweistufiges Elutionsprogramm

Wie aus dem voran gegangenen Abschnitt ersichtlich, ist ein Gradientenprofil mit einer hohen
Anfangskonzentration notig. Die erste Elutionsstufe wurde daher in den folgenden Messungen
bei 50 % Elutionspuffer festgelegt. Als zweite Elutionsstufe wurde der Elutionspuffer B zu 100
% verwendet. Diese zweite Stufe dient hauptsichlich dazu, noch vorhandene Proteine endgiiltig
von der Membran zu 16sen. Da die Proteinlésung in einem Schritt iiber beide Adsorbermodule
gefiihrt wurde, musste ein Puffer in einem pH-Bereich gewihlt werden, in dem beide

Membransysteme beladungstihig sind. Im ILaufe der Voruntersuchungen erwies sich ein 20

mmol Kaliumphosphatpuffer bei pH 7 als am besten geeignet.

Tab. 3.14: Beladungsprogramm 10.3 fiir die gekoppelten Module Q15 und S15

Puffer A: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7; Puffer B: 20 mM Kaliumphosphatpuffer + 1 mol NaCl pH 7
Puffer Volumen | Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]

1 100 % A 2 2 1 spilen

2 100 % A 3 0,5 6 beladen

3 100 % A 10 1 10 spilen

4 Stoppen des Programms, trennen der Module

5 50 % A +50 % B 15 2 7,5 cluieren

6 100 % B 15 2 7,5 eluieren

7 100 % A 10 2 5 spilen und equilibrieren

Tab. 3.15: Elutionsprogramm 10.2 far das getrennte Modul S15

Puffer A: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7; Puffer B: 20 mM Kaliumphosphatpuffer + 1 mol NaCl pH 7
Puffer Volumen | Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]
1 | Mix: 50% A+50% B 15 2 7,5 eluieren
2 100% B 15 2 7,5 eluieren
3 100% A 10 2 5 spilen und equilibrieren
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Die folgende Abbildungen 3.25 und 3.26 zeigen ein Beispiel fir ein Beladungs- und
Elutionsprofil gekoppelter Q15 und S15- Module, sowie das Elutionsprofil des S-Modul.

Aufgeben wurde 1 ml einer unverdiinnten KFW-Probe.
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Abb.3.25: Beladungs- und Elutionsprofil Abb.3.26: Elutionsprofil eines S15-Moduls

eines Q15- Moduls

Die Abbildung 3.25 zeigt das gesamte Beladungs- und Elutionsprofil der Q-Membran. Ein
Grofiteil der eingesetzten Proteine passiert die Membran ungehindert und kann auf keiner der
beiden Ionenaustauscher binden. Dieses Durchbruchsignal tritt auf, wenn die Membranen
tiberladen werden, aber auch bei Einsatz verdinnter Losungen, die die angegebene Kapazitit der
Adsorbermodule nicht iberschreiten. Es ist méglich aus dem komplexen Gemisch des KEFW
Patatin und Proteaseinhibitoren abzutrennen, aber die Abtrennung ist nicht vollstindig. Ursache
hierfiir kann die Struktur von Patatin und den vorhandenen PI sein. Da Patatin nicht nur als 40
kDa Molekiil vorliegt, sondern auch als Dimer auftritt, kann die groBBere Variante des Patatins
mehr Bindungsplitze auf der Membran belegen als das vergleichbare Patatin-Monomer oder
andere Proteine. Zusitzlich treten Konkurrenzrektionen mit den anderen vorhandenen Proteinen
auf der Membran auf. Die Folge davon ist eine Minderung der Bindungskapazitit der

Membranen.

Um die Reinheit der gewonnenen Fraktionen zu ermitteln, wurden gelelektrophoretische
Untersuchungen durchgefiihrt. In der folgenden Darstellung Abb. 3.27 sind von Q15 und S15
Adsorbern gewonnenen Fraktionen verwendet worden. In den Spuren 3 und 4 ist Patatin in den
Eluaten zu erkennen. Es sind nur geringe Mengen von Protease Inhibitoren enthalten. In der
Spur 6 ist eine Elutionsfraktion der Kationenaustauschermembran zu sehen. Patatin ist in dieser

Probe nicht zu erkennen. Es wurden nur kationische Proteine aus der Losung gebunden. Als
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Hauptprotein ist eine Gruppe von 20 kDa schweren Proteaseinhibitoren zu erkennen. Geringe

Anteile von niedermolekularen Proteinen sind in Form von diinnen Banden bei den Massen 18,

14 und 10 kDa zu erkennen.
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Abb.3.27: SDS-PAGE (Ttis-HCL, 18%,
20 o , BioRad,Coomassiefirbung)
. - Protease- Spur 1: Molekulargewichtsmarker
" inhibitoren Spur 2: Kartoffelfruchtwasser 1:10 verdiinnt
15 Spur 3 und 4: Elutionsfraktion (0,5 M NaCl, Q 15)
Spur 5: Waschfraktion

Spur 6: Elutionsfraktion (0,5 M NaCl, S 15)
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Die Ausbeute an Patatin aus KFW-Proben der Kampagne 2003 betrug durchschnittlich 26 %
(bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge), das entspricht einer Bindungskapazitit der Q-
Membran von 0,31 mg Patatin pro cm?® Fliche. Die Ausbeute an Protease Inhibitoren war

geringer und lag bei 9,5 %. Es haben 0,11 mg PI pro cm? S-Membran gebunden.

Fir die folgenden Messungen mit 75er Modulen wurde das Steuerprogramm in zwei einzelne
Abschnitte getrennt. Das erste Programm dient nur zum Beladen der Membranen. In einem
weiteren Programm wurden die getrennten Module nacheinander eluiert. Die folgenden
Steuerprogramme in Tabelle 3.16 und 3.17 wurden fir Messungen mit S75 und Q75-

Adsorbermodulen verwendet.
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Tab. 3.16: Beladungsprogramm fiir die Module Q 75 und S 75
Puffer A: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7; Puffer B: 20 mM Kaliumphosphatpuffer + 1 M NaCl pH 7
Fraktionen haben ein Volumen von 2 ml

Puffer Volumen | Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]
1 100 % A 2 2 1 spilen
2 100 % A 10 2 5 beladen
3 100 % A 25 2 12,5 spilen

Tab 3.17: Elutionsprogramm fur die Module Q 75 und S 75
Puffer A: 20 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7; Puffer B: 20 mM Kaliumphosphatpuffer + 1 M NaCl pH 7

Fraktionen haben ein Volumen von 2 ml

Puffer Volumen | Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]
1 100 % A 4 2 2 spilen
2 | Mix: 50 % A+50 % B 20 2 10 eluieren
3 100 % B 20 2 10 eluieren
4 100 % A 10 2 5 spilen und equilibrieren

Im Gegensatz zu den kleineren Modulen wurde hier eine erhohte Beladungsgeschwindigkeit von

2 ml/min verwendet. Signifikante Unterschiede zu geringeren Beladungsgeschwindigkeiten

konnten in den Messungen nicht ermittelt werden.
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Abb. 3.28: Vergleich der Elutonssignale (UV) von Patatin und PI unter Verwendung von Q 75 und S 75 -
Modulen
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Die Signale der beiden Elutionen liegen direkt tbereinander. Es wird deutlich, das im zweiten
Schritt nur minimale Mengen an Protease Inhibitoren von der Membran eluiert werden. Die
VergroBerung der Membranoberfliche hat eine VergroBerung der Elutionssignale und damit eine
Steigerung der Proteinausbeuten bewirkt.

Von dem Q 15-Modul konnten im Durchschnitt 4,65 mg Patatin eluiert werden. Die Elutionen
des groBeren Q75-Moduls ergaben bei vergleichbaren eingesetzten Probenmengen
durchschnittlich 21,9 mg. Die Mengen an Protease Inhibitoren lagen bei S 15-Modulen bei
1,7 mg und bei S 75-Modulen bei durchschnittlich 7,7 mg.

Tab 3.18: Vergleich der eluierten Proteinmengen von den MA 15 und MA 75 Modulen

Modul Eluierte Proteinmenge in mg
Q15 4,65
Q75 21,9
S15 L7
S75 7,7

3.6.3 Bilanzierung der Ausbeute an gewonnenem Proteinen

Um einen wirtschaftlichen und rentablen Prozess zu entwickeln, mussten die Ausbeuten der
unterschiedlichen Fraktionen bestimmt werden. Verwendet wurde dazu der Lowry Proteintest
von der Firma Pierce (siche Anhang). Zum besseren Vergleich wurden neben den absoluten
Ertrigen die prozentualen Anteile sowie die Menge gebundenen Proteins auf der Membran in
mg/cm? bestimmt.

Die Untersuchungsreihen wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen an Protein im KEFW
durchgefithrt. Die Vergleichsdaten wurden daher in drei Kategorien zusammengefasst: in
Versuchreihen mit geringer Proteinkonzentration (durchschnittlich 4,5 bis 6,3 mg/ml) im
eingesetzten KFW, mit mittlerer Konzentration (durchschnittlich 10,75 bis 12,6 mg/ml) und
hoher Konzentration (durchschnittlich 25,3 bis 27,8 mg/ml). Dutrchgefihrt wurden die
Messungen mit 75 cm? gro3en Modulen und mit Kartoffelfruchtwasser der Kampagnen 2003
und 2004.



Praktischer Teil 58

80 -

70 [ B Patatin 2003
1 Patatin 2004

60 | I Protease Inhibitor 2003
. [ Protease Inhibitor 2004

Ausbeute in %

gering ( 4,5-6,3 mg/ml) mittel (10,8-12,6 mg/ml) hoch ( 25,3-27,8 mg/ml)
Konzentrationsbereiche

Abb.3.29:  Vergleich der Ausbeuten von eluiertem Patatin und Pl in unterschiedlichen
Konzentrationsbereichen

Aus der Abbildung 3.29 ist ersichtlich, dass eine Erhohung der Proteinkonzentration nicht
grundsitzlich eine Erhohung der Ausbeute, bzw. Bindungskapazitit zur Folge hat. Die
Ausbeuten an Patatin und Protease Inhibitoren sinken bei der Verwendung von hoch
konzentrierten Proteinlésungen. Die hochsten Ausbeuten gab es in der Kampagne 2003 bei
gering konzentriertem KFW und in der Kampagne 2004 bei mittel konzentriertem KFW. Die
Ausbeuten des Jahres 2004 haben sich im Falle des Patatins verdoppelt. Bei der Ausbeute der PI
liegt eine Ausbeutesteigerung von 62 % vor.

Diese Ergebnisse aus den Vorversuchen von Kap. 3.5.3, die die besten Bindungskapazititen mit
hoch konzentrierten KFW-Lésungen hatten, konnten mit diesen Versuchsreihen nicht bestitigt
werden.

Berticksichtigt werden muss bei der Betrachtung der Ausbeuten auch den Anteil an nicht
gebundenen Proteinen im Durchbruch (dargestellt in Abbildung 3.30). Die gering konzentrierten
KFW-Losungen weisen nach Verlassen der Membran noch einen Proteingehalt von 33,7 %
(Kampagne 2003) bzw. 21,3 % (Kampagne 2004) auf. Es ist nur eingeschrinkt moglich,
samtliche Proteine aus dem Kartoffelfruchtwasser zu entfernen. Die Proteinbelastung der
Abwisser konnte aber durch den Finsatz von Membranadsorbern dennoch erheblich herab

gesetzt werden.
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Abb 3.30: Proteingehalt der Durchbruchfraktionen in den unterschiedlichen Konzentrationsbereichen

(bezogen auf die eingesetzte Proteinmenge)

In der folgenden Abbildung 3.31 sind die Bindungskapazititen von anionischen und kationischen
Membranadsorbern zusammengefasst. Berechnet wird die Kapazitit in diesem Fall tiber die von
den Membranen eluierten Mengen an Patatin und Protease Inhibitoren. Die héchste
Bindungskapazitit im Bereich von 0,3 mg/cm? weisen die Q-Membranen bei der Verwendung
von mittel und hochkonzentriertem KFW der Kampagne 2004 auf. Die Protease Inhibitoren der
Kampagne 2004 binden um durchschnittlich 70 % besser auf der S-Membran als die Protease
Inhibitoren der Kampagne 2003. Die durchschnittlichen Ausbeuten mit Proben der Kampagne
2004 liegen im mittleren Konzentrationsbereich bei Patatin um 91 % iiber denen des Vorjahres.
Im hoher konzentrierten Bereich ist eine Steigerung von 83 % zu beobachten. Die prozentualen
Unterschiede der Ausbeute und Bindungskapazititen der Membranen in den beiden Kampagnen
liegen teilweise an der geringen Lagerungszeit des KIEFW, aber auch an der jeweiligen

Zusammensetzung der verarbeiteten Kartoffelsorten.
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Abb. 3.31: Gebundene Mengen Patatin und Protease Inhibitoren auf den Membranen der Kampagnen
2003 und 2004

3.6.4 Reinigung und Lagerung von Adsorbermodulen

Nach mehrfacher Beladung der Adsorbermembranen traten immer wieder Verblockungen auf.
Die Membranen wurden undurchlissig und es konnte keinerlei Stofftransport durch die
Membranen erzielt werden.

Da die in dieser Arbeit verwendeten Adsorbermodule als Spritzenvorsatz verwendet werden
konnen, wurden die Reinigungsschritte manuell und nicht automatisch in der FPLC
durchgefithrt. Zum Reinigen wurde 0,1 M Natronlauge verwendet. 10 bis 20 ml der Lauge
wurden langsam mit Spritzen durch den Adsorber gedriickt. Bei leichten Verblockungen kam es
bereits nach wenigen Millilitern zu einer Erhohung des Durchflusses. Bei schwerwiegenden
Verblockungen wurden die Adsorber mit Natronlauge befillt und bei Raumtemperatur fir eine
Stunde oder iiber Nacht im Kiihlschrank gelagert. Hat die Lagerung in 0,1 M Natronlauge zur
Lésung der Verblockungen nicht ausgereicht wurden auch 0,5 und 1 M Natronlaugen verwendet.
Nach jeder Reinigung mit Natronlauge wurden die Module ausfithrlich mit 20 mM

Kaliumphosphat-Puffer gespilt, bis keine alkalische Reaktion im austretenden Puffer mehr



Praktischer Teil 61

auftritt. Wasser kann zum Spiilen nicht verwendet werden, da die Membran aufquillt und die
Poren sich verkleinern. Die zum Spiilen verwendete Loésung muss eine Leitfahigkeit von
mindestens 3 mS aufweisen [Plate, 2003].

Da die Membranen beim Beladen mit KFW nach einigen Zyklen braune Verfirbungen
aufwiesen, wurden die Membranen auch mit Zitronensiure behandelt. Die Membranen hellten
sich auf, aber eine Reinigung der Membran und damit eine Erhéhung der Flussrate konnte nur
bei leichten Verblockungen festgestellt werden. Bei stirkeren Verschlissen der Membran musste
zusatzlich eine Reinigung mit Natronlauge erfolgen.

Waren die Module alkalifrei oder siurefrei wurden sie in der FPLC auf ihre Durchlissigkeit
getestet. Dazu wurde ebenfalls 20 mM Kaliumphosphat-Puffer verwendet. Laut
Herstellerangaben diirfen die Membranen mit einem maximalen Druck von 105 psi betrieben
werden. Wurde der Gegendruck zu hoch, musste die Membran erneut gereinigt werden. Generell
wurden Reinigungen schon bei den ersten Anzeichen einer Verblockung durchgefiihrt um eine
schonende Reinigung zu gewihrleisten. Module die nach einer vollstindigen Verblockung wieder
eingesetzt wurden, konnten meist nur fiir wenige Beladungszyklen eingesetzt werden bevor

erneut eine vollstindige Verblockung auftrat.

Die Lagerung der Membranen erfolgte bei 4°C. Um einen Besiedelung von Mikroorganismen zu
unterbinden, wurden die Membranen in einem Gemisch aus 20 % Ethanol und 1 M KCl-Losung
gelagert. Bei lingeren Lagerungen wurden die Membranadsorber in einer Natriumazidlosung

aufbewahrt.

Durch die Verwendung von Proben aus verschiedenen Kampagnen in unterschiedlichen
Konzentrationen und mit variierenden Proteinzusammensetzungen erlangten die Membran zu
sehr unterschiedlichen Zeiten ihren Arbeitspunkt.

Wurden Membranadsorber lingere Zeit beladen und eluiert, ohne das sie zwischengelagert
wurden, war die Lebensdauer wesentlich hoher. Die Reinigungen wurden dann nach der 16. bis
20. Messung durchgefiihrt und die Adsorber konnten erneut eingesetzt werden.

Sind nur wenige Messungen durchgefithrt und die Membran zwischengelagert worden, musste
eine Reinigung meist schon nach dem 8. Zyklus erfolgen. Die Lagerung der Membranen hat nicht

nur negative Wirkung auf vorzeitige Verblockung sondern auch auf die Bindungskapazitat.

In der folgenden Grafik ist das Absinken der Bindungskapazitit auf ein Drittel der
Anfangskapazitit eines Q75 Adsorbermoduls deutlich sichtbar. Das Modul wurde nach dem

4. Durchlauf fir lingere Zeit in einer Natriumazidlosung bei 4°C aufbewahrt. Bei der
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anschlieBenden Benutzung sinkt die Bindungskapazitit von 0,31 mg Protein/cm? auf
0,1 mg/cm? ab, bleibt aber wihrend der weiteren Verwendung konstant. Auf der S-Membran
liegt die Bindungskapazitit durchschnittlich bei 0,1 mg Protein/cm? wihrend der ersten

Durchliufe und sinkt erst im Laufe der weiteren Benutzung auf 0,05 mg Protein/cm? und

weniger.
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Abb. 3.32: Membrankapazititsverhalten bei zwischen gelagerten Adsorbern
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3.7 Proteinauftrennung iiber schwache Ionenaustauschmembranen

In dieser Versuchsreihe wurde das adsorptive Verhalten der Kartoffelproteine gegentiber
schwachen Ionenaustauschermembranen untersucht. Es sollte speziell getestet werden, ob unter
der Verwendung der schwachen Kationenaustauschermembran C eine Auftrennung der Proteine
der Gruppe der Protease Inhibitoren erreicht werden kann. Die Protease Inhibitoren haben
unterschiedlichste Figenschaften und es besteht daher die Méglichkeit, dass einige der PI auf
schwachen Ionenaustauschermembranen leichter binden.

Verwendet wurden dazu Sartobind D15 Membraneinheiten fiir die Patatinfraktion, die Sartobind
C15 Membranen wurden fiir die minoren Proteine (PI) eingesetzt. Im Vergleich zu den starken
Ionenaustauscher-Membranen QQ und S haben diese einen Arbeitsbereich im pH-Bereich von 4
bis 10. Die Bindungskapazitit der Adsorber liegt bei 9 mg pro Modul.

Der Versuch wurde analog zu den voran gegangenen (siche Abschnitt 3.6.2) durchgefiihrt.
Verwendet wurde ebenfalls ein 20 mM KPP Puffer (A), zum Eluieren wurde derselbe Puffer mit
1 M NaCl versetzt (B). Die gekoppelten Adsorber wurden mit 1 ml KFW der Kampagne 2004
mit einer Konzentration von 6,13 mg/ml beladen, die Probe wurde vor Verwendung tiber eine
0,2 um Membran gefiltert. Das Steuerprogramm ist dem Anhang zu entnehmen. Nach dem
Beladen wurden die Module entkoppelt und getrennt eluiert.

Die Untersuchung der gewonnenen Proteinfraktionen ergab eine wesentlich geringere Ausbeute

an Protein als unter der Verwendung der starken Ionenaustauscher.

Tab. 3.19: Vergleich der Proteinmengen pro cm?

Modul Ausbeute Patatin Ausbeute minore Proteine
D 15 und C15 0,048 mg/cm? 0,013 mg/cm?
Q 15 und S15 0,1 mg/cm? 0,03 mg/cm?

Der Anteil des mit Hilfe der C-Membran isolierten Patatins betridgt 48 % bezogen auf die
Ausbeute der Versuche mit starken Ionenaustauscher (Kap.3.6.2). Bei den Protease Inhibitoren
liegt der Anteil bei 43 %. Die graphische Darstellung des Vergleichs der Elution von einer Q-

und einer D-Membran machen die Unterschiede deutlich.
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Abb. 3.34 rechts: SDS-PAGE ( 15% Tris-HCI, BioRad, Coomassiefirbung)

Spur 1 und 7: Molekularmassen Marker, Spur 2: Durchbruchfraktion 1:10, Spur 3: Fraktion 1 der
D-Membran, Spur 4: Fraktion 2 der D-Membran, Spur 5: Fraktion der C-Membran, Spur 6: KFW
Probe

Mit der SDS-PAGE Gelelektrophorese wurde nachgewiesen, dass keine Verbesserung der
Ergebnisse im Vergleich mit starken Ionenaustauschern erzielt wurde.

In den Spuren 1 und 7 befinden sich Markerproteine. In der Spur 2 wurde der Durchbruch 1:10
verdinnt aufgetragen. Es sind noch schwach Proteinbanden im unteren Bereich (15, 20, 23 kDa)
zu erkennen. Die Verdiinnung der Probe war in diesem Fall zu stark gewesen.

Die Bande bei 40 kDa in der Spur 3 ist das Protein aus dem gewonnenen Eluat der D-Membran.
Das Patatin konnte mit der schwachen Anionentauschermembran aus dem Fruchtwasser entfernt
werden. In der Spur 4 wurde eine Probe einer weiteren Fraktion, die von der D-Membran
erhalten wurde, aufgetragen. Der Proteingehalt war zu gering um eine Proteinbande zu erhalten.
Die 20 kDa Bande in Spur 5 entstammt aus dem Eluat der C-Membran. Die Protease Inhibitoren
konnten auf dieser Membran angereichert und anschlieBend eluiert werden.

Eine weitere Auftrennung in Protease Inhibitoren, die nicht der 20 kDa Gruppe zugeordnet
werden konnen, konnte nicht durchgefiihrt werden. Die Selektivitit der schwachen

Ionenaustauschermembranen ist zur Trennung in weitere Gruppen der PI nicht geeignet.
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3.8 Reinheitsprifung

Die in den voran gegangenen Versuchen gewonnenen patatin- und poteaseinhibitorhaltigen
Proteinfraktionen wurden gelelektrophoretisch untersucht. Um die Proteinfraktionen in ihrer
Zusammensetzung genauer zu bestimmen, wurden zusitzlich MALDI-Untersuchungen
durchgefihrt. Probleme bereiteten der zum Teil niedrige Proteingehalt der einzelnen Fraktionen,
sowie der hohe Salzgehalt, der die MALDI-Messung beeinflusst. Die Proteinfraktionen mussten
aufkonzentriert und entsalzt werden. Dazu wurden unterschiedliche Methoden verwendet.

Neben der Untersuchung aufkonzentrierter Proben wurden auch enzymatische Verdaue

einzelner Patatin- und Protease Inhibitorbanden aus SDS-PAGE Gelen durchgefiihrt

3.8.1 Probenbehandlung: Aufkonzentrationen und Entsalzungen

3.8.1.1 Vivaflow 50

Die Vivaflow 50 Kassette der Firma Vivascience AG ist eine Cross-Flow Membraneinheit.
Eingesetzt werden sie zur Aufkonzentrierung und Entsalzung von Proteinlésungen. Molekdile,
deren Massen kleiner als die Ausschlussgrenze der Membran sind, werden abgetrennt. Die
groBBeren Proteine werden im Retentat angereichert. Im Permeat befinden sich Salze und
niedermolekulare Bestandteile.

Als Ausschlussgrenze wurden 30 kDa gewihlt um die gesammelten patatinhaltigen Fraktionen
mehrer Durchlidufe damit aufzukonzentrieren. Die aufkonzentrierten Proben wurden zusitzlich
Uber Dialyseschliuche entsalzt. Die so gewonnenen salzfreien Proben wurden im MALDI

untersucht.

Ein groBer Nachteil dieser Methode war der groe Verbrauch an Ausgangsmaterial. Um eine
Vivaflow-Kartusche zu betreiben, waren ca 100 bis 130 ml an Loésung notwendig, da das
Totvolumen bedingt durch Schlauchverbindungen und Kartusche selbst erheblich war. Ein
weiterer negativer Faktor war der hohe Zeitaufwand. Fir eine Aufkonzentration wurden
durchschnittlich 8 Stunden bendtigt, hinzu kam die Zeit fiir eine Dialyse die zwischen 12 und
48 h betrug.

Als Aufkonzentrierungseinheit fir grofere Mengen war dieses System gut geeignet. Die
Trennleistung fiir ein komplexes Gemisch in einzelne Proteingruppen wurde in Nebenversuchen
untersucht. Fir unverdiinntes natives Kartoffelfruchtwasser mit einem Proteingehalt von 24,3

g/L sind diese Kartuschen nicht geeignet. Ein dauerhafter Einsatz watr nicht méglich, da die
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Membranen nach kurzer Zeit verblockten. Aus verdinnter KFW-Losung konnen die
Patatinmolekiile mit einer 30 kDa-Membran herausgefiltert werden. Die Proteinlosung wird um

den Faktor 3 aufkonzentriert.

3.8.1.2 Vivaspin 20

Die Cross-Flow-Einheit Vivaspin 20 der Firma Vivascience ist im Gegensatz zur Vivaflow-
Kassette eine Zentrifugeneinheit. Sie ist geeignet, um im Millilitermal3stab proteinhaltige
Lésungen aufzukonzentrieren. Diese Einheit wurde hauptsichlich zum Aufkonzentrieren der
fraktionierten Eluate aus den Adsorber-Versuchen (Abschnitt 3.5) verwendet. Um eine
Abtrennung von storenden niedermolekularen Proteinen zu erlangen, wurden zur
Aufkonzentration der patatinhaltigen Fraktionen Vivaspin 20 FEinheiten mit einer
Ausschlussgrenze von 30 kDa verwendet. Zur Aufkonzentrierung der Proteaseinhibitoren
wurden Membranen mit einer Ausschlussgrenze von 5 und 10 kDa verwendet. Diese
Spineinheiten konnten mit maximal 20 ml Proteinlésung bestiickt werden und wurden
anschlieBend nach einem festgelegten Protokoll zentrifugiert (siche Anhang).

Die Aufkonzentration erfolgte bei den Patatinfraktionen bei einer eingesetzten Konzentration
von durchschnittlich 1,1 mg/ml auf eine Konzentration von 21,4 mg/ml. Das Volumen wurde
von 20 ml auf dutrchschnittlich 0,75- 1,5 ml reduziert. Teilweise waren dabei mehrere
Zentrifugationsdurchginge notwendig.

Die Aufkonzentration der proteaseinhibitorreichen Fraktionen betrug lediglich einen Faktor 5
gegentber der eingesetzten Losung. Trotz mehrfachem Zentrifugieren konnte eine
Volumenreduktion wie bei der aufkonzentrierten Patatinfraktionen nicht erreicht werden. Die
konzentrierten Proben hatten nach den Behandlungen mit den Vivaspineinheiten ein
Restvolumen von ca. 3-4 ml.

Zur weiteren Entsalzung wurde die aufkonzentrierte Probe mit dest. Wasser (maximal 5 ml)
versetzt und nach Protokoll zentrifugiert. Diese erneute Verdiinnung und Aufkonzentration kann
dazu fihren, dass die gelosten Proteine ausfallen, da thnen die Salze zur Stabilisierung entzogen
werden. Dieser Schritt der Entsalzung wurde daher nur maximal zweimal hintereinander
durchgefihrt.

Mit diesen aufkonzentrierten und entsalzten Proben wurden anschlieBende MALDI-

Untersuchungen durchgefiihrt.
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3.8.2 Enzymatischer Verdau (In-Gel-Verdau)

Um eine spezifischere Analyse der gewonnenen patatin- und proteaseinhibitorhaltigen Fraktionen
zu erhalten, wurden enzymatische Verdaue mit Proteinbanden aus SDS-Gelen durchgefiihrt.
Dazu wurden Proteinbande aus einem Gel ausgeschnittenen und mit Trypsin behandelt. Zum
enzymatischen Verdau geeignet sind nur Gele die nach der Coomassiemethode gefirbt sind.
Trypsin ist als Endoprotease in der Lage Peptidbindungen nach den basischen Aminosiuren
Arginin und Lysin zu hydrolisieren. Die Aminosiureketten der Proteine werden in Bruchsticke
geteilt. Die KR-Spaltung ist C-terminal. Die so behandelte Proteinprobe wird anschlieBend tber
die MALDI-Technologie ananlysiert. Das entstehende Fragmentierungsmuster ist nicht zufillig
und liefert eine Identifizierungsmoglichkeit des gesuchten Proteins. Uber die so bestimmte Masse
der Bruchstiicke kann in einem Datenbankenabgleich das Protein identifizieren werden.
[Schrattenholz, 2001]

Der Vorteil dieser Methode liegt unter anderem in der direkten Verwendung von Proteinbanden,
die nach einer gelelektrophoretischen Behandlung ,,sauber® im Gel vorliegen und verdaut werden
konnen. Zum anderen sind die hergestellten Proben salzarm und die entstandenen kleinen
Peptidstticke sind zur Vermessung am MALDI gut geeignet.

Das fir die Experimente verwendete Trypsin war ,, Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade® der
Firma Promega, Madison (USA). Durch Methylierung der Lysinreste ist das Trypsin weitgehend

gegen Autolyse resistent. Das Verfahrensprotokoll ist dem Anhang zu entnehmen.

3.8.3 MALDI-Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie ist eine Analysenmethode zur Molmassenbestimmung freier Ionen im
Hochvakuum. Die gasférmigen Ionen kénnen mit unterschiedlichen Techniken getrennt und
analysiert werden.

Die MALDI-Technik (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation) erlaubt es auch grole Molekiile
wie Peptide und Proteine massenspektrometrisch zu untersuchen. Seit Finfithrung dieser
schonenden Technik Anfang der 80er Jahre gehéren MALDI Untersuchungen zum festen
Bestandteil der Proteinanalytik.

Im Gegensatz zur herkémmlichen Massenspektrometrie werden die Molekiile in einer Matrix aus

kleinen organischen Molektlen eingebettet. Verwendet werden dazu Bersteinsdure, Cyano-4-
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hydroxyzimtsiaure oder Nicotinsdure. Die Proteine gehen mit den Matrixmolekilen eine
Cokristallisation ein, wobei das Protein in den Matrixkristall eingebaut wird. Der Cokristall wird
im Gerit einem intensiven Impuls mit kurzwelliger Laserstrahlung (Nd-YAG bei 355 nm; N2 bei
337 nm) ausgesetzt. Durch den Laserimpuls erfahren die Matrixmolekiile ein thermisches
Ungleichgewicht (die in den Matrixmolekiilen gespeicherte Anregungsenergie erzeugt Stérungen
und Ausdehnungen) das sich in Form eines Phaseniibergangs bemerkbar macht und dabei
explosionsartig Matrixmolekile und Proteinmolekiile als Ionen aus der Matrixoberfliche freisetzt.
Durch die Matrixmolekiile wird verhindert, dass die grof3en Proteinmolekiile in zu kleine Peptide
fragmentieren, die nicht mehr eindeutig zu zuordnen sind. Die Ionen gelangen zu einem
Massenanalysator. Die Trennung und anschlieBende Detektion erfolgt in einem TOF-Analysator

(Time of flight), in dem die Ionen nach Masse/Ladungsverhaltnis aufgetrennt werden.

Die Untersuchungen wurden mit einem Maldi-Gerit der Firma Kraton Analytical, Manchester,
Grof3britannien durchgefiihrt. Zur Kalibrationen dienen intern gespeicherte Referenzspektren,
sowie mit Insulin durchgefiihrte Messungen.

Weitere MALDI-Messungen wurden am IPF (Institut fir Peptidforschung), Hannover
durchgefihrt.

3.8.3.1 MALDI-Ergebnisse einer unverdauten Probe

Fir die folgende Messung ist eine gepoolte Probe von Eluaten der Q-Membran verwendet
worden. Sie wurde tiber eine Vivaflow 50 Kassette auftkonzentriert und mittels Dialyse entsalzt.
Der Gehalt an Protein nach der Dialyse betrug 1,67 mg/ml. Als Matrix diente Sinapinsiure, ein
Zimtsdurederivat und 2,5-Dihydroxybenzoesiure, als Referenz wurde Insulin sowie Myoglobin,

Lysozym und Trypsinogen verwendet.
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Abb.3.35: MALDI-Spektrum einer tber Vivaflow 50 aufkonzentrierten Probe [ Reck, 2003]

Die Messung ergab einen Peak bei 40438,4 Da und ein Signal bei 7733,3 Da. Bei dem Signal von

7733 Da kann es sich um einen Proteaseinhibitor (PI I) handeln, der in der Literatur mit einer

Masse von 7,7-7,9 kDa angeftihrt wird. Da er zu den sauren Proteinen zidhlt ist seine Bindung

auf der Q-Membran mdéglich. Bei gelelektrophoretischen Untersuchungen konnte das Protein

nicht detektiert werden, da es auf Grund der geringen Masse auf SDS-PAGE Gelen nicht

nachgewiesen werden kann. Das es sich bei dem Peak um eine Untergruppe des Patatins handeln

konnte ist eher unwahrscheinlich, da die Fragmentierung zu weit von der Masse der

Patatinfragmente abweicht.

Der Massepeak 40438 entspricht dem Wert des Patatins. Die geringe Intensitit des

Hauptproteins Patatin liegt unter anderem daran, dass die technische Messgrenze der Apparatur

tir gro3e Molekdle erreicht ist.

Die folgende Abbildung zeigt das Signal des 40 kDa Peak vergroB3ert.



Praktischer Teil

70

WATE0104-Sinapinsaeure
FFPLCLP140
Data: VA160002 2 16 Jan 2004 12:32 Cal: VACal160104 16 Jan 2004 12:25
Wratos PCKompact MALDI 3 Y1 2 20 + Linear High, Power: 140
Saint. 100% = 6.3 mV[sum= 313 mV] Profiles 1-50; Averaged

100
50
D n b n ¥ Enniin
Salnt. 100% = 1.6 mV[sum= 81 m¥] Profiles 1-50 Smooth Av 20 -Baseling 80
404358 4
100
50 A0296 8
400
0
35000 40000 45000 50000
Wass/Charge

Abb. 3.36: VergréBerte Darstellung des Patatinpeaks [Reck, 2003]

3.8.3.2 MALDI-Ergebnisse einer verdauten Probe

Eine 40 kDa-Bande wurde aus einem Coomassie gefirbten SDS-Gel mit einem Skalpell heraus

geschnitten und mit Trypsin verdaut. Die so erhaltene Probe wurde mit Hilfe der MALDI —

Technologie untersucht. Die folgende Abbildung zeigt das Muster der entstandenen

Peptidfragmente.
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Abb.3.37: MALDI-TOF-Spektrum: Peptidfragmente einer 40 kDa-Bande nach einem Tryptischer In-
Gel-Verdau (Aufnahme vom IPF, Hannover)

4782
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Im Spektrum erscheinen nur 3 Peaks hoher Intensititen von 90 bis 100 % in den Bereichen
627,6; 1756,6; 3625,2 Da. Die restlichen Peaks liegen nur im Intensititsbereichvon 10 bis 40 %.

Die meisten Peptidfragmente sind im unteren Bereich von 1030 bis ca. 2000 Da zu finden.

Die erhaltenen Peaks mit den héchsten Intensititen wurden in Tabelle 3.20 aufgelistet und mit

einer Datenbank abgeglichen.

Tab.3.20: Gemessene und erwartende Fragmente der 40 kDa-Fraktion

Gemessene Patatin (S05592) Patatin T58 (B26017)
Masse [Da]
Theoretische Masse | Abweichung [A] | Theoretische Masse | Abweichung [A]
[Da] (betechnet) [Da] (berechnet)
627,57 626,67 -0,11 627,74 -1,18
1030,5 1031,1 -1,6 1031,1 -1,6
1132,1 1133,35 -2,26 1133,35 -2,26
1435,7 1437,53 -2,83 1437,53 -2,83
1687,6 1689,97 -3,38 1689,97 -3,38
1757,9 1758,00 -1,11 1758,00 -1,11
2781,7 n.a. - n.a. -
3283,5 n.a. - n.a. -
3626,8 3628,07 -2,28 3628,07 -2,28
3964,9 39606,46 -2,57 3966,46 -2,57

Von den 10 eingegebenen Peptidfragmenten konnten mit Hilfe des Programms Mascot 8
Fragmente Patatin (S05592) und dem Patatin T58 (B26017) zu geordnet werden. Die Masse des
Proteins wird mit 42613 Da bzw. 42639 Da angeben. Der pI-Wert (berechnet) des Patatin
(805592) wird mit 5,46 angegeben, der pI- Wert des Patatin (B26017) liegt bei 5,38 (berechnet).
Eine Abweichungen in der berechneten Peptidmasse eines Fragments liegt nur in einem Fall des
Fragments mit der GroBe 627,57 Da vor. Die Sequenzabdeckung der Peptide mit der
Aminosduresequenz liegt bei beiden Proteinen bei 33%. Die abgetrennte 40 kDa Fraktion ist
demnach eine Patatinfraktion. Da das Ausgangsprodukt KFW aus einen Gemisch
unterschiedlichen  Kartoffelsorten  besteht, ist das Vorhandensein unterschiedlicher

Patatinmolekiile nicht iberraschend.

Eine 20 kDa Bande eines Coomassie gefirbten Gels wurde ebenfalls tryptisch verdaut und mit

MALDI-TOF vermessen. Aus dem Spektrum folgt ein anderes Ergebniss. Im unteren
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Massebereich von 500 bis 1700 Da sind nur Peptidfragmente mit geringer Intensitit im Bereich

von 10 % bis 25 % zu finden. Die hochste Intensitat hat ein einzelner Peak mit einer Masse von

1728,37 Da. Ein Peakbtindel mit hohen Intensititen bis zu 72 % liegt im Bereich von 1980 bis

2033 Da. Uber 2261 Da wurden keine Peptidfragmente mehr detektiert.
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Abb.3.38: MALDI-TOF-Spektrum: Peptidfragmente einer 20 kDa-Bande nach einem Tryptischer In-
Gel-Verdau (Aufnahme vom IPF, Hannover)

Folgende Peptidfragmente wurden in den Datenbanken ,,Mascot™ und ,,Expasy* eingegeben und

anschlieBend bestimmt::

Tab.3.21: Gemessene und erwartete Peptidmassen der 20 kDa-Fraktion

PCPI 10 (Cystein Protease Inhibitor) Kunitz PI
Gemessene Theoretische Abweichung Theoretische Abweichung
Masse [Da] | Masse [Da] (berechnet) [A] Masse [Da] (berechnet) [A]
524,18 n.a. - n.a. -
750,33 n.a. - n.a -
888,34 888,07 -0,7 887,52 -0,19
906,29 n.a. - n.a -
1020,23 1019,18 3,56 1015,62 3,56
1126,29 1125,49 -0,21 1125,49 -0,21
1277,28 1278,62 -1,63 1278,62 -2,35
2024,83 n.a. - n.a -
2260,89 225911 0,77 225911 0,77
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Obwohl nur 5 von 9 eingegebenen Fragmenten zugeordnet werden konnten war eine
Bestimmung moglich. Die Fragmente weisen mit 27 % Sequenziibereinstimmung auf einen
Cystein Proteaseinhibitor 10 (PCPI 10) mit der Nummer O24383 hin. Dieses Protein hat eine
GroBe von 20949 Da und einen berechneten pl von 7,57. Das andere Ergebnis weist auf ein
Kunitz Protease Inhibitor (PKPI) Q6PMR6 hin. Auch hier konnten 5 von 9 Fragmenten
zugeordnet werden. Die berechnete Masse liegt mit 24740 Da etwas tiber dem des PCPI 10. Der
pI-Wert liegt bei 8,21. Die Sequenziibereinstimmung lag bei 23 %b.

Beide Proteine sind Bestandteile der Kartoffel und liegen im gleichen Molmassenbereich. Eine
Uberlagerung der Proteine im SDS-PAGE-Gel ist méglich, da eine Auftrennung nur nach dem
Parameter Molmasse und nicht nach dem pI-Wert durchgefithrt wurde. Da der Anteil an PCPI
von durchschnittlich 12 % am Gesamtprotein der Kartoffel betrigt, ist es nicht tiberraschend

diese Proteingruppe zu identifizieren.

3.8.4 2-D-Elektrophorese

Neben der in dieser Arbeit eingesetzten eindimensionalen Elektrophorese sind auch
zweidimensionale gelelektrophoretische Untersuchungen durchgefithrt worden.

Im Gegensatz zur eindimensionalen FElektrophorese bietet die 2-D-Elektrophorese die
Moglichkeit der Trennung eines Proteingemisches nach zwei Parametern. In diesem Fall wurde
im ersten Schritt eine isoelektrische Focussierung durchgefiihrt. Dabei werden die Proteine nach
threm pl-Wert aufgetrennt. Erst im zweiten Schritt erfolgt eine klassische Trennung nach der
Molmasse der einzelnen Proteine in einer SDS-PAGE Elektrophorese. Man erhilt so die
Moéglichkeit, Proteine mit dicht bei einander liegenden Molmassen tiber den isoelektrischen
Punkt zu trennen und zu untersuchen.

Die aus den voran gegangenen Abschnitten isolierten Proben wurden mittels 2-D-
Elektrophorese auf ihre Reinheit hin untersucht. Die verwendete Anlage ist eine Multiphast II
der Firma Amersham Pharmacia.

Fir die folgende Aufnahme wurde im ersten Schritt ein nichtlinearer IPG-Streifen zur
isoelektrischen Focussierung im Bereich von pH 3 bis 9 verwendet. Fir die SDS-PAGE im
zweiten Schritt wurde ein 12,5% Tris-HCI-Gel verwendet. Probleme bereitete der Salzgehalt der
Proben. Bei zu hohem Salzgehalt bilden sich Schlieren und Streifen auf dem Gel, was zur Folge

hat, dass die Proteinspots unscharf dargestellt sind.
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Abb. 3.39: 2-D-SDS-PAGE einer Kartoffelfruchtwasserprobe (12,5% Tris-HCI, Silberfirbung)

Die hohe Anzahl der zu erkennenden Proteinspots macht deutlich, wie viele unterschiedliche
Proteine im KFW enthalten sind. Eine besondere Anhdufung von Proteinen ist im pl-Bereich
von 4 bis 5,5 zu erkennen. Dies ist der Bereich in dem unter anderem Patatin liegt. Eine weitere
Anhiufung von Proteinspots sind im pl-Bereich von 7 bis 9 zu erkennen. In diesem Abschnitt
liegen hauptsichlich Protease Inhibitoren. Ein Molekularmassen Marker ist nicht mitgefithrt

worden.

In einer weiteren gelelektrophoretischen Untersuchung wurden isolierte Fraktionen, die von den
Q 75 und S 75 Adsorber gewonnen worden sind, verwendet. Dazu wurden die Proben mit Hilfe
der Vivaspin 20 FEinheiten (GréBenausschlul von 30 kDa fir die Patatinfraktion und
GroBenausschlufl von 10 kDa fiir die PI-Fraktion) aufkonzentriert und entsalzt. Die Entsalzung
wurde nicht vollstindig durchgefiihrt, da sonst ein Ausfallen des Proteins zu erwarten ist. Fiir die
Untersuchung der Patatinfraktion sind nicht lineare IPG-Streifen NL 3-10 zur Focussierung und

12,5 % EXEL-Gele (Tris-HCL-Gele) zur Molmasssenauftrennung eingesetzt worden.
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Abb. 3.40: 2-D-SDS-PAGE einer Patatinfraktion (12,5 % Tris-HCI, Coomassiefirbung)

Deutlich zu erkennen ist eine Anhdufung einzelner Peaks im Bereich 40 kDa und bei einem pl-
Wert von ca. 5. Der genaue pl-Wert kann nicht ermittelt werden, da die Verteilung des pH-
Wertes der IPG-Streifen nicht linear ist. Der Bereich von ca 4,5 bis 7,5 ist in diesem Fall
gestreckt, die Randbereiche sind verkurzt. Die Lage der Spots entspricht den Literaturdaten von
Patatin mit einer Masse von 40 bis 43 kDa und einem pI-Wert von 4,5 bis 5,2. Die einzelnen
Spots der Bande sind als Isoformen des Patatins zu erkliren. Da Kartoffelfruchtwasser, das aus
unterschiedlichen Sorten besteht, eingesetzt wurde, erscheint eine gewisse Varianz des pl-Wertes
moglich. Die gewonnenen Daten aus der MALDI-Untersuchung decken sich mit den hier
vorliegenden. Die berechneten pl-Werte der gefundenen Patatine liegen bei 5,38 und 5,46. Das
erklart die Verbreiterung des Spots sowie die auftretenden Isoformen.

Der andere Spot bei 40 kDa und plI 10 kann nicht erklirt werden. Einige Proteasen haben pl-
Werte im Bereich von 9 (PCPI und OCPI), aber die Molmassen der genannten
Proteaseinhibitoren liegen im Bereich von 20 bis 22 kDa

Die Abbildung 3.41 stellt das FErgebnis der 2-dimensionalen gelelektrophoretischen
Untersuchung der proteaseinhibitorreichen Fraktion dar. Verwendet wurde dazu ein lineares
IPG-Streifengel im ersten Schritt. Im zweiten Schritt wurde die SDS-PAGE mit einem 12,5 %

Exel-Gel der Firma Amersham Pharmacia durchgefiihrt.
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Abb. 3.41: 2 dimensionale gelelektrophoretische Darstellung der proteaseinhibitorreichen Fraktion (12,5
% Tris-HCI Gel, Silberfirbung)

Der Hauptspot befindet bei pl 8,5-8,7 mit einer Molmasse von 20 kDa. Auf Grund einer
Uberkonzentration der Probe ist der Spot groB3flichig. Die gefundenen Proteinparameter decken
sich mit den durch die MALDI-Untersuchung erhaltenen Daten der PCPI (Cystein Protease
Inhibitoren) und den PKPI (Kunitz Protease Inhibitoren). Den berechneten Daten zu Folge
entspricht der Hauptspot einem Kunitz Protease Inhibitor mit einem pl von 8,21 und einer
Molmasse von 24 kDa.

Neben den genannten Protease Inhibitoren kénnten auch die PAPI und OSPI vorliegen, da ihre
pl-Werte im alkalischen Bereichliegen. Auf Grund ihrer geringen Konzentration im
Kartoffelfruchtwasser ist ein Spot dieser Intensitit unwahrscheinlich. Die auftretenden Spots im
Bereich von pl 6 und 7 weisen auf weitere Isoformen der PI hin. Der unscharfe Spot im Bereich
von pl 5 und mit einer Masse von 45 kDa resultiert aus nicht abgetrenntem Patatin. Ein
zusitzlicher enzymatischer Verdau der erhaltenen Spots war nicht moglich, da das Gel einer

Silberfirbung unterzogen wurde.
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3.9 Langzeitstabilititstests und Mehrfach- Elutionen

Um den technischen Maf3stab einer Ionenaustauschermembran beurteilen zu kdénnen, wurden
Versuche zur Langzeitstabilitit einer Sartobind Q15 Adsorbermembran durchgefiihrt.

Durch die vorangegangenen Versuche ist bekannt, dass die Aufnahmekapazitit der Membranen
nach mehrfachem Gebrauch sinkt. In dieser Versuchsreihe wurde getestet, wie viele
Auftragungszyklen bei einer Q15 Adsorbermembran ohne Reinigungsschritt méglich sind. Dazu
wurde zunichst ein automatisierter Langzeittest mit einer Standardproteinlésung (BSA) und
anschlieBend mit einer Realprobe (Kartoffelfruchtwasser) durchgefiihrt. Die Versuchsreihen
wurden an einer FPLC-Anlage durchgefithrt, wobei vor jeder Probenauftragung die Regeneration

und Equilibration der Membran durch ein vom PC gesteuertes Programm gewahrleistet wurde.

Bei der Verarbeitung groBer Mengen KFW muf} nicht nur die Belastbarkeit von Membranen
betrachtet werden, sondern auch die Wirtschaftlichkeit des Prozesses und Kosten der
eingesetzten Substanzen. Eine Moglichkeit zum Einsparen von Puffersalzen und Wasser bzw.
Abwassermengen bietet der mehrfache Einsatz der Elutionslésung (Mehrfach-Elution). In
diesem Versuch sollte getestet werden, ob es moglich ist, Protein angereicherten Elutionspuffer
mehrfach zu verwenden und so zum einen eine Konzentrationserh6hung an Protein im Eluat zu

erlangen, zum anderen Salzmengen ein zu sparen.

3.9.1 Langzeitstabilititstest mit BSA

Um einen Richtwert fiir die Stabilitit zu erhalten wurden zuerst Versuche mit einem
Standardprotein durchgefihrt. Verwendet wurden 1,5 ml einer BSA-Lésung mit einer
Konzentration von 10 mg/ml. Die ecingesetzte Menge entspricht der angegebenen
Proteinbindungskapazitit von 9-20 mg Protein fiir die Q 15-Membran. Um eine Uberladung der
Membran zu verhindern wurde die Kapazitit nicht vollstindig ausgeschopft. Der Versuch wurde
immer nach dem gleichen Schema an der FPLC durchgefithrt: Beladen-Sptilen-Eluieren-Spiilen.
Als Puffer wurde ein 50 mM KPP-Puffer bei pH 7 verwendet, als Eluent wurde ein 1 M NaCl in
50 mM KPP-Puffer eingesetzt. Ein Zyklus dauerte 21,5 min. Das genaue Steuerprogramm der
FPLC ist dem Anhang zu entnehmen.

Ein gleichmiBiges Extinktionsverhalten konnte in dem Dauerversuch nicht beobachtet werden.

Zu Beginn des Dauerversuchs variierten die Messwerte sehr stark und erst ab dem 20. Zyklus
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weisen die Werte eine gewisse Gleichférmigkeit auf. Ein schnelles Beladen und sauberes Spiilen
ist bei der Membran maoglich. Die einzelnen Peaks der Zyklen sind unterschiedlich hoch, sowohl
bei dem Beladen als auch beim Eluieren.

Trotz einer angepassten Proteinmenge, die die maximale Kapazitit nicht Gbersteigt, erhilt man
ein deutlich groBeres Signal beim Durchbruch des BSA durch die Membran, als bei der Elution
selber. Es scheint daher nicht méglich die gesamte Proteinmenge zu binden. In Abbildung 3.42

ist der Verlauf eines solchen Dauertests dargestellt:

1,4 -
1,2
1,0
0,8 -

0,6

0,4 4

AU [280 nm]

0,2 - J

— -
T
- —
=
T

0,0 1(If

I

I

|

T
800

-0,2_: W ! W\l MLW MJWL.MWM

0,4 T

T T T T
600 1000 1200 1400

Zeit t in [min]

T
400

Abb. 3.42.: Automatisierter Dauertest zur Langzeitstabilitit eines (Q15-Moduls

Ab dem 54. Zyklus (1161 min) setzt eine erneute Verinderung der Signale ein. Die Peaks
verbreitern sich mit jedem weiteren Durchgang und das Signal des Durchbruchs erhoht sich. Die
Membran kann nicht mehr gentigend Protein aufnehmen und nicht fest haftende Proteine
werden von der Membran gespilt. Im Elutionsschritt werden die Proteine nicht mehr vollstindig
von der Membran entfernt. Ein Teil der Proteine behindert sich gegenseitig und es kommt zu
Verblockungen.

Da sich die Signale ab dem 63. Zyklus verinderten und unregelmif3ig wurden, wurde der Versuch

nach 65 Zyklen abgebrochen. Eine vollstindige Verblockung wurde somit verhindert.
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Um die Stabilitit der Membranen zu testen wurde in einem weiteren Langzeittest der Spuilschritt
nach dem Beladen der Membran um 5 min verlingert und der Versuch wiederholt. Ein Zyklus
dauert nun 26,5 min. Der eingesetzte Membranadsorber ist der in dem voran gegangenen
Versuch verwendete Q 15-Adsorber. Nach einer Reinigung mit 0,5 M Natronlauge konnten die
Proteinriickstande wieder entfernt werden.

In diesem Langzeittest stellte sich ein gleich bleibendes Arbeitsverhalten schon nach ca. 10

Zyklen ein. Die folgende Graphik stellt zwei Zyklen zu Beginn des Versuchs dar:
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Abb.3.43: Darstellung zweier Zyklen, Extinktions- und Leitfahigkeitskurve zu Beginn des Tests

Zuerst ist der breitere Peak des Durchbruchs zu sehen, als zweiter Peak ist das Elutionssignal bei
steigender Leitfahigkeit dargestellt. Auch hier ist wie in dem voran gegangenen Test das
Durchbruchssignal in der Basis breiter. Nicht alle Proteine werden gebunden und im Spiilschritt
von der Membran gewaschen. Ab dem 86. Zyklus beginnen sich die Signale zu verindern. Die
Peaks verbreitern sich an der Basis und werden kleiner. In der folgenden Graphik sind Signale ab

dem 103. Zyklus dargestellt.
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Abb. 3.44: Darstellung der Beladungs- und Elutionssignale am Ende des zweiten Langzeittests

Das Signal beim Beladungsvorgang sinkt rasch auf die Hilfte ab und wirkt verbreitert. Der
Sptlschritt zwischen Beladen und Eluieren ist zu kurz geworden, es kénnen nicht mehr alle
locker haftenden Proteine von der Membran gewaschen werden. Die Signale verschlechtern sich,
denn die Basislinie kann nicht mehr wihrend des Spitlschrittes erreicht werden.

Die folgenden Elutionssignale sind nicht mehr einzelne Peaks, ein zweites nachfolgendes Signal
ist hinzugekommen. Die Peaks sind nicht mehr eindeutig von einander zutrennen. Die Elution
scheint in zwei Abschnitten zu erfolgen. Nach 108 Zyklen stieg der Druck im FPLC-System an
und die Membran blockierte. Ein Durchflu3 war nicht mehr mdéglich und der Versuch wurde
abgebrochen.

Die Sartobindmodule haben sich als geeignet erwiesen, Proteine auch nach einer hohen Anzahl
von Zyklen aus einer Losung abzutrennen. Durch Verlingerung des Spilschrittes im

Steuerprogramm wurde eine Steigerung der Lebensdauer um 107 % im zweiten Versuch bewirkt.

Die Reinigung der fast verblockten Membran nach dem ersten Test erwies sich nicht als Nachteil,
da die Membran anschlieBend linger funktionsfihig war und schneller die optimale Arbeitphase
erreichte. Anscheinend werden auf der Membranoberfliche einige Kontaktplitze durch
Proteinen schon beim ersten Beladungsvorgang irreversibel besetzt. Diese Plitze werden auch
durch eine Reinigung mit Natronlauge nicht vollstindig freigegeben. Bestatigt wird diese
Annahme durch die Beobachtung, dass im zweiten Langzeittest die Anlaufphase kirzer ist und

die Kontinuitit mit der der Adsorber im 2. Langzeittest arbeitet. Auf der gebrauchten Membran



Praktischer Teil 81

waren Plitze schon irreversibel belegt und ein Gleichgewicht zwischen freien Plitzen und
belegten Plitzen auf der Membran konnte sich schneller einstellen. Zum anderen weist auch das
hohe Durchbruchsignal der Proteinlésung auf schon belegte Kontaktstellen hin. Obwohl die
Menge an eingesetztem BSA nicht die vom Hersteller angegebene Kapazitit der Module

tberschreitet ist es nicht moglich die gesamte Proteinmenge zu binden.

3.9.2 Langzeitstabilititstest mit KFW

Da das Kartoffelfruchtwasser eine komplexe Proteinlosung ist, wurde ebenfalls ein Langzeittest
durchgefiihrt. Verwendet wurde dazu ein unbenutzter Q15 Membranadsorber. Aufgetragen
wurde in jedem Zyklus 1 ml einer verdiinnten KFW-Probe mit einem Gehalt von 5,36 mg/ml.
Die Probe wurde mit einem 0,2 um Filter (Spritzenvorsatz) vorbehandelt, um Schwebstoffe aus
der Losung zu entfernen. Das Programm entspricht dem des vorangegangenen Versuches (siche
Kap.3.9.1). Lediglich sind die Spiilschritte an das KFW angepasst worden. Ein Zyklus dauert 24
min, das Programm ist dem Anhang zu entnehmen.

Der Langzeitversuch wurde bei pH 7 durchgefihrt, was den Bedingungen bei der
Patatinabtrennung entspricht. Als Eluent wurde eine 1 M NaCl-Pufferl6sung verwendet. Um
Patatin von der Membran zu eluieren reicht eine 0,5 M NaCl-Lésung aus. Mit dem Einsatz der
hoherkonzentrierten Losung wird die Membran besser gereinigt und ist anschlieend erneut
nutzbar.

Die Graphik in Abb. 3.45 gibt einen Uberblick tiber die Beladungs- und Elutionssignale.
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Abb.3.45: Automatisierter Dauertest zur Langzeitstbilitit eines Q-15 Moduls mit KFW

Obwohl die Kapazitit der Membran (Bindungskapazitit von 12 mg BSA) mit Einsatz von 1 ml
KFW (Gesamtproteingehalt 5,36 mg/ml) nicht tberschritten wurde, liegt ein deutliches Signal
des Durchbruchs nach dem Beladen der Membran vor. Da nur ein Teil der eingesetzten Proteine
auf der Anionenaustauschermembran binden kénnen sind im Durchbruch hauptsichlich die PI
enthalten.

Die Peaksignale sind ungleichmif3ig, sowohl die des Durchbruchs als auch die der Eluenten.
Nach 380 min (16.Zyklus) wird das Muster gleichmiBiger. Nach 35 Zyklen wurde der Versuch
abgebrochen. In der folgenden Abbildung 3.46 sind die Signale der letzten Zyklen vergroBert
dargestellt. In der Vergr6Berung kann man deutlich erkennen, dass das Signal des 35. Zyklus
breiter und undeutlicher wurde. Der Versuchabbruch nach dem 35. Zyklus ermoglicht eine
Reinigung und damit einen erneuten Einsatz. Nach der Reinigung war der Adsorber wieder

verwendbar, die Kapazitit lieB3 jedoch schnell nach.
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Abb.3.46: UV-Signal der letzten fiinf Zyklen vor Abbruch des Tests

Unbenutzte Q15 Adsorber benétigen eine lingere Anlaufzeit als benutzte Adsorber, um eine
stabile Arbeitsphase zu erreichen. Um eine stabile Phase zu erreichen waren mit KFW 16 Zyklen
notig, bei der Verwendung von BSA waren bis zu 20 Zyklen notwendig. Die gereinigte und
wieder verwendete Membran erreichte thren Arbeitsbereich schon nach 10 Zyklen. Vergleichbare
Untersuchungen sind mit S15 Adsorbern durchgefithrt worden. Ein unbenutzter S15 Adsorber
beno6tigt im Dauerbetrieb bei der Abtrennung von Lactoferrin aus Molke 15 Zyklen, ein
gereinigter Adsorber erreicht nach dem 5. Zyklus ein kontinuierliches Arbeitsverhalten [Plate,
2003].

Da im Kartoffelfruchtwasser unterschiedliche Proteine vorliegen, kann es nach lingerer
Benutzung zu Ablagerungen und Zusammenballung von nicht erwiinschten Proteinen auf der
Membranoberfliche kommen. Ein Membranfouling kann einsetzen und eine kontinuierliche
Adsorbtion somit verhindern. In der BSA-Standardproteinldsung sind keine stérenden Proteine
enthalten, auf der Membranoberfliche kénnen sich nur Ablagerungen von nicht eluiertem BSA
befinden. Das komplexe Proteingemisch des Kartoffelfruchtwassers stellt hhere Anspriiche an
die Trennleistung eines Membranadsorbers. Trotzdem konnte die Trennung tber 35 Zyklen
erfolgreich durchgefiihrt werden. Die Adsorbereinheiten zeichnen sich durch eine hohe

Belastbarkeit und gute Trennleistung aus.
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3.9.3 Mehrfach-Elutionen: Anreicherung von Protein im Eluat

Bei der Auftrennung von KFW tber Membranadsorber fallen groe Mengen an salzhaltigem
und proteinhaltigem Eluat an. Um diese Mengen zu reduzieren und eine Erhohung der
Proteinkonzentration zu erlangen, besteht die Moglichkeit des mehrfachen Einsatzes von Eluat.

Ziel des Versuches war es fest zu stellen, ob eine mehrfache Anreicherung der Elutionslosung
mit Protein méglich ist und ob schon vorhandenes Protein den Ertrag und die Elutionsfahigkeit

beeintrichtigt.

Die Untersuchung wurde mit Q 15 Adsorbereinheiten an der FPLC durchgefiihrt. Die
verwendeten Steuerprogramme sind dem Anhang zu entnehmen.

Im ersten Schritt wurde die Membran Q15 mit 1 ml KFW (verdinnt 1:3) beladen und die auf der
Q-Membran gebundenen Patatinmolekiile mit 10 ml einer 1 M NaCl im 20 mM KPP Puffer von
der Membran eluiert. Dieser Schritt wurde mehrfach wiederholt um ausreichend Elutionspuffer
tir die erneute Verwendung zu erzeugen. Der durchschnittliche Proteingehalt in der vereinigten
Elutionslésung betrug 0,39 mg/ml.

Im zweiten Schritt wurden die gewonnenen und vereinigten Eluate erneut als Elutionspuffer
eingesetzt. Dieser Schritt konnte ebenfalls mehrfach durchgefithrt werden. Die gewonnenen
Eluate wurden erneut vereinigt und wiesen einen Gehalt von 0,86 mg/ml auf.

Es wurde anschlieSend noch eine 2. und 3. Anreicherung durchgefiihrt.

Wie in der folgenden Graphik zu erkennen ist wird der Elutionspeak mit jedem neuen

Anreicherungsschritt breiter und verliert an Schirfe.
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Abb. 3.47: Graphische Darstellung der Signale der Elutionen 1-4

Tab. 3.21: Gehaltsangaben zu den einzelnen gewonnenen Elutionsgemischen

Schritt Gehalt in mg/ml Steigerung in %
1.Elution 0,39 -
2. Elution (1. Anreicherung) 0,86 120,5
3. Elution (2. Anreicherung) 1,05 22
4. Elution (3. Anreicherung) 1,18 12,4

In diesem Versuch ist mit einem 1 M Salzeluenten gearbeitet worden. Da eine Konzentration von
0,5 M NaCl fir die Elution von Patatin ausreicht, ist genug Kapazitit bei einem 1 M Salzpuffer
vorhanden, um eine Mehrfachnutzung durchzufihren. Der Puffer bietet genug Kapazitit fir
weitere Elutionen.

Das Vorhandensein von Patatin in dem wieder verwendeten Puffer scheint den Elutionsvorgang
nicht zu beeintrichtigen. Die Daten bestitigen eine Steigerung des Patatingehalts um 120,5 % im
Schritt der ersten Anreicherung. Die weiteren Proteinanreicherungen erzielen nur noch
Steigerungen von 22 % und 124 %. Dadurch wird deutlich, dass eine ertragreiche
Mehrfachnutzung des Puffers eingeschrinkt moéglich ist. Die Kapazitit des Puffers ist nach
zweimaliger Verwendung weitestgehend erschépft, aber Anreicherungen sind noch méglich. Die
Steigerung der Proteinausbeuten in den weiteren Schritten scheint nicht ausreichend fiir einen
grof3technischen FEinsatz zu sein. Solche Aspekte miissen mit dem verminderten

Wasserverbrauch und erhéhtem Salzeinsatz gegeneinander abgewogen werden.
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4 Zusammenfassung und Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Trennung von einzelnen Proteinen aus
Proteingemischen  iiber ~Membranadsorber.  Untersucht wurden zwei Typen von
Adsorbereinheiten mit unterschiedlichen Geometrien und unterschiedlicher Art der
Prozesstithrung. Beide basierend auf der lonenaustauschchromatographie. Die eingesetzten
Adsorbereinheiten der Firma Vivaschience sind Zentrifugeneinheiten und werden im
Mikroliterbereich eingesetzt. Die anderen Adsobereinheiten sind Sartobind Adsorber der Firma
Sartorius. Diese Adsorber werden nach dem Dead-End Verfahren betrieben. Neben
Standardproteingemischen wurde Kartoffelfruchtwasser, ein aus der Kartoffelstirkeproduktion

anfallender Abfallstoff, als Realprobe untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Trennung von einfachen und komplexen Proteingemischen
untersucht. Neben selbst zusammengestellten Standardproteinmischungen, die nicht vollstindig
aufgetrennt werden konnten, wurde auch ein realititsnahes Gemisch aus HSA und IgG
untersucht. Der Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Trennung von Kartoffelfruchtwasser in
das Hauptprotein Patatin und die Nebenbestandteile wie Protease Inhibitoren. Das Protein
Patatin hat einen hohen ernihrungsphysiologischen Wert und soll aus dem bei der
Starkeproduktion anfallenden Kartoffelfruchtwasser gewonnen werden. So gewonnenes Patatin
kann bei ausreichender Reinheit als Lebensmittelzusatzstoff Verwendung finden. Die
abgetrennten Protease Inhibitoren kénnen Forschungen zur Folge als Diitetikum eingesetzt
werden. Durch die extrem groen Mengen anfallenden Kartoffelfruchtwassers bietet sich daher
eine grofitechnische Aufarbeitung der Abwisser an. Da die Proteine spiter Verwendung im
Lebensmittelbereich finden sollen, ist eine schonende Abtrennung der Bestandteile ohne Einsatz
von gesundheitsschidlichen Chemikalien empfehlenswert. Die Membrantechnologie bietet hier
einen gunstigen Ansatzpunkt. Die Trennung tber die Membranen erfolgt ausschlieflich unter

Verwendung unbedenklicher Puffer- und Salzlésungen.

Zuniachst  wurden  Trennungsversuche von  Standardproteingemischen  mit  den
Zentrifugeneinheiten Vivapure durchgefithrt. Die mit maximal 500 pl zu befillenden Einheiten
sind mit unterschiedlichen Ionenaustauschermembranen bestiickt und sollen schnelle und
einfache Trennungen in einzelne Proteine ermdglichen. Liegen die pI-Werte der Proteine im
Gemisch zu dicht zusammen, machen sich die Schwichen der Zentrifugeneinheiten bemerkbar.
Vollstindige Trennungen sind meist nicht moglich, da sich Reste der auf den Membranen

bindenden Proteine im Durchlauf und in den Elutionsfraktionen nachweisen lassen. Bedingt
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durch die kurze Kontaktzeit zwischen Proteinlésung und Membran, haben die Proteine
komplexer Gemische nicht die nétige Zeit und Gelegenheit auf der Membran zu binden.

Bei der Trennung der zwei Komponenten HSA und IgG voneinander erwies sich die
Anwendung der Zentrifugeneinheiten Vivapure als problemlos. Die Trennung der beiden
Proteine konnte durch eine Anreicherung von HSA auf der Q-Membran durchgefiihrt werden.
Mit Hilfe eines hochmolaren Salzpuffers (1,5 M NaCl) konnte eine vollstindige Elution des
Protein HSA durchgefiihrt werden (Kap. 3.3.1).

Auf Grund der einfachen und schnellen Handhabung wurden die Zentrifugeneineiten auch fir
Vorversuche zur Feststellung der Bindungsfihigkeit von Proteinen auf unterschiedlichen
Membranen eingesetzt. In dem Scouting-Verfahren wurden auf die Ionenaustauschermembranen
der Zentrifugeneinheiten die zu trennenden Proteingemische in verschiedenen Puffern und pH-
Bereichen aufgegeben. Die anschlieBende gelelektrophoretische Untersuchung gibt dem
Anwender einen Uberblick und hilft langwierige Untersuchungen nach den Versuchsparametern
fir Bindung und Elution von Proteinen abzukiirzen. Angewendet wurde das Scouting-Verfahren
in dieser Arbeit fir das HSA/IgG-Gemisch, sowie bei den komplexen Kartoffelfruchtwasset-
und Erbsenfruchtwassergemischen.

Die gelelektrophoretische Untersuchung ergab, das HSA bei den pH-Werten 6, 7,5 und 9 an die
Q-Membran bindet, aber nur bei pH 6 von der Membran eluiert werden kann. IgG hat eine
besondere Affinitit zur starken Kationenaustauschermembran und bindet in allen pH-Bereichen.
IgG kann bei einem pH-Wert von 4,5 tber die Kationenaustauscher-Membran von HSA
getrennt und mit 0,3 M NaCl im Puffer von der Membran eluiert werden (Kap.3.4.1).

Auch Kartoffelfruchtwasser wurde nach dem Scouting-Verfahren untersucht. Die Ergebnisse der
Untersuchung ergaben, dass die Anbindung des Hauptproteins Patatin bei pH 6 und 7,5 an die
Q-Membran optimal ist und mit 0,3 M NaCl im gleichen pH Bereich von der Membran eluiert
werden kann. Die Protease Inhibitoren kénnen bei pH 6 und 7,5 an die S-Membran binden und
bei pH 6 mit 0,3 M NaCl im Puffer eluiert werden (Kap.3.4.2).

Mit Hilfe des Scouting-Test wurden die Versuchsparameter wie pH-Bereich, Puffer und
geeignete Membran fir die weiterfithrenden Untersuchungen von KFW bestimmt. Die einfach
zu handhabenden Zentrifugeneinheiten Vivapure bieten dem Anwender im Labor eine schnelle
Moéglichkeit Bindungs- und Trennverhalten von Proteinen auf Ionenaustauschermembranen zu

testen.

Um Kartoffelfruchtwasser aufzutrennen wurden die aus dem Scouting-Versuch gewonnenen

Erkenntnisse auf Membranadsorber im Labormalistab ibertragen. Die Trennung des
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industriellen Kartoffelfruchtwassers tiber Sartobind Membranadsorber wurde in 15 und 75 cm?
gro3en Modulen untersucht. Die Versuche wurden in einer mit PC steuerbaren FPLC-Anlage
durchgefihrt.

Da die Probenaufgabe auf die Q- und S-Membranen in einem Schritt erfolgen sollte, wurde ein
pH-Bereich von 7 festgelegt und wihrend der gesamten Trennung konstant gehalten. Die
Module sind bei der Beladung miteinander verbunden und werden zur Elution von einander
getrennt und einzeln eluiert. Die Elutionsbedingungen von 0,3 M NaCl im Eluenten, die im
Scouting gefunden wurden, reichten zur Abtrennung der Proteine Uber Adsorber nicht aus.
Weitere Untersuchungen ergaben, dass eine Salzkonzentration von 0,5 M NaCl im Eluenten
notig ist, um die Hauptmenge an Protein in einem Schritt von der Membran zu waschen (Kap.
3.5.0).

Neben den Elutionsbedingungen wurde ein Steuerprogramm zur Beladung und Elution der
Membran entwickelt. Als beste Methode erwies sich ein 2-stufiges Gradientenprogramm zur
Elution, dessen erster Elutionsschritt bei 0,5 M NaCl liegt. Im zweiten Schritt erfolgt mit einem
1 M NaCl-Puffer die Reinigung der Membran (Kap.3.6.2).

Als mégliche Elutionssalze wurden neben NaCl auch KCL und MgCl, untersucht. KCL und
NaCl unterschieden sich in ihrer Wirkung nicht. Mit 0,3 M MgCl, konnte zwar eine Elution
durchgefiihrt werden, die Proteinkonzentration war aber nicht ausreichend hoch und bot daher
keine Verbesserung gegentiber dem NaCl. (Kap.3.5.5)

Schwierigkeiten gab es mit den unterschiedlichen Proben des KFW. Die Herstellung von Stirke
erfolgt im Kampagnebetrieb von August bis Januar. Nur in diesem Zeitraum war es moglich
Proben zu erlangen. Da Kartoffeln ein biologisches Produkt sind und der Stirke-, sowie der
Proteingehalt witterungsabhingig sind, unterschieden sich die Kartoffelfruchtwisser von Jahr zu
Jahr, aber auch je nach verwendeten Kartoffelsorten von einem Tag auf den anderen.

Da Kartoffelfruchtwasser schnell altert und sich zersetzt wurden Proben in ausreichender Menge
eingefroren. Die aufgetauten Proben wiesen meist starke Triibungen und Ausflockungen auf, die
durch Zentrifugieren bei 3000 x g und Ultrafiltration mit 0,2 pum Membranen entfernt wurden.
Diese Probenvorbereitung war nétig, um ein VerschlieBen der Ionenaustauschmembranen zu

verhindern.

Die Proben wurden im Uberschuss tiber die gekoppelten Adsorbermodule gefiihrt. Das Patatin
wurde auf der Q-Membran zurlickgehalten, Protease Inhibitoren lagerten sich auf der S-
Membran an. Es wurde eine Trennung von Patatin mit einer maximalen Ausbeute von 63 %

(Proben der Kampagne 2004) bezogen auf das eingesetzte KFW erreicht. Maximal konnten 0,31
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mg Patatin pro cm?® Membran binden (Kap.3.6.3). MALDI- Untersuchungen haben bestitigt,
dass es sich um Patatin handelt (Kap.3.8.3.2).

Von den unterschiedlichen Protease Inhibitoren, die im KFW enthalten sind, konnten nur
Proteine mit einer Masse von ca. 20 kDa auf der S-Membran angelagert und eluiert werden.
Nachfolgende gelelektrophoretische und MALDI-Untersuchungen zeigten, dass es sich bei der
20 kDa-Gruppe um tberwiegend PCPI (Potato Cystein Protease Inhibitor) handelt. In geringen
Mengen wurden auch Kunitz-Inhibitoren nachgewiesen (Kap.3.8.3.2). Die Ausbeute der Protease
Inhibitoren lag bei maximal 14,8 % (Proben der Kampagne 2004). Die hochste
Bindungskapazitit der S-Membran lag bei 0,1 mg/cm? (Kap.3.6.3).

Die Trennung von industriell anfallendem Kartoffelfruchtwasser in die Hauptproteine Patatin
und eine Proteinfraktion von 20 kDa schweren Protease Inhibitoren ist iber Membranadsorber
im Labormalstab moglich. Bei einem Up-scaling des Prozesses mit Membranadsorbern mit
Oberflichen im Quadratmeterbereich wiren Ausbeuten von 3 g Patatin pro m?
Membranoberfliche moglich. Fir einen industriellen Einsatz wiren Anpassungen in der
Flussgeschwindigkeit und den Volumenstrémen notwendig. Um die Ausbeuten zu erhShen
miussten die Bindungskapazititen der Membranen und die Anbindungsmoglichkeiten der
Proteine verbessert werden. FEine Optimierung der Stabilitit und FEinsatzfahigkeit der
Membranen im Dauerbetrieb ist notig.

Schwierigkeiten kann es im industriellen Malistab in der Probenlagerung geben. Da
Kartoffelfruchtwasser bei Raumtemperatur nicht lagerfahig ist, muss es eingefroren oder sofort
weiterverarbeitet werden. Zusitzlich missen groBe Mengen des Kartoffelfruchtwassers
zentrifugiert und vorfiltriert werden, damit die verwendete Losung klar und schwebstofffrei
eingesetzt werden kann.

An der Umsetzung in einen technischen Maf3stab mit Membranen von 1 bis 4 m?* Oberfliche

wird derzeit gearbeitet.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

ACN Acetonitril

AU Absorption Unit

BSA Bovine Serum Albumin

C Carboxymethyl

cm? Quadratzentimeter

D Diethylamin

Da Dalton

FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
HSA Humanes Serum Albumin

IeG Immunglobulin G

kDa Kilo Dalton

KFW Kartoffelfruchtwasser

M Mol

MA Membranadsorber

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionization
MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsiure
mg Milligramm

min Minute

Mio. Millionen

ml Milliliter

mM Millimol

nm Nanometer

nUO nach Umkehrosmose

PAGE Poly Acryl Gel Elektrophoresis
PC Personalcomputer

pl Isoelektrischer Punkt

PI Protease Inhibitoren

PPL Potato Protein Liquor

Q Quartendre Trimethylaminoethyl
S Sulfomethy

SDS Sodiumdodecylsulfat

t Tonnen

TFA Trifluoressigsiure

Tris-HCl Tris (hydroxymethyl)aminoethan

vUO

vor Umkehrosmose
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7 Anhang

Pufferrezepte

50 mmol KPP, pH 7

21 mmol KH2PO4 285¢

28,9 mmol K2HPO4 (3H20) 0,54 ¢

werden eingewogen und auf 1000 ml mit dest. Wasser aufgefillt.
Als Elutionspuffer werden zusitzlich

1mol NaCl 56,2 ¢

eingewogen und gelost. Der pH-Wert wird eingestellt.

20 mmol KPP, pH 7

9,6 mmol KH2PO4 13¢

10,3 mmol K2HPO4 (3H20) 235¢

werden eingewogen und auf 1000 ml mit dest. Wasser aufgefillt.
Als Elutionspuffer werden zusitzlich

1mol NaCl 56,2 g

eingewogen und gelost. Der pH-Wert wird eingestellt.

Anlage zu den Kap. 3.2, 3.3, 3.4:

Arbeitsprotokolle fiir Vivapure Mini h Q und S

Puffer Vivapure Q Vivapure S
Ladungspuffer 25 mM Tris-HCl pH 8 25 mM Natriumacetat pH 5,5
Elutionspuffer 1 M NaCl in 25 mM Tris-HCI | 1 M NaCl in 25 mM Natriumacetat

pH 8 pH 5,5

Die Arbeitsschritte sind fur beide Zentrifugeneinheiten gleich.

1. Die Vivapure - Einheiten werden mit 400 pl entsprechend dem Ladungspuffer versetzt
und fir 5min bei 2000 g zentrifugiert.

2. Der pH-Wert der vorbereiteten Probe sollte dem des Ladungspuffer entsprechen.

3. In die Zentrifugenmodule konnen 400 pl Probe gegeben werden und zur Trennung fir 5
min bei 2000 g zentrifugiert werden.

4. Die Module werden mit 400 ul Ladungspuffer gewaschen, fir 5 min bei 2000 g
zentrifugiert. Die Waschlosung kann verworfen werden.

5. Den Waschvorgang wiederholen.

6. Um das gewtnschte Protein von der Membran zu eluieren wird das Modul mit 400 ul
Equilibrierpuffer beladen und fiir 5 min bei 2000 g zentrifugiert. Das eluierte Protein
befindet sich in der unteren Moduleinheit.

7. Die Elution kann mitl M NaCl —Puffer erfolgen oder in 0,1 molaren Schritten
durchgefiihrt werden.



Anhang 96

Anlage zum Kap. 3.4:

Scouting Protokoll
Folgende Bindungspuffer wurden verwendet:

Tab 6.1: Verwendete Puffersysteme des Scoutingversuchs

Puffer Puffersystem Konzentration pH-Wert
A Natriumacatat 25 mM 45
B MES 25 mM 6
C Tris-HCI 25 mM 7,5
D Natriumbicarbonat 25 mM 9

Als Elutionspuffer wurden die Bindungspuffer mit 300 mM, 600 mM, 900 mM und 1,5 M NaCl
versetzt.

Durchfithrung:

1.

200 pl Probe werden jeweils mit 800 ul Puffer A-D versetzt. Man erhilt 4 Proben mit
unterschiedlichem pH-Wert. Die Proteinmenge darf die Bindungskapazitit des Moduls
nicht tiberschreiten und soll zwischen 0,2 und 0,7 mg liegen.

Es werden jeweils 4 Q und 4 S Zentrifugenmodule verwendet. Zur Equilibrierung werden
die Module mit 400 pl eines jeden Puffers beladen und fir 5 min bei 500 g zentrifugiert.
Es werden 400 pl einer jeden Probe entsprechend dem pH-Wert auf die Module gegeben
und fiir 5 min bei 500 g zentrifugiert. Der Durchfluss wird fir folgende Untersuchungen
zurlick behalten.

Die Module werden mit 400 ul des entsprechenden Puffers gewaschen und fiir 5 min bei
500 g zentrifugiert. Due Waschfraktion wird fiir weitere Analysen zurtick behalten.

Der Waschvorgang wird wiederholt.

Der Elutionsvorgang wird schrittweise durchgefiihrt. Im ersten Schritt werden 400 ul des
entsprechenden Puffers mit 300 mM NaCl eingesetzt und die Module far 5 min bei 500 g
zentrifugiert. Die Elutionsfraktion wird fiir weitere Analysen zuriick behalten.
AnschlieBend werden mit 600 mM , 900 mM und 1,5 M Elutionspuffer die Elution
durchgefiihrt. Die Fraktionen werden zuriick gehalten.

Die gewonnenen Fraktionen werden zu weiteren Analysen gelelektrophoretisch
untersucht.

Anmerkung: Es kann bei einigen Proteinen vorkommen, dass sich die Membranen zusetzen und
der Puffer nicht mehr die Membran passieren kann. Die Zentrifugalkraft muss daraufhin erhéht
werden.
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Anlage zum Kap. 3.4.1:

In der folgenden Abbildung ist das Verhalten der Proteine bei pH 7,5 und 9 auf der S-Membran
dokumentiert.

"

3

kDa
i~ Abb. 6.1:
Scoutingversuch
mit HSA/IgG bei
o 66 pH 7,5 und 9

.-. - 50

- 25
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1
Spur1  Molekulargewichtsmarker
Spur2  HSA und IgG in Puffer C (pH

7,5)

Spur3 S, Durchlauf mit Puffer C
Spur4  §, 1.Waschen
Spur5  §, Elution mit 300 mM NaCl
Spur 6§, Elution mit 600 mM NaCl
Spur 7§, Elution mit 900 mM NaCl

Spur 8

S, Elution mit 1,5 M NaCl

Spur 9 Molekulargewichtsmarker
Spur 10 HSA und IgG in Puffer D
(pH9)

Spur 11 S, Durchlauf mit Puffer D
Spur 12§, 1.Waschen

Spur 13§, Elution mit 300 mM NaCl
Spur 14§, Elution mit 600 mM NaCl
Spur 15§, Elution mit 900 mM NaCl
Spur 16 S, Elution mit 1,5 M NaCl
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Anlage zum Kap. 3.4.2:

Die folgende Abbildung zeigt, dass bei pH 9 die Kartoffelproteine nicht auf der S-Membran
haften. Die Durchbruchfraktion enthilt alle Proteinfraktionen. Im ersten Elutionsschritt sind nur
Spuren von niedermolekularen Protease Inhibitoren nach zu weisen..

Anlage zu Kap. 3.5.4

Tab. 6.3: lineares Elutionsprogramm

Abb. 6.2: Scoutingversuch mit
Kartoffelfruchtwasser bei pH 9

Spur 1: Marker

Spur 2: S, Durchlauffraktion mit Puffer D, pH 9
Spur 3: §, Elution mit 300 mM NaCl im Puffer
Spur 4: §, Elution mit 600 mM NaCl im Puffer
Spur 5: §, Elution mit 900 mM NaCl im Puffer
Spur 6: S, Elution mit 1,5 M NaCl im Puffer

Puffer Volumen  Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]
1 100 % A 5 0,5 10 Probenauftrag
2 100 % A 10 2 5 Spiilen
3 0 %-100 % B 60 2 30 eluieren
4 100 % B 6 2 3 eluieren
5 100 % A 10 2 5 spilen
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Anlage zum Kap 3.5.5:

Tab. 6.4: Elutionsprogramm in 5% Stufen

Puffer Volumen  Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]

1 100 % A 3 0,5 6 Probenauftrag

2 100 % A 5 1 5 spulen

3 Mix: 95 % A+5 % B 4 2 2 eluieren

4  Mix: 90 % A+10 % B 4 2 2 eluieren

5  Mix: 85 % A+15% B 4 2 2 eluieren

6  Mix: 80 % A+20 % B 4 2 2 eluieren

7  Mix: 75 % A+25 % B 4 2 2 eluieren

8 Mix: 70 % A+30 % B 4 2 2 eluieren

9  Mix: 65 % A+35 % B 4 2 2 eluieren

10 Mix: 60 % A+40 % B 4 2 2 eluieren

11 Mix: 55 % A+45 % B 4 2 2 eluieren

12 Mix: 50 % A+50 % B 4 2 2 eluieren

13 Mix: 45 % A+55 % B 4 2 2 eluieren

14 Mix: 40 % A+60 % B 4 2 2 eluieren

15 Mix: 35 % A+65 % B 4 2 2 eluieren

16  Mix: 30 % A+70 % B 4 2 2 eluieren

17 Mix: 25 % A+75 % B 4 2 2 eluieren

18 100 % B 10 2 5 spilen und equilibrieren
19 100 % A 20 2 10 spulen

Anlage zum Kap. 3.5.6:
Tab. 6.5.: dreistufiges Elutionsprogramm 20 % -50 % -100 %
Puffer Volumen  Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]

1 100 % A 2 2 1 spulen

2 100 % A 3 0,5 6 Probenauftrag
3 100 % A 5 1 5 spilen

4 Mix: 80 % A+20 % B 10 2 5 eluieren

5  Mix: 50 % A+50 % B 10 2 5 eluieren

6 100 % B 10 2 5 spilen und equilibrieren
7 100 % A 10 2 5 spulen
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Tab. 6.6: dreistufiges Elutionsprogramm 30 % -50 % -100 %
Puffer Volumen  Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]
1 100 % A 2 2 1 spulen
2 100 % A 3 0,5 6 Probenauftrag
3 100 % A 5 1 5 spulen
4  Mix: 70 % A+30 % B 10 2 5 eluieren
5  Mix: 50 % A+50 % B 10 2 5 eluieren
6 100 % B 10 2 5 spilen und equilibrieren
7 100 % A 10 2 5 spilen
Tab. 6.7: vierstufiges Elutionsprogramm: 10 % -25 % -50 % -100 %
Puffer Volumen  Flussrate Zeit Programmpunkt
[ml] [ml/min] [min]
1 100 % A 3 0,5 6 Probenauftrag
2 100 % A 20 2 10 spilen
3 Mix: 90 % A+10 % B 10 2 5 eluieren
4  Mix:75% A+25% B 10 2 5 eluieren
5 Mix:50 %A+50 % B 10 2 5 eluieren
5 100 % B 10 2 5 spilen und equilibrieren
6 100 % A 20 2 10 spilen

Anhang zu den gelelektrophoretischen Untersuchungen:

Gearbeitet wurde mit dem horizontalen Elektrophoresesystem Phast der Firma Amersham
Pharmacia, sowie mit dem vertikalen System Criterion der Firma BioRad. Der Probenpuffer und
die Probenvorbereitung sind bei beiden Systemen gleich. Bei dem Phastsystem wird kein

Laufpuffer benotigt, stattdessen werden Gelpufferstreifen eingesetzt.

Die 2-D Gelelktrophorese wurde an einer Multiphast II Anlage von Amersham Pharmacia

durchgefihrt.

Probenpuffer: 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8
2% SDS
25% Glycerol
0,01% Bromophenol blue
5% 2-mercaptoethanol

Probenvorbereitung:

® Die optimale Ladung (Proteingehalt, Angaben vom Hersteller) pro Bande liegt bei

0,01 pg Protein bei Silberfirbung

0,5 ng Protein bei Coomassiefairbung

® Die Proben sollten nicht mehr als 50 mmol Salz enthalten (zu viel Salz erzeugt Schlieren

und unscharfe Peaks).
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® Probenpuffer (blau) vor dem Einsetzen frisch mit 10% Mercaptoethanol versetzen (900
pl Puffer + 100 ul Mercaptoethanol).

® Die Proben werden mit dem Probenpuffer 1:1 verdiinnt, man benétigt bis zu 30 pl fertig
verdinnte Probe pro Tasche (abhingig von der Taschenanzahl).

® Die Proben werden im Heizblock auf 95 °C fir 5 min erhitzt.

® Proben werden kurz zentrifugiert.

Arbeitsanweisung fiir das Elektrophoresegerit von BioRad mit Fertiggelen
Laufpuffer: 25 mM Tris-HCI

192 mM Glycine

0,1% SDS pH-Wert nicht einstellen

Verwendet wurden Tris-HCI Fertiggele der Firma BioRAd, Minchen. Die Elektrophoresen
wurden fiir ca. Th bei 200 V in einer Criterion-Kammer von BioRad durchgefiihrt.

Arbeitsanweisung fiir die 2-D-Elektrophorese
1.Dimension
A) Rehydrierung der IPG-Streifen

Fir die IPG-Streifen werden Rehydrierungslosung (vom Hersteller) und Probe vermischt.
Das Gesamtvolumen von 340 pl darf nicht iberschritten werden. Die Rehydrierung der
Streifen dauert 12 bis 24 Stunden bei Raumtemperatur.

B) IEF mit Rehydration loading

1) 3-4 mL Coverfluid auf die Kihlplatte pipettieren. Das DryStrip Tray (Glas) auflegen.

2) Aufsatz fur die IEF montieren und anschlieBen. Die rote anodische Elektrode soll am
oberen Teil an den Kuhlstutzen positioniert werden. Rote und schwarze Elektroden
anschlieBen.

3) Inden Glasrahmen sollen 10 mIL Coverfluid gegossen werden.

4)  AnschlieSend wird die ,,Folie aufgelegt.

5) Papier Elektrodenstreifen missen auf eine Linge von 11 cm gekiirzt werden und mit
dest.Wasser angefeuchtet werden. Die Streifen sollen nur feucht und nicht nass sein.

6) Den Gelstreifen vorsichtig mit einer Pinzette aus dem Reswellingtray nehmen. Dabei nur
an den Enden beriihren. Die Streifen werden auf die Folie in die Vertiefungen gelegt.
Dabei soll das saure Ende (+) nach oben an die rote Elektrode (Anode) gelegt werden.

7) Die feuchten Elektrodenstreifen werden auf die IPG Streifen quer gelegt. Nicht tiber die
Plastikenden, sondern direkt auf die Geloberfliche.

8) Die Flektroden werden nun auf die Papierstreifen gesetzt.

9) Das ganze Tray wird mit Coverfluid bedeckt, ca 70 mL.

10) Die isoelektrische Focussierung wird nach dem folgenden Protokoll durchgefiihrt.

Laufprotokoll fir die IEF, 1. Dimension:
Phase 1: 500V 2mA  5W  0:01h

Phase 2: 3500V 2mA 5W  1:30h
Phase 3: 3500V 2mA  5W  20:00h
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2.Dimension

A) Equilibrierung der eingefrorenen und schon nach der 1. Dim. gelaufenen Streifen

1) 10 ml Puffer mit 100 mg DTT versetzen, schiitteln ( 100 mL Mercaptoethanol ist auch
moglich)

2) Die IPG Streifen in individuellen Gefi3en (Dry Strip Folie vom ersten Schritt) mit der
vorbereitetn Losung equilibrieren, 15 min.

3) 10 ml Puffer mit 250 mg Iodaceamid versetzen ( kein DTT in der Losung!!), schiitteln

4) Die IPG Streifen jetzt fur 15 min in der zweiten Losung equilibrieren.

5) Die IPG Streifen anschlieBen auf ein mit Dest. Wasser befeuchtetes Filterpapier legen.
Die tberschiissige Pufferlésung wird so aufgenommen. 3 min

6) Die Streifen sind zur weiteren Verwendung einsatzfihig.

B) SDS-PAGE

1) Thermostat auf 15°C einstellen

2) 2,5 bis 3 mL Kerosin auf die weille Oberfliche der Kiihlplatte (Multiphorll) pipettieren.

3) Das Gel den Kathoden (-) und Anodensymbolen (+) auf die Kihlplatte legen.

4) Den Kathodenpufferstreifen aus der Folieverpackung nehmen und mit der schmalen
Seite nach unten auf den Rand des Gels legen.

5) Den Anodenstrip auch aus der Folie nehmen und auf die Anodenseite des Gels legen.

6) Die IPG streifen mit der Gelseite nach unten auf das Gel legen. Die Gelstreifen miissen
im vollen Kontakt mit dem SDS-Gel stehen. Luftblasen und Unebenheiten entfernen.
Die Plastikenden werden mit sample application pieces bedeckt.

7) Markerproteine: Will man Markerproteine mitlaufen lassen muf3 am Ende des
Gelstreifens ein Applikationstiick (Filterpapier) auf das SDS-Gel gelegt werden. Die
Markerproteine kénnen nun in einem Volumen von 15 bis 20 L auf das Filterpapier
aufgegeben werden.

8) AnschlieBend werden die Elektroden mit der Glasplatte tber das Gel gestellt und
positioniert. Die Elektrodendrihte sollten in der Mitte der Gelstreifen aufliegen.
Elektroden absenken und fixieren.

9) Starten des Laufprogramms S2 und S3:

Nach 30-40 min stoppen (nach Schritt 1) und den IPG streifen entfernen, den
Kathodengelstreifen eventuell vor den IPG streifen plazieren. AnschlieSend lauft das
Programm weiter. Nach ca. 1,5 h ist der Lauf abgeschlossen.

Programm S2
0:40 h 120V 20 mA 30 W

wenn das Programm durchgelaufen ist wird der IPG Streifen entfernt und der Puffergelstreifen
versetzt. Der Puffergelstreifen wird vor den entnommenen IPG-Streifen gelegt. Anschlieend
wird das Programm S3 gestartet.

Programm S3

1:10 h 600V 50 mA 30 W

AnschlieBend kann das Gel mit einem der folgenden Firbeprotokolle gefirbt werden.
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Die folgenden Firbeprotokolle kénnen fiir alle Gele einer Elektrophorese verwendet werden. Bei
besonders grof3en oder auf einer Folie aufgezogenen Gelen werden die Waschzeiten verlingert.

Coomassiefirbeprotokoll

Material: Coomassiefarbetabletten Amersham Pharmacia

Stamml6sung: 1 Tablette wird in 80 ml dest. Wasser und 120 ml Methanol unter rithren geldst.
Die Losung muss anschlieend filtriert und im Kihlschrank aufbewahrt werden.

Firbereagenz: Vor Gebrauch wird das Firbereagenz zu gleichen Teilen mit 20 % Essigsaure
gemischt. Das Reagenz besteht nun aus einer Mischung von 10 % Essigsiure, 30 % Methanol
und 60 % Wasser, sowie 0,1 % Coomassiefarbstoff.

Fixierungs- und Entfirbereagenz: Es wird eine Losung aus 10 % Essigsiure, 30 % Methanol und
60 % Wasser hergestellt.

Durchfithrung:

Nach der durchgefithrten FElektrophorese wird das Gel vorsichtig aus der
Plastikummantelung entfernt.

® Das Gel wird anschlieBend eine Stunde in das Coomassiefirbereagenz bei
Raumtemperatur gelegt.

o Ist das Gel tiefblau angefirbt, erfolgt die Entfirbung des Hintergrunds mit
Entfirberreagenz. Das Reagenz wird auf das Gel gegeben und nach einer halben Stunde
gegen eine frische Losung ausgetauscht. Dieser Vorgang wird mehrmals wiederholt, bis
der Hintergrundfirbung hell genug ist und die Proteinbanden deutlich zu sehen sind.

® Der Entfiarbeprozel3 kann mit Wasser langsam durchgefiihrt werden.

® Das Gel wird zur Datenerfassung gescannt.

Silberfirbeprotokoll

Losungen und Chemilkalien:

® Entfirber/ Fixierer: 5 Teile dest Wasser; 5 Teile Ethanol; 1 Teil Essigsdure
® Reduzierreagenz (Farmers reducer): 1 Spatelspitze Kaliumhexacyanoferrat II und 1
Spatelspitze Natriumthiosulfat in Wasser
¢ Formaldehyd
® 5% Essigsiure
® 0,1 % Silbernitratlosung (frisch hergestellt)
® 25 % Natriumcarbonatlosung
Durchfithrung:
Alle Schritte werden auf einem niedrig eingestellten Schiittelautomaten durchgefiihrt.
® Das Fertiggel wird nach der beendeten Elektrophorese aus der Plasttikummantelung
entfernt und 30 min in die Fixierl6sung gelegt.
® Das Gel wird zweimal kurz mit dest Wasser gewaschen.
e Fir 2,5 min das Gel in die Reduzierlésung legen. Die Kristalle nicht direkt auf das Gel
geben. Losung anschlieend verwerfen.
[ ]

Mit dest. Wasser das Gel bis zur volligen Entfarbung mehrfach waschen.
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30 min lang in die Silbernitratlésung legen. Losung verwerfen.
Zweimal fur 30 sec mit dest. Wasser waschen.
Das Gel mit Natriumcarbonatlésung waschen. Losung verwerfen.

Das Gel in Natriumcarbonatlésung legen und mit 300- 500 ul Formaldehyd versetzen.
ACHTUNG: unverdinntes Formaldehyd darf nicht direkt auf das Gel gegeben werden!
Nur am Rand der Firbekammer in die Losung geben.

® Die Banden der Proteine firben sich nach wenigen Minuten schwarz. Die Farbung muss
bei ausreichender Stirke sofort mit 5 % Essigsdure gestoppt werden. Das Gel wird 10
min in der Essigsiure gewaschen.

® AnschlieBend wird das Gel in Wasser bis zur Datenerfassung gelagert.

Anhang zum Kap. 3.8.2

Arbeitsprotokoll : Tryptischer In-Gel Verdau

Das fur die Experimente verwendete Trypsin war ,, Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade® der
Firma Promega, Madison (USA). Durch Methylierung der Lysinreste ist das Trypsin weitgehend
gegen Autolyse resistent.

Verwendete Losungen: 50 % Acetonitril (ACN) /0,1 % Trifluoressigsiure (TFA)
100 mM (NH,),CO; (pH 7,8)/50 % ACN
100 % ACN
50 mM Essigsdure mit 98 ul einer Losung von
40 mM (NH,),CO, (pH 7,8)/ 10 % ACN 1
50 % CAN/ 5 % TFA
5 % Ammoniak,/ 30 % Methanol

Durchfithrung

Die gewtnschte Proteinbande wurde mit einem sauberen Skalpell aus einen in Coomassie
gefirbten Polyacrylgel herausgeschnitten. Die Gelstickchen wurden in mit 50 % Acetonitril
(ACN) wund 0,1 % Trifluoressigsaure (TFA) gespilten FEppendorfgefillien uberfihrt.
Anschliefend wurde zweimal mit 200 ul 100 mM (NH,),CO, (pH 7,8)/ 50 % ACN bei 37°C fiir
45 min inkubiert. Das Gel entfirbt sich und wird milchig tribe. Darauf folgend wurde das
Stiickchen in 100 pl 100%ACN fir 5 min eingelegt. Das Gel schrumpft und das ACN wurde
durch 30 min lyophilisieren entfernt.

Im folgenden Schritt wurde der eigentliche Verdau durchgefiihrt und das Trypsin zugegeben.
Dazu wurden 2 ul einer Trypsinlésung aus 100 pg Trypsin in 100 pl 50 mM Essigsdure mit 98 ul
einer Losung aus 40 mM (NH,),CO; (pH 7,8)/ 10 % ACN versetzt. 20 ul dieses Gemisches
wurden auf das getrocknete Gelstiick gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Das Gelstiick nimmt Flissigkeit auf und nimmt seine urspriingliche Form wieder an. Es wurden
100 ul 40 mM (NH,),CO; (pH 7,8)/ 10 % ACN zum Gelstiick dazu gegeben und tiber Nacht bei
37°C inkubiert.

Am nachsten Tag versetzt man das Gemisch mit 150 pl Wasser und inkubiert fir 10 min bei
Raumtemperatur. Der Uberstand wurde aufbewahrt. AnschlieBend wurde das Gel zweimal fiir 60
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Minuten mit 50 pl einer Mischung aus 50 % ACN, 5% TFA versetzt. Alle Uberstinde wurden
vereinigt und tber Nacht in der Lyophille getrocknet.

Zur weiteren Behandlung mussten die lyophilisierten Proben aufgereinigt werden. Dazu wurden
ZipTip“sx —Pipettenspitze der Firma Millipore, Bedford (USA) verwendet. Diese Spitzen
enthalten ein starkes Kationenaustauschermaterial, was zur Peptidaufreinigung verwendet werden
kann. Um die Spitzen einsatzfihig zu machen wurden sie durch mehrmaliges auf- und
abpipettieren mit 0,1% ACN vorbereitet. Die Proben werden in 20 ul 0,1 % ACN
aufgenommenund durch 15-maliges auf- und abpipettieren an das Material gebunden.
AnschlieBend werden die Spitzen wieder mit 0,1% ACN gewaschen. Eluiert wurden die Proteine
mit 2ul einer Loésung aus 5% Ammoniak/30% Methanol und sofort auf ein vorbereitetes
MALDI- Slide pipettiert. Die Probe wurde anschlieBend massenspektrometrisch untersucht.

Proteintest nach Lowry:

Verwendet wurde der Modified Lowry Protein Test von pierce, Rockford, USA. Der Test kann

als Kivettentest und als Multiplate angewandt werden.

1. Das 2 M Phenolreagenz wird mit Wasser 1: 1 verdinnt.

2. 0,2 ml Probe werden mit 1 ml Lowry Reagenz versetzt. Die Losungen werden vermischt
und fir exakt 10 min bei Raumtemperatur inkubiert.

3. AnschlieBend werden 0,1 ml 1M Phenolreagenz zur Loésung zugegeben, vermischt und

fir 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen.

4. Die Messung erfolgt bei 750 nm.

5. Uber eine gleichzeitig mit gemessene BSA-Standardreihe kann der Proteingehalt ermittelt
werden.
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19.12.1966
Hannover

verheiratet, 2 Kinder

Grundschule Uhlandschule, Hannover

Gymnasium Lutherschule Hannover

Abitur Mai 1986

Abgeschlossene Ausbildung zur Chemielaborantin in der Firma
Riedel-de Haen, Seelze
Angestellte der Firma Riedel-de Haen

Studium der Chemie an der Universitit Hannover

Diplomarbeit unter der Leitung von Prof. Dr. Scheper am Institut
fur Technische Chemie der Universitit Hannover
Wissenschaftlicher Mitarbeiter am Institut fiir Technische Chemie
der Universitit Hannover
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