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Abstract (D)
Rackel, Heiko

Die Anzahl enzymkatalysierter Produktionsprozesse beispielsweise in der Lebensmittel- und
Pharmaindustrie hat in den vergangenen Jahren stetig zugenommen. Da die Enzymgewin-
nung jedoch sehr kostenintensiv ist, wird nach Mdoglichkeiten gesucht, die eingesetzten En-
zyme wieder zu verwenden. Durch die kovalente Immobilisierung an superparamagneti-
schen Silica-Partikeln konnen Enzyme in eine unldsliche Form tiberfiihrt und nach Reakti-
onsende leicht magnetisch von der Reaktionslosung abgetrennt werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wird die kovalente Enzymimmobilisierung an superpa-
ramagnetischen Silica-Partikeln mit einer GroBe von 1-10 um untersucht. Es werden so-
wohl die vom Hersteller bereits oberflichenfunktionalisierten SIMAG-Partikel als auch un-
funktionalisierte MagPrep®-Partikel verwendet.

Die Eignung der auf den SiIMAG-Partikeln aufgebrachten Chlormethyl-, Thiol- und Poly-
glutaraldehydgruppen fiir die kovalente Immobilisierung von «-Chymotrypsin wird unter-
sucht und die Immobilisierungsreaktonsbedingungen optimiert.

Da die funktionellen Gruppen fiir die kovalente Enzymimmobilisierung jedoch direkt auf der
Oberfliche der SIMAG-Partikel lokalisiert sind, treten bei der kovalenten Immobilisierung
erhebliche Aktivitdtsvesluste auf. Durch die Modifizierung der Partikeloberfldche mit unter-
schiedlichen Spacern wird die spezifische Restaktivitdt des Immobilisierten «x-Chymotryp-
sins gesteigert und so die Immobilisierungseffektivitat deutlich verbessert.

Im zweiten Teil der Arbeit werden verschiedenen Silanisierungsverfahren zur Oberfldchen-
aktivierung der MagPrep®-Partikel présentiert. Durch die Verwendung von Silangemischen
werden unterschiedliche Belegungsdichten der funktionellen Bindungsanker auf der Parti-
keloberfliche realisiert. Die Reduzierung der Belegungsdichte flihrt zu einer deutlichen
Steigerung der resultierenden spezifischen Restaktivitdt des immobilisierten «x-Chymotryp-
sins. Die aktivierte Oberfliche der MagPrep®-Partikel wird analog zu den Versuchen an
SiMAG-Partikeln mit unterschiedlichen Spacern modifiziert, wodurch eine weitere Verbes-
serung des Immobilisierungsergebnisses erreicht wird.

Abschlielend werden die gewonnen Erkenntnisse auf ein zweites Modellenzym {ibertragen.
Die Immobilisierung von Pepsin an MagPrep®-Partikeln wird untersucht und die erhaltenen
Immobilisate werden zur Biotransformation von Lactoferrin zu Lactoferricin eingesetzt.
Schlagworte:

superparamagnetische Silica-Partikel, Oberflichenmodifizierung, Enzymimmobilisierung
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Abstract (E)
Rackel, Heiko

The number of processes catalyzed by enzymes in food, pharmaceutical and chemical indus-
tries is increasing steadily. High costs for enzyme extraction necessitates its reapplication.
To meet this necessity, immobilization can provide several advantages such as easy separa-
tion, easy recovery of the enzyme, and repeated or continuous use of the biocatalyst.
Enzymes can be immobilized to a variety of different carriers by covalent binding. Nanome-
ter sized superparamagnetic particles, which can be efficiently captured in a magnetic filter
device during high-gradient magnetophoresis, are of particular interest as matrices for cova-
lent enzyme immobilization.

Within the scope of this thesis miscellaneous procedures of covalent a-chymotrypsin immo-
bilization on different matrices are presented. Therefore the uniform magnetic Silica-beads
SiMAG (Chemicell) and MagPrep® (Meck) were used as carriers.

In the first part of the thesis, the suitability of SIMAG beads as carrier for the enzyme im-
mobilization is examined. Three types of SiMAG-particles, bearing different functional
groups, are investigated. The immobilisation parameters were optimized in order to obtain
high enzyme loadings and high specific activity of the immobilized enzyme. Due to confor-
mational deformation of the immobilized enzyme, diminished residual catalytic activity of
the immobilized a-chymotrypsin was observed. To enhance the efficiency of immobilization
and to achieve a higher residual enzyme-activity, the surface of the SIMAG beads was
modified with spacers before the immobilization occurred.

The second part of the thesis is concered with unfunctionalized MagPep® particles as solid
support. Their surface was activated by the use of miscellaneous compositions of a mixture
of Glycidyloxypropyltrimethoxysilane/n-Propyltriethoxysilane. Various silanization proce-
dures were presented for the surface activation. It was shown that decreasing density of
binding sites on the particle’s surface leads to an obvious increase in the enzyme’s residual
activity. Analogous to the experiments with the SIMAG beads, the activated surface of the
MagPrep®-particles was modified with various spacers, to achieve further advancement.
Finally the experience gained has been applied to a second model enzyme system. The im-
mobilization of Pepsin is researched and the immobilisates obtained have been used for the
biotransformation of Lactoferricin to Lactoferrin.

Keywords:

superparamagnetic silica-particles, enzyme immobilization, surface modification
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1. Einleitung und Zielsetzung 1

1. Einleitung und Zielsetzung

Die Anwendung von Mikroorganismen und Enzymen zur Verarbeitung von Rohstoffen ist
eine seit langem angewandte Technik. Bereits die frithen Hochkulturen der Sumerer und der
Agypter nutzten, wenn auch ohne das Wissen von der Existenz von Mikroorganismen, be-
reits vor Tiber 6.000 Jahren biotechnologische Verfahren zur Herstellung von
Nahrungsmitteln. Im 4. Jahrtausend v. Chr. wurden Mikroorganismen bei der alkoholischen
Gérung zur Produktion von Bier und Wein eingesetzt. Und auch der Einsatz der Hefe-
Fermentation von Teig zur Brotherstellung hat eine lange Tradition und wurde schon von
den Agyptern angewandt [Uhlig, 1991].

Diese als , historische Biotechnologie* bezeichnete, empirische Nutzung biotechnologischer
Prozesse setzte sich bis in die Mitte des 19. Jahrhunderts fort. Letztendlich ist es wohl An-
tonie von Leeuwenhoek (1632-1723) zu verdanken, dass sich die Biotechnologie zu einer
eigenstandigen Wissenschaft entwickeln konnte. Er entdeckte 1676 mit Hilfe des von ihm
entwickelten Mikroskops erstmals Mikroorganismen.

Erst Mitte des 19. Jahrhunderts waren es Wissenschaftler wie Louis Pasteur und Theodor
Schwann, die mit Hilfe der Mikroskopie und der Biochemie den Zusammenhang zwischen
den Mikroorganismen und der Stoffumwandlung erkannten [Ulber, 1996].

Das Spektrum der Anwendungsmoglichkeiten der modernen Biotechnologie ist heute weit
gestreut und man unterscheidet drei grof3e Bereiche.

Unter dem Begriff ,,rote Biotechnologie* werden die Anwendungen zusammengefasst, die
den medizinischen Bereich und die Gentechnik abdecken.

Die ,griine Biotechnologie® umfasst die Anwendungen im Agrarsektor. Hierzu zdhlen ne-
ben dem Einsatz transgener Pflanzen und der biologischen Schiadlingsbekdmpfung auch die
Anwendungen in der Lebensmittelindustrie wie z.B. functional food und nutraceuticals.
Nach Schitzungen der WHO werden derzeit mehr als 60% der Nahrungsmittel weltweit
durch fermentative Prozesse hergestellt oder konserviert [BIO, 2004].

Im Fokus der ,,weilen Biotechnologie® steht die industrielle Herstellung von Produkten mit
biotechnologischen Verfahren. Eine recht allgemeine Definition des Begriffes ,,weile Bio-
technologie™ wurde 2003 von EuropaBio aufgestellt: ,, White Biotechnology is the appli-
cation of nature’s toolset to industrial production“ [DECHEMA, 2004].

Neben den drei etablierten Biotechnologierichtungen werden manchmal noch weitere Un-
terdisziplinen unterschieden. Die Nomenklatur ist jedoch nicht allgemein einheitlich.

Der Bereich der Biotechnologie auf Grundlage mariner Organismen wird als ,,blaue Bio-

technologie™ bezeichnet. Er besitzt hohes wirtschaftliches Potential, dass in Deutschland
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jedoch kaum genutzt wird [Forschungszentrum Jiilich, 2004].

Die ,,Grau Biotechnologie* umfasst den Bereich der Umwelttechnik, wobei biotechnoligi-
sche Verfahren zum Nachweis von Umweltschadstoffen und zur Umweltsanierung ver-
wendet werden [Lippold, 2006].

Wie Ernst & Young in ihrem Biotechnologie-Report ,,Beyond Borders 2006 berichten,
lagen die weltweiten Einnahmen der Biotechnologie-Branche im Jahr 2005 erstmals in der
30jdhrigen Geschichte tiber 60 Mrd. US-$ [Ernst & Young, 2006]. Experten sehen in der
weillen Biotechnologie noch weiteres Wachstumspotential und rechnen mit einem Anstieg
auf 310 Mrd. US-$ bis zum Jahr 2010. Der grofBite Anstieg wird dabei im Bereich der
Wirkstoffproduktion erwartet. 2003 wurden knapp 32 Mrd. US-$ mit Humanproteinen, die
in gentechnisch verdnderten Organismen hergestellt wurden, umgesetzt [Wess, 2006]. Ein
Drittel davon waren Medikamente, mit einem Jahresumsatz von mehr als 1 Mrd. US-$, wie
beispielsweise Insulin, Erythropoietin oder Interferrone.

Seit Summer 1926 erstmals Enzyme kristallisierte und den endgiiltigen Beweis dafiir lie-
ferte, das Enzyme unabhéngig von lebenden Zellen als rein chemische Substanzen wirken,
finden isolierte, technisch hergestellte Enzyme ihre Anwendung. Heute werden Enzyme vor
allem in der Waschmittelindustrie, der Lebens- und Futtermittelbranche sowie der Leder-
und Textilproduktion verwendet. Aufgrund der Stereo- und Regiospezifitit der Enzyme, die
meistens nur ein Enantiomer chiraler Substrate transformieren, hat sich ihre Verwendung
aber auch in der Produktion von Feinchemikalien und Vorstufen pharmazeutischer Wirk-
stoffe etabliert.

Da freie Enzyme nur gelost eingesetzt werden kdnnen und nach Reaktionsende meist nur
mit aufwendigen, kostenintensiven Aufarbeitungsschritten aus der Reaktionslosung abzu-
trennen sind, die Gewinnung von Enzymen bisweilen jedoch sehr kostenintensiv ist, muss
nach Moglichkeiten gesucht werden, diese Biokatalysatoren mehrfach zu verwenden.

Die Enzymimmobilisierung stellt hier eine Moglichkeit dar, Enzyme so zu modifizieren, dass
ein mehrfacher Einsatz moglich wird. Ein weiterer Vorteil immobilisierter Enzyme liegt da-
rin, dass sich mit ihnen hohe Katalysatordichten realisieren lassen, so dass bei kontinuierli-
chen Prozessen hohe Raum-Zeit-Ausbeuten resultieren.

Der Einsatz magnetischer Partikel als Trégermatrix fiir die Enzymimmobilisierung stellt eine
Weiterentwicklung bei der Suche nach geeigneten Immobilisierungsmatrizes dar. Die Parti-
kel lassen sich leicht in der Reaktionslosung homogen suspendieren und ebenso einfach
durch Anlegen eines dufleren Magnetfeldes von der Reaktionslosung separieren, so dass

zeitaufwendige Filtrations- und Zentrifugationsschritte entfallen. Die magnetische Separa-
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tion ist auBerdem eine sehr schonende Separationstechnik, was diese Tragermatrix flir den
technischen Einsatz noch interessanter macht.

Im Rahmen der vorliegenden Promotionsarbeit soll die Enzymimmobilisierung auf para- und
superparamagnetischen Partikeln untersucht werden. Als Modellenzym kommt «-Chymo-
trypsin zum Einsatz, da es sich aufgrund seines geringen Preises und seiner geringen Emp-
findlichkeit gegeniiber ausgewihlten Immobilisierungsparametern wie z.B. pH-Wert- und
Temperaturverdnderungen flir die Immobilisierung in besonderem Malle eignet. Als Tré-
germatrizes wurden die kommerziell verfiigbaren Magnetpartikel SIMAG der Firma Che-
micell (Berlin) und MagPrep® der Firma Merck (Darmstadt) verwendet. SIMAG-Partikel
besitzen bereits funktionelle Gruppen zur kovalenten Enzymimmobilisierung auf der Ober-
fliche, wohingegen die MagPrep®-Partikel unfunktionalisiert vorliegen und durch entspre-
chende Oberflichenmodifizierung fiir die Immobilisierung vorbereitet werden miissen.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll die kovalente Immobilisierung von x-Chymotrypsin
durch Variation der Immobilisierungsparameter Temperatur, Immobilisierungs-pH-Wert,
Immobilisierungsdauer und Konzentration der eingesetzen Enzymlosung optimiert werden.
Im Anschluss an die Optimierung der Immobilisierungsbedingungen soll das immobilisierte
Enzym charakterisiert und mit dem nativen Enzym verglichen werden. Dazu sind die kine-
tischen Parameter des immobilisierten Enzyms zu bestimmen. Auf3erdem soll die Tempera-
tur- und Langzeitstabilitidt des an SIMAG-MeCl-Partikel gebundenen «x-Chymotrypsins un-
tersucht werden. Um die konformative Belastung des immobilisierten Enzyms zu verrin-
gern, soll die Oberfldche der SIMAG-MeCl Partikel mit Spacern modifiziert werden. Dabei
ist zu untersuchen, welchen Einfluss die Spacermolekiile auf die Restaktivitit des immobili-
sierten Enzyms haben.

Im zweiten Teil der Arbeit wird im Anschluss an diese Untersuchungen die Eignung der
MagPrep®-Partikel, nach Variation ihrer Oberflichenaktivierung, fiir die Enzymimmobilisie-
rung untersucht werden. Durch die Funktionalisierung sollte eine Enzymimmobilisierung di-
rekt an der Partikeloberfliche ebenso moglich sein, wie die Immobilisierung {liber Spacer,
analog der Immobilisierungsversuche an SIMAG-Partikeln.

Da neben den konformativen Belastungen auch die Substratzuginglichkeit des aktiven Zen-
trums die Restaktivitit beeinflusst, sollen an den MagPrep®-Partikel unterschiedliche Bele-
gungsdichten der funktionellen Ankergruppen untersucht werden. Durch einen groferen
Abstand der Enzymmolekiile untereinander, wird eine bessere Substratzugéinglichkeit und
damit eine hohere Restaktivitdt erwartet.

Abschliefend werden die gewonnenen Erkenntnisse auf ein weiteres, industriell relevantes
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Enzymsystem tibertragen, wobei die Eignung der MagPrep®-Partikel zur Immobilisierung
von Pepsin untersucht werden soll. Der Immobilisierungserfolg wird anhand der immobili-
sierbaren Enzymmenge und der erhaltenen Restaktivitit des kovalent gebundenen Enzyms
beim enzymatischen Lactoferrin-Verdau beurteilt. Die dafiir bendtigten Aktivititsassys sind

im Vorfeld zu entwickeln und zu etablieren.
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2. Enzyme

2.1 a-Chymotrypsin (EC 3.4.21.1)

Chymotrypsin ist ein Enzym, das von den Acinuszellen des Pankreas synthetisiert, an-
schlieBend ins Duodenum sezerniert wird und eine wichtige Funktion bei der Verdauung
von Eiweilen einnimmt. Es gehort zur Familie der Serinendoproteasen und katalysiert die
Hydrolyse von Proteinen bzw. Peptiden hinter grof3en, hydrophoben Aminosiuren.
Chymotrypsin existiert in mehreren Formen, dem «-, 8-, y- und w-Chymotrypsin [Barrett et
al., 1998]. Das «- und y-Chymotrypsin weisen dabei die gleiche Primérstruktur auf.

Wie in Abbildung 2.1-1 gezeigt, wird durch eine spezifische Spaltung der Arg'*-Ile'*-Peptid-
bindung das zuerst gebildete Zymogen Chymotrypsinogen zum 1r-Chymotrypsin aktiviert.
Das m-Chymotrypsin wird anschlieBend autokatalytisch gespalten. So entsteht neben den
beiden Dipeptiden Ser'*-Arg'"> und Thr'¥-Asn'* schlieBlich x-Chymotrypsin mit einem Mo-
lekulargewicht von 25 kDa und einem Molekiildurchmesser von ca. 51 A [Kohling, 2004].

Es besteht aus drei, durch zwei Disulfidbriicken miteinander verbundenen, Polypeptidketten.

| Cys122 Cys1z6 |
lleqg Tyriae

Argis Tyriaz + Trypsin

S|Ef14 TS"MB

Leuss Alag

L 5 8 ]
Cysi——NHz  OOC——Asnyg Cyszf

Chymotrypsinogen

Y8122 YS$136°

Tyras

D
HaN—Tlleg Tyriaz
Asnigg

Alaysg

B-Kette 1)
YS122 Y8136 OOC——Asngg Cysz

7—Chymotrypsin

Hﬁ— le1s Tyr146-CO0°
+ a-Chymotrypsin

®
Alagag—NHg
Thriar

Asnisg

I3
00C——Asngs——Cys;

-Kett
o—Chymotrypsin CKetie

Abbildung 2.1-1: Bildung von a-Chymotrypsin aus Chymotrypsinogen [Voet; Voet, 1994]

Chymotrypsinogen ist katalytisch inaktiv, obwohl es den gleichen katalytischen Rest wie das
aktive Chymotrypsin besitzt. Das aktive Zentrum des Enzyms bildet sich jedoch erst aus,
wenn das Enzym eine neue Konformation einnimmt, nachdem die beiden Dipeptide abge-
spalten wurden. Dabei bildet das Carboxylation der Seitenkette des Asparaginsdurerestes
(Aspies) in der Néhe des aktiven Serins mit der protonierten Aminogruppe des Isoleucins

(Ilsi6) ein lonenpaar, das das aktive Zentrum in der erforderlichen Konfiguration fixiert.
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B-Kette
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Abbildung 2.1-2: Aktivierungsmechanismus von a-Chymotrypsin [Schellenberger, 1989]

Kann sich dieses Ionenpaar nicht ausbilden, z.B. weil das Molekiil in der nichtprotonierten
Form (oberhalb pH 9) vorliegt, wird die aktive Konfiguration zerstort und die enzymatische

Aktivitdt geht verloren [Gray, 1976].

2.1.1 Katalyse-Mechanismus von a-Chymeotrypsin

«-Chymotrypsin ist eine Endoprotease, die interne Peptidbindungen des Proteingeriists aber
auch Esterbindungen spaltet. Die Proteolysegeschwindigkeit wird durch das Enzym um den
Faktor ~10'" im Vergleich zur nicht katalysierten Reaktion beschleunigt. Dabei werden fiir
das jeweilige Protein spezifische Peptidmuster erzeugt. So trennt «-Chymotrypsin beispiels-
weise C-terminal die Peptidbindung von Tyrosin, Phenylalanin und Tryptophan. Aber auch
die Peptidbindungen von Leucin, Methionin, Alanin, Asparagin- und Glutaminsdure werden,
zwar mit einer geringeren Hydrolyserate, von «-Chymotrypsin gespalten. Den genauen Ka-

talysezyklus zeigt Abbildung 2.1-3.
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Abbildung 2.1-3: Hydrolysemechanismus von a-Chymotrypsin
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Die katalytische Aktivitit des Chymotrypsins beruht auf der, unter physiologischen Bedin-
gungen ungewohnlich hohen Reaktivitit des Ser'®”. Serin, Aspartat und Histidin liegen im
Chymotrypsin benachbart und bilden die katalytische Triade. Dabei fungiert His*’ als allge-
meine Base, die die Nucleophilie des Ser'” erhoht. Bei einem nucleophilen Angriff des Sau-
erstoffatoms des Ser'” auf das Substrat kann das His*’ das Proton dieser OH-Gruppe auf-
nehmen. Der positiv geladene Imidazolring wird dann durch das negativ geladene Asp'®
stabilisiert und so im tetraedrischen Ubergangszustand in der richtigen Lage gehalten
(Abb. 2.1-3, (1)). Anschliefend wird das Proton vom positiven His*” auf das Stickstoffatom
der Peptidbindung {ibertragen, wodurch diese gespalten und das Acyl-Enzym-Zwischen-
produkt gebildet wird (Abb. 2.1-3,(2)). Die darauf folgende Deacylierung beginnt damit,
dass Wasser den Platz der Aminkomponente des Substrates einnimmt, nachdem diese abdif-
fundiert ist. Das His”’ zieht ein Proton vom Wassermolekiil ab, und das verbleibende OH -
Ton greift nucleophil die Acylgruppe am Ser' an. Erneut bildet sich dadurch eine tetraedri-
sche Zwischenverbindung (Abb. 2.1-3,(3)). Die Regeneration des «-Chymotrypsins erfolgt,
indem das positiv geladene His*’ ein Proton auf das Sauerstoffatom von Ser' iibertrégt.
Dieses setzt dann die saure Gruppe des Substrates frei (vgl. Abb. 2.1-3,(4)).

Ein GroBteil der katalytischen Aktivitdt des «-Chymotrypsins ist dabei auf die bevorzugte
Anbindung des tetraedrischen Zwischenproduktes zuriickzufiihren. Verantwortlich dafiir ist
die Stabilisierung des Ubergangszustands und das Eindringen des Carbonylsauerstoffs des
zu spaltenden Peptids in das Oxyanion-Loch, in dem er an die Geriist-NH-Gruppen von

Gly"” und Ser'” bindet [Voet; Voet, 1994].

2.1.2 pH-Abhéngigkeit von a-Chymeotrypsin

Aufgrund der polyionischen Struktur von &-Chymotrypsin hingt die Aktivitit des Enzyms
stark vom pH-Wert ab. Seine optimale Aktivitét entfaltet «-Chymotrypsin in einem pH-Be-
reich zwischen pH=7,5 bis pH=8,5 [Barrett et al., 1998]. Dabei hingt das pH-Optimum
grofitenteils vom Protonierungszustand des Imidazolrings der His*’-Gruppe ab. Bei niedri-
gen pH-Werten liegt das Histidin protoniert vor und die Wechselzahl k., hat den Wert Null.
Das Enzym setzt kein Substrat um. Bei hoheren pH-Werten dissoziiert das Proton ab und

das Enzym setzt Substrat um. Es gilt:

0
k,=f k. = e : :
cat - [H"] >mitf = Anteil der Enzymrnoole- (2.1-1)
5% kille mit der Wechselzahl 7,
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Durch die Immobilisierung des Enzyms kann dieses pH-Optimum abhingig vom eingesetz-
ten Tragermaterial um mehrere pH-Einheiten verschoben werden [Hartmeier, 1986]. Besitzt
die Tragermatrix Ladungen auf der Oberfliche, wird die Mikroumgebung des Enzyms durch
die Immobilisierung nachhaltig verdndert. Beispielsweise flihren polykationische Trigerma-
terialien dazu, dass Anionen zur Trigeroberfliche gezogen werden. Dadurch sinkt der pH-
Wert in der Mikroumgebung des Enzyms an der Trégeroberfliche. Um in dieser verdnder-
ten Mikroumgebung den flir das Enzym optimalen pH- Wert zu erhalten, muss in der Reak-
tionslosung (Makroumgebung) ein pH-Wert eingestellt werden, der kleiner als der optimale

pH-Wert des nativen Enzyms ist (Abbildung 2.1-4).

a) A b) .
k © natives Enzym
o
cat 3 =~ -o
v z |7 AN ! g »
< I \ I / N
< polykationi-y ) /polyanioni- \‘
= K.hl‘ scher Trager \ | / scher Trager
3 \ e
= \ 2 /
;1 sauer \ s alkalisch
=} o
o S f
\\ Ifi //
Il \1\ [ Z i
5 6 z.B.7 8 9
1 1 1 1 & pH-Wert
4 ] 8 10
pH

Abbildung 2.1-4: (a) pH-Abhdngigkeit von v, k... und Ky bei a-Chymotrypsin [Buchholz; Kasche, 1997]
(b) Verschiebung des pH-Optimums immobilisierter Enzyme in Abhdngigkeit von der
Tréiigermatrix [Hartmeier, 1986]

In der Mikroumgebung des Enzyms kann die lokale Protonenkonzentration durch die Max-
well-Boltzmann-Verteilung beschrieben werden. Die Differenz zwischen dem pH-Wert der
Mikroumgebung pH' und dem pH-Wert der Makroumgebung pH® des immobilisierten En-
zyms wird dann durch folgende Gleichung beschrieben [Schellenberger, 1989]:
ApH = pH' — pH" = 0,43 % mit y= elektrostatisches Potential (2.1-2)
des Enzym-Matrix-Komplex,

k= Boltzmann-K onstante und
T= Temperatur

2.1.3 Temperaturverhalten von a-Chymotrypsin

Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen ist temperaturabhdngig. Diese Abhéingigkeit
beruht hauptséchlich auf zwei Faktoren. Geméll der Arrhenius-Gleichung flihrt eine Tem-
peraturerhohung zu einer gesteigerten Katalysegeschwindigkeit. Es gilt folgende Faustregel:

Pro 10 °C steigt die Reaktionsgeschwindigkeit um den Faktor 2-3.
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Da «-Chymotrypsin jedoch ein thermolabiles Enzym ist, fiihrt ein Temperaturanstieg zur
Destabilisierung des Enzyms, aus der schlieSlich, bei zu hohen Temperaturen, eine irrever-
sible Denaturierung und damit der Verlust der katalytischen Aktivitdt resultiert.

Aus der gegenseitigen Uberlagerung dieser beiden Effekte ergibt sich dann das Temperatur-

optimum der Aktivitit, wie dies in Abbildung 2.1-5 (a) gezeigt ist.
(@) A (®)

Temperaturoptimum

o)
i)
- \ B
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z / X
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Abbildung 2.1-5:
(a) Temperaturoptimum der Enzymaktivitit aufgrund der Uberlagerung des Aktivitiitsanstiegs nach dem
Arrhenius-Ansatz (1) und der temperaturbedingten Destabilisierung des Enzyms (2)
(b) Einfluss der Einwirkzeit auf das Temperaturoptimum
[Lottspeich; Zorbas, 1998]

Das Temperaturoptimum eines Enzyms ist jedoch keine Konstante, da die Hitzedenaturie-
rung zeitabhéngig ist. Je kiirzer die Temperatureinwirkung ist, umso hoher liegt das Tem-

peraturoptimum (Abbildung 2.1-5 (b)).

2.1.4 Inhibitoren von x-Chymeotrypsin

Die Aktivitit von &x-Chymotrypsin wird weiterhin von verschiedensten chemischen Verbin-
dungen beeinflusst. So wirken Schwermetalle, natiirliche Trypsininhibitoren, Polyphosphate,
starke Oxidationsmittel, Diisopropylfluorphosphat (DFP) und Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF) als Inhibitoren, die die Aktivitdt des Enzyms herabsetzen.

2.2 Enzymimmobilisierung

Die immer wichtiger werdenden Aspekte des Umweltschutzes und die wachsenden Anfor-
derungen an Produktionsvorginge bezliglich Abfallvermeidung flihrten dazu, dass enzym-
katalysierte Reaktionen in den vergangenen Jahren immer mehr an Bedeutung gewonnen

haben. So werden heute zunehmend rein chemische Verfahren durch enzymbasierte Pro-
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zesse vollstdndig aus der industriellen Anwendung verdrangt. In Tabelle 2.2-1 sind einige

industrielle Enzymverfahren exemplarisch aufgefiihrt.
Tabelle 2.2-1: Industriell, mittels Enzymkatalyse hergestellte Produkte  [Buchholz et al., 2005]

freies/immobilisiertes

Produkt Enzym Firmen
Enzym

> 10.000.000 t-a"

High Fructose Corn Syrup Amylase frei mehrere

(HFCS) verschiedene

Glucose Isomerase immobilisiert

Ethanol Amylase frei mehrere
verschiedene

Glucoseamylase frei

>10.000 t-a“
Acrylamid Nitrilase immobilisiert Nitto, DMS
6-Aminopenicillansaure Penicillin Amidase immobilisiert mehrere
(6-APA) verschiedene
Kakao-Butter Lipase immobilisiert Fuiji Oil,
Unilever
Isomaltulose Isomaltulose in immobilisierten Zellen  Sudzucker
Lactosefreie Milch/Molke B-Galactosidase frei & immobilisiert mehrere

verschiedene

Der Einsatz von Enzymen ist allerdings nicht nur unter 6kologischen Gesichtspunkten vor-
teilhaft, sondern besitzt auch grofles dkonomisches Potential. Im Gegensatz zu syntheti-
schen Katalysatoren konnen enzymkatalysierte Reaktionen meistens in wissrigen Losemit-
teln bei Normaldruck, neutralem pH-Wert und bei Temperaturen von 20-60 °C durchge-
fiihrt werden. Dies fiihrt gerade in industriellen Prozessen zu einer erheblichen Kostener-
sparnis. Weiterhin wird in enzymkatalysierten Prozessen hédufig eine hohere katalytische
Aktivitit erreicht, da Enzyme in der Lage sind, Reaktionen um einen Faktor von 10°-10" zu
beschleunigen.

Als ,,immobilisiert werden Enzyme bezeichnet, die durch chemische oder physikalische
Methoden in ihrer Beweglichkeit eingeschrankt wurden [Hartmeier, 1986]. Die Immobili-
sierung von Enzymen ist eine besonders interessante Variante der Enzymmodifizierung, die
zunehmend an Bedeutung gewonnen hat. Die Enzyme werden durch die Immobilisierung
auller in ithrer Beweglichkeit auch in ihrer Loslichkeit und Zugéanglichkeit fiir Effektoren und
Substrate verdndert. Damit verbunden ist eine Verdnderung der chemischen, biologischen
und physikochemischen Eigenschaften des Immobilisates. Das Enzym liegt nach der Immo-
bilisierung nicht mehr homogen geldst, sondern als unloslicher Komplex vor. Dies ermog-
licht eine leichte Produktabtrennung ebenso, wie die Riickgewinnung des Enzyms
[Hartmeier, 1986]. Das Anwendungsspektrum der Enzyme wird durch die Immobilisierung
erheblich erweitert.

Viele Vorteile der klassischen heterogenen Katalyse, wie z.B. leichte Riickgewinnung des
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Enzyms durch Filtration, Zentrifugation oder magnetische Separation, werden durch En-
zymimmobilisierung realisierbar.

In groB3technischen Produktionsprozessen wird durch die Immobilisierung eine kontinuierli-
che Prozessfiihrung in Festbett-, Wirbelschicht- oder Membranreaktoren moglich. Die Im-
mobilisierung des Enzyms ermoglicht hier die Schaffung und Aufrechterhaltung hoher Bio-
katalysatordichten, wodurch die Verweilzeit des Produktes unter den erforderlichen Reak-
tionsbedingungen sehr kurz gehalten und damit eine Produktschonung erreicht werden kann
[Hartmeier, 1986]. Aullerdem zeigen immobilisierte Enzyme héufig eine verbesserte Lang-
zeitstabilitit und groBere Toleranz gegeniiber erhohten Temperaturen. Heute werden etli-
che, industrielle Verfahren in einem ProduktionsmaBstab von mehr als 10.000 t-a™ mit im-
mobilisierten Enzymen realisiert (vgl. Tabelle 2.2-1, S.10).

Auch in der analytischen Chemie hat sich der Einsatz immobilisierter Enzyme beispielsweise
in der Affinitdtschromatographie und der Sensortechnik etabliert [Doretti; Ferrera, 1996].
Immobilisierte Enzyme ermdglichen hier durch ihre hohe Substratspezifitit die quantitative
Bestimmung von Substanzen in komplexen Reaktionsmedien, ohne dass zuvor eine Auf-
trennung erfolgen muss [Bowers; Carr, 1980].

Diesen Vorteilen der Enzymimmobilisierung stehen jedoch auch einige Nachteile gegeniiber.
Die Immobilisierung von Enzymen geht hdufig mit einem betridchtlichen Aktivitdtsverlust
einher [Chmiel (Hrsg), 2006]. Grund dafiir kdnnen irreversible Verdnderungen am aktiven
Zentrum des Enzyms bei der Immobilisierungsreaktion, eine erschwerte oder zum Teil
vollstindig verhinderte Substratzuginglichkeit des aktiven Zentrums sowie konformative
Belastungen des immobilisierten Enzyms sein. Weiterhin wird in einigen Fillen auch eine
geringere Stereospezifitit beobachtet [Bozhinova et al., 2004]. Wie bei allen heterogenen
Katalysatoren, kann auch bei immobilisierten Enzymen eine Diffusionslimitierung auftreten,
die vor allem bei pordsen Triagermaterialien prozessrelevant werden kann.

Und letztlich schrinken auch die zum Teil sehr hohen Kosten der Tragermaterialien den
Einsatz immobilisierter Enzyme ein. So muss bei der Entwicklung eines enzymatischen
Prozesses stets individuell abgewogen werden, ob die aufgefiihrten Vorteile die beschrie-
benen Nachteile kompensieren kdnnen, damit ein wirtschaftlicher Einsatz der Immobilisie-
rungstechnik gewdhrleistet ist. Bei preiswerten Enzymen wird sich der Immobilisierungs-
aufwand nicht lohnen und das Enzym am Ende des Prozesses verworfen werden. Bestim-
men die Enzymkosten jedoch die Produktionskosten, so stellt die Enzymimmobilisierung
eine Moglichkeit dar, die Turnover-Zahl des Enzyms zu erhdhen und so den Enzymkosten-

anteil an den Gesamtkosten zu verringern.
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Abbildung 2.2-1 zeigt eine Unterteilung der allgemeinen Immobilisierungsprinzipien. Es
lassen sich zwei grundlegende Gruppen unterscheiden. Zum einen die Immobilisierung
durch Einschluss, bei der das Enzym in geloster Form immobilisiert wird. Zum anderen die

Immobilisierung durch Bindung, wobei das Enzym in eine unlosliche Form tiberfiihrt wird.

Enzymimm obilisierung

Einschluss Bindung
(in Jslicher Form) (inn wlés licher Form)
Matrixeinschluss DMikroverkapselung Ultrafiltrationsmodule trigerfixiert nativ
(Gele)  sermipermeahle Merb rari (Hohlfisemu )
Kovalente adsorptive ionische  Komplex- (Juer vernetzung
Bindung Bindung Bindung Bindung {cross- & co-cross-
(Metale) linking)

Abbildung 2.2-1: Prinzipien der Enzymimmobilisierung

Im Folgenden soll auf einige der in Abbildung 2.2-1 dargestellten Immobilisierungsprinzi-

pien ndher eingegangen werden.

2.2.1 Immobilisierung von Enzymen in loslicher Form

Der physikalische Immobilisierungsmechanismus ist bei allen Einschlussmethoden gleich.
Die Enzymmolekiile werden durch semipermeable Membranen oder Netzstrukturen von
Gelen in einem begrenzten Reaktionsraum zuriickgehalten, wéhrend niedermolekulare
Verbindungen ihre freie Beweglichkeit beibehalten. Abbildung 2.2-2 zeigt die einzelnen
Varianten der Enzymimmobilisierung durch Einschluss.

Diese Immobilisierungsmethode verursacht zwar die geringsten sterischen Belastungen am
immobilisierten Enzym, ist jedoch fiir Enzyme mit grof3en Substrat- oder Produktmolekiilen
ungeeignet, da hier starke Aktivitdtsverluste aufgrund von Transportlimitierungen (z.B.
Diffusionslimitierung) auftreten. Technische Anwendung findet die Enzymimmobilisierung
durch Einschluss beispielsweise bei dem Enzym Glucose Isomerase [Buchholz; Kasche,
1997].

Neben Gelen (hiufig Dextran oder Acrylamidderivate) werden auch Membranen in Form
von Mikrokapseln, Liposomen und vor allem im technischen Bereich von Hohlfasern ver-

wendet [Schellenberger, 1989].
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Einschluss in
Gelstrukturen

Hohlfaser

Abbildung 2.2-2: Varianten der Enzymimmobilisierung durch Einschluss

o Enzym; === Membran

2.2.2 Enzymimmobilisierung in unloslicher Form

Die Immobilisierung von Enzymen, bei der diese in eine unlosliche Form iiberfiihrt werden,
lasst sich ebenfalls in zwei Gruppen einteilen. So kann das Enzym entweder nativ oder tré-
gerfixiert immobilisiert werden (vgl. Abbildung 2.2-1, S.12).

Bei der Immobilisierung des nativen Biokatalysators (cross- & co-cross-linking) wird das
Enzym {iber bifunktionelle Molekiile, wie beispielsweise Glutardialdehyd oder Metylen-di-
isocyanat quervernetzt, so dass stabile Enzymaggregate hoherer molekularer Masse gebildet
werden [Lang et al., 1972]. Ab einem bestimmten Vernetzungsgrad sind diese Aggregate
wasserunloslich und lassen sich leicht durch Filtration oder Zentrifugation aus dem Reakti-
onsmedium abtrennen. Es werden gelatineartige Immobilisate erhalten, die in ihrer Form an
verschiedene Oberflichen angepasst werden konnen. Aufgrund der guten Verformbarkeit
der Immobilisate eignet sich diese Immobilisierungsvariante besonders gut zur Herstellung
von Biosensoren [Koudelka-Hep et al., 1997]. Nachteilig an diesem Immobilisierungsver-
fahren ist die geringe mechanische Stabilitit der erhaltenen Immobilisate. Auch die héaufig
auftretende Verzerrung der Tertidrstruktur des immobilisierten Enzyms, die mit Aktivitats-
verlusten einhergehen kdnnen, schrinkt die Anwendungsmdglichkeiten dieser Immobilisie-
rungstechnik weiter ein. Die Stabilitdt des Immobilisates ldsst sich allerdings durch Co-Im-
mobilisierung eines inerten Proteins wie Rinderserumalbumin (BSA) erhéhen.

Bei der zweiten Gruppe, den trigerfixierten Immobilisierungen, wird das Enzym {iber Ad-
sorption, ionische Wechselwirkungen oder kovalente Bindung an ein festes Trégermaterial
gebunden. Die Eigenschaften der duBleren, zuginglichen Oberfliche der Tragermatrix und
der sich darauf befindenden funktionellen Gruppen spielen eine Schliisselrolle bei dieser

Form der Immobilisierung.
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So héngt die Adsorption beispielsweise von der Hydrophilie bzw. Hydrophobie der Trager-
oberfliche ab. Die Stirke der ionischen Wechselwirkungen ist maf3geblich von der Ladung
der potentiell ionischen Aminosédurereste an der Enzymoberfliche abhingig, die wiederum
durch den pH-Wert der Reaktionslosung beinflulit wird. Die adsorptive sowie die ionische
Immobilisierung sind schonender als die kovalente Anbindung, jedoch erfolgt die Enzym-
immobilisierung reversibel und das Enzym kann leicht durch Verdnderung der Reaktions-
bedingungen (pH-Wert, Salzkonzentration, etc.) vom Tréager abgeldst werden.

Die kovalente Enzymimmobilisierung fiihrt hingegen zu einer irreversiblen Anbindung des
Enzyms an die Triagermatrix, da durch chemische Reaktion reaktiver, funktioneller Gruppen
auf der Oberfliche des Enzyms (-OH, -SH, -NH,, ect.) kovalente Bindungen mit den funk-
tionellen Ankergruppen auf der Matrixoberfliche ausgebildet werden. Die Ankergruppen
der Trageroberfliche liegen entweder schon im Tréger vor oder miissen durch Derivatisie-
rung vor der Immobilisierung eingefiihrt werden. Zur kovalenten Enzymimmobilisierung ist
prinzipiell jede chemische Reaktion geeignet, die in wissriger Losung erfolgt [Rosevear et
al., 1987]. Aber auch verschiedenste Reaktionen in organischen Losemitteln wurden schon
erfolgreich zur kovalenten Enzymimmobilisierung verwendet.

Mit der bei der kovalenten Enzymimmobilisierung auftretenden chemischen Modifizierung
des Enzyms geht allerdings haufig eine Abnahme der spezifischen Aktivitét einher. Ein mog-
licher Grund dafiir konnen chemische Reaktionen am Enzym sein, die das Reaktionszentrum
irreversibel beeintrichtigen oder den Substratzugang zum aktiven Zentrum erheblich er-
schweren bzw. ganz verhindern. Aber auch die Fixierung direkt an der starren Oberfléche
der Trigermatrix fithrt zu Deformierungen und damit zu Verédnderungen der Tertidrstruktur
des Enzyms. Im Hinblick auf die Enzymstabilitdt sind weiterhin alle ionischen, hydrophilen
bzw. hydrophoben Wechselwirkungen sowie der Einfluss von Wasserstoffbriickenbindun-
gen zwischen Enzym und Matrixoberfliche zu beachten. Diese konnen ebenfalls zu starken
sterischen Belastungen und damit verbundenen Aktivitdtsverlusten fiihren. Eine Reduzie-
rung der aktivititsvermindernden Einfliisse kann durch Einfiihrung von Spacern zwischen
Partikeloberfliche und Enzym erreicht werden. Etabliert haben sich Spacerldngen von 3-8
Kohlenstoffatomen, da sie zu den besten Ergebnissen fiihrten. Die aus der Einfiihrung der
Spacer resultierende Vergroferung des Abstands zwischen Enzym und Tréageroberfliche
kann zu geringeren Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und dem Trigermaterial flih-
ren, so dass sich moglicherweise eine hoheren Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms er-
gibt. Findet das Enzym zudem nach der Immobilisierung eine physiologische Umgebung

vor, kann dies den Aktivitdtsverlust weiter reduzieren.
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3. Magnetpartikel

Magnetismus ist wahrscheinlich eines der &ltesten Wissenschaftsgebiete. Sei Beginn unserer
Zivilisation werden magnetische Phdnomene beobachtet und auch genutzt. Eine Vielzahl
technischer Anwendungen und Gerite beruhen auf magnetischen Eigenschaften. Dabei
reicht die Bandbreite der Anwendungen von der einfachen Kompassnadel bis hin zu mo-
dernen Transportsystemen wie der Magnetschwebebahn Transrapid.

Der Magnetismus war aber auch immer von der Aura der Magie umgeben, da bis ins Mit-
telalter nur wenige magnetische Phdnomene verstanden waren. Erst zu Beginn des 17.
Jahrhundert wurde die erste wissenschaftliche Abhandlung dieses Themas von Sir William
Gilbert, die ,,De Magnete, Magneticisque Corporibus, et de Magno tellure; Physiologia
nova, plurimus & argumentii, & experimentis demonstrata. Londra, Pie Short, 1600%, ver-

fasst.

3.1 Magnetismus

Eine qualitative Beschreibung magnetischer Erscheinungen kann auf Basis des Rutherford-
Bohrschen Atommodells erfolgen. Die um den Atomkern rotierenden Elektronen kénnen
demnach als bewegte Ladungen bzw. Kreisstrom betrachtet werden, der ein bestimmtes

magnetisches Moment erzeugt. Die Stirke des magnetischen Momentes ist gegeben durch:

Pn=1 -4 ; mit I = Stromstirke und A = Flichennormalenvektor (3.1-1)

Die Elektronen der Atome eines Festkorpers besitzen zwei magnetische Momente. Das
Spinmoment S, wird durch die Rotation des Elektrons um die eigene Achse verursacht.

Das Bahnmoment p,, wird durch die Rotation des Elektrons um den Atomkern hervorge-
rufen. Das magnetische Moment des Atomkerns kann in erster Ndherung vernachldssigt
werden, da es im Vergleich zu den beiden anderen etwa drei Zehnerpotenzen kleiner ist. Die
beiden magnetischen Momente in der Elektronenhiille konnen auf unterschiedliche Weisen
miteinander wechselwirken. Dies ist abhdngig vom Umlaufsinn und von der Spin-
orientierung der einzelnen Elektronen, ihrem Energieniveau und von der Besetzung der
Elektronenschalen.

In diamagnetischen Stoffen sind die Zahl der Elektronen und ihre Bewegungsrichtungen so
aufeinander abgestimmt, dass sich die einzelnen Teilmomente gegenseitig kompensieren,
und der Gesamtdrehimpuls J=0 ist. Ein dulleres Magnetfeld verursacht eine Lamor-Prizes-
sion, die eine dem &uBeren Feld entgegengesetzte Magnetisierung induziert. Diamagnetis-

mus ist demnach ein reiner Bahndrehimpulseffekt, da sich die Spins gepaarter Elektronen
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gegenseitig kompensieren. Durch die dem duferen Magnetfeld entgegengesetzte induzierte
Magnetisierung ist das Gesamtfeld kleiner als im Vakuum. Ohne Einwirkung eines &uferen
Magnetfeldes sind diamagnetische Stoffe unmagnetisch. Diamagnetismus tritt bei allen
Stoffen auf, wird jedoch bei einigen von wesentlich stirkeren Effekten (z.B. Para- oder
Ferromagnetismus) iiberlagert.

Paramagnetische Stoffe besitzen wenigstens eine ungepaarte Ladung. Dadurch weisen sie

ein permanentes magnetisches Moment auf [Tipler, 1994]. Diese Stoffe besitzen eine posi-

tive magnetische Suszeptibilitit (y.~>0), die proportional der Anzahl ungepaarter Ladungen
ist. Ohne duBBeres Magnetfeld sind die Orientierungen der einzelnen magnetischen Momente
jedoch durch die thermische Bewegung willkiirlich verteilt. Es resultiert keine makroskopi-
sche Magnetisierung. Im Magnetfeld jedoch, versuchen sich paramagnetische Stoffe parallel
zu den Feldlinien auszurichten. Durch ihr eigenes magnetisches Moment bewirken sie so
eine temperaturabhingige, lokale Erhohung der Feldstdrke. Das Gesetz von Pierre Curie be-
schreibt diesen Zusammenhang [Gerthsen, 2004]:
X, = ¢ ; mit C=Curie-Konstante (materialabhéngig) (3.1-2)
und T=Temperatur
Ferromagnetismus ist ein typisch kollektives Phinomen. Hervorgerufen durch Austausch-
wechselwirkungen zwischen den ungepaarten Elektronenspins benachbarter Atome koppeln
in ferromagnetischen Stoffen die magnetischen Momente der einzelnen Atome miteinan-
der [Tipler, 1994]. Sie konnen unterhalb der sogenannten Curie-Temperatur T. in einer
spontanen Magnetisierung ohne Einwirkung eines dulleren Feldes in einen magnetisch ge-
ordneten Zustand iibergehen. Dabei richten sich die magnetischen Momente iiber groBere
Kristallbereiche, sogenannte Weif3sche Bezirke (0,001-0,1 mm?®), parallel aus. Oberhalb der
Curie-Temperatur geht die Orientierung der magnetischen Momente jedoch aufgrund von
thermischer Bewegung verloren. Das Material verhélt sich dann paramagnetisch.

Das magnetische Moment eines Festkorpers ergibt sich als vektorielle Summe aller atoma-

-

ren magnetischen Momente pro Volumeneinheit (V) und hei3t Magnetisierung M :
W= Y (5, + %) (3.1-3)
1

In einem unmagnetisierten, ferromagnetischen Festkorper ist die Ausrichtung der Weil3-
schen Bezirke statistisch verteilt, und ihre magnetischen Wirkungen heben sich nach auflen
hin gegenseitig auf. Wird ein Magnetfeld angelegt, richten sich die magnetischen Momente

der WeiB3schen Bezirke mit zunehmender Feldstirke parallel zueinander aus. Sind alle Do-
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ménen ausgerichtet, ist die Sattigungsmagnetisierung erreicht. Wird nun das Magnetfeld
unterhalb der Curie-Temperatur abgeschaltet, so verbleibt eine Remanenzmagnetisierung. In
Abbildung 3.1-1 ist die typische Magnetisierungskurve eines ferromagnetischen Stoffes

dargestellt. Deutlich ist die Hystereseschleife zu erkennen.

3.1.1 Superparamagnetismus

Beim Ubergang zu mesoskopischen Systemen treten allerdings ganz neue magnetische Ei-
genschaften auf. Je stirker die Dimension oder die Geometrie eingeschriankt sind, desto
mehr weicht das magnetische Verhalten von dem ausgedehnter Festkorper ab, da Oberfla-
chen- und Randeffekte dominierend werden [Meicken, 1998].

Sehr interessante magnetische Eigenschaften besitzen beispielsweise ferromagnetische Parti-
kel einer GroBe von nur wenigen Nanometern. Aufgrund der reduzierten Grof3e (Durch-
messer < 50 nm) zeigen derartige, suspendierte Partikel plotzlich paramagnetisches Verhal-
ten. Die Partikel sind Eindoménenpartikel und besitzen eine hohe Magnetisierbarkeit bei nur
geringen Feldstdrken. Sie richten sich beim Anlegen eines dulleren Magnetfeldes in paralle-
ler Richtung aus. Im feldfreien Raum kehren sie dann wieder in den ungeordneten, frei be-
weglichen Zustand zuriick. Eine residuale Restmagnetisierung und Partikelaggregation wie
bei ferromagnetischen Permanentmagneten tritt dabei nicht auf.

Dieses Phidnomen erklért sich folgendermaflen: Unterschreitet ein ferromagnetisches Parti-
kel ein kritisches Volumen V7, ist die Multidoméinenstruktur energetisch nicht mehr giinstig.
Alle Spins in diesem Partikel tendieren dann dazu, sich in einer einzelnen ferromagnetischen
Doméne zu ordnen [Ryazanov, 2004]. Die Spins der einzelnen Atome sind hier zwar noch
korreliert, die thermische Energie ist allerdings groBer als die Kristallanisotropieenergie
[Bergmann; Schaefer, 2006]. Dadurch folgt die Magnetisierungsrichtung in Abwesenheit
eines ordnenden, duBBeren Magnetfelds der thermischen Fluktuation, und es kommt zu einem
Verlust der Remanenz.

Dieses hysteresefreie Verhalten wird als Superparamagnetismus bezeichnet. Die Fluktuati-
onsfrequenz in Eindoménenteilchen ist stark groBenabhidngig. Unterhalb einer kritischen
Temperatur, der ,blocking™ Temperatur Tg, sind die Fluktuationen eingefroren. Statt su-
perparamagnetischem tritt dann ferromagnetisches Verhalten auf. Steigt die Temperatur
iiber die Curie-Temperatur, wird paramagnetisches Verhalten beobachtet [Bergmann;
Schaefer, 2006]. Abbildung 3.1-1 zeigt typische Magnetisierungskurven ferro-, para-, dia-

und superparamagnetischer Stoffe.
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A ferromagnetisch

............... superpara-
""""" magnetisch

- paramagnetisch

--
_____

diamagnetisch

Abbildung 3.1-1: Typische Magnetisierungskurven ferro- para-, dia- und superparamagnetischer Stoffe

3.2 Synthese superparamagnetischer Partikel

Ein Verfahren zur Herstellung superparamagnetischer Partikel ist die Emulsionspolymerisa-
tion von Methacrylat und Divinylbenzol in Anwesenheit von Magnetit Nanopartikeln, die
mit Olséure beschichtet sind [Liua et al., 2005]. Bei diesem Verfahren werden Partikel mit
einem Durchmesser von 390 nm und einer sternformigen Struktur erhalten, die eine sehr

grof3e spezifische Oberfliche aufweisen.

Abbildung 3.2-1: TEM-Aufnahme der sternformigen Poly(metacrylat-divinylbenzol)-Partikel [Buchholz,
Kasche, 1997]

Durch Gasphasenkondensation von Eisen(Ill)-acetylacetonat mit Tetraethylortosilicat bei
einer Reaktionstemperatur von 1.000 °C und einem Druck von 40 mbar ist es moglich, su-
perparamagnetische Silica-Partikel herzustellen [Yu et al., 2003]. Dabei werden Partikel mit
einer GroBe von 20 -30 nm Durchmesser erhalten.

Vereinzelt werden superparamagnetische Partikel, sogenannte Mangetosomen, auch semi-
synthetisch durch Kultivierung magnetotaktischer Bakterien hergestellt [Wacker et al.,
2006].
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Aber auch durch basische Fillung einer Eisen (II)-/ Eisen(III)-Chloridlosung konnen su-
permaramagnetische Partikel hergestellt werden [Bruce et al., 2004]. Die auf diesem Wege
erhaltenen Magnetit-Nanopartikel (Fe;O4) konnen dann anschlieBend entweder iiber einen
Sol-Gel-Prozess oder iiber langsame Polymerisation einer Natriumsilikatlosung mit Silica
beschichtet werden. Hierbei kommt es zur Ausbildung kovalenter Fe-O-Si- und Si-O-Si-
Bindungen und die Magnetitkerne werden vollstdndig durch die Silica-Matrix umbhiillt.

Die GroBle der magnetischen Silica-Partikel kann dabei sowohl {iber das Fe/Si-Verhiltnis,
als auch tiber den pH-Wert und die Temperatur der Reaktionslosung beeinflusst werden.
Um die superparamagnetischen Partikel fiir die kovalente Anbindung von Biomolekiilen
zuginglich zu machen, miissen in weiteren Reaktionsschritten reaktive Gruppen als Bin-
dungsanker auf die Partikeloberfliche aufgebracht werden. Dies kann z.B. durch Konden-
sationsreaktion der Si-OH-Gruppen mit entsprechend funktionalisierten Silanen erfolgen,
wie dies am Beispiel der Aktivierung mit Chlormethyl-Gruppen in Abbildung 3.2-2 darge-
stellt ist. Diese Methode findet auch bei der Oberflichenaktivierung zur Herstellung der in

dieser Arbeit verwendeten SIMAG-MeCl Partikel Anwendung (s. Kap. 3.4, S. 31).

OH EtO o
cl cl
OH + EtO—SiJ —_— o—Si——/
- 3EtOH
OH EtO o

Chlormethyl-triethoxysilan

Abbildung 3.2-2: Oberflichenaktivierung superparamagnetischer Silica-Partikel mit Chlormethyl-trieth-

oxysilan

3.3 Anwendungen superparamagnetischer Partikel

Biomolekular funktionalisierte magnetische Partikel werden aufgrund ihres grolen Anwen-
dungspotentials intensiv erforscht [Katz; Willner, 2004]. Vor allem zur Aufkonzentrierung,
Trennung, mechanischen Translokation und zum Targeting von Biomaterialien werden diese
Hybride verwendet.

Neben den biotechnologischen/medizinischen Anwendungen solcher magnetischen Partikel,
von denen einige in den folgenden Kapiteln (3.3.2-3.3.4) kurz beschrieben werden, findet
man auch in zahlreichen Organismen, wie z.B. Bakterien (Magnetospirillum sp.), Wander-
ameisen (Pachycondyla marginata), Honigbienen, Tauben, Regenbogenforellen oder
Lachsen, kleine kristalline Magnetit-Partikel [Safarik; Safarikova, 2002]. Sie stellen eine Art
Kompass dar, mit dem sich die Tiere am Erdmagnetfeld orientieren. Der exakte physikali-

sche Mechanismus, der den magnetischen Sinnesreiz in Nervensignale umwandelt, ist bisher
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jedoch noch weitgehend unbekannt [ Winklhofer, 2004] und Gegenstand aktueller Untersu-
chungen [Desoil et al., 2005].

Abbildung 3.3-1: Elektronenmokroskopische Aufnahme von intrazelluldiren

Magnetosomen in magnetotaktischen Bakterien [Safarik; Safarikova, 2002]

3.3.1 Medizinische Anwendungen superparamagnetischer Partikel
Superparamagnetische Partikel finden heute vielfdltige medizinische Anwendung [Gravina
et al., 2002]. Der biomedizinische Einsatz von Magnetpartikeln kann prinzipiell in zwei Ka-
tegorien eingeteilt werden. Man unterscheidet zwischen dem Einsatz in vitro und in vivo
[Gijs, 2004].

In vivo werden Magnetpartikel beispielsweise bei der Hyperthermie oder als magnetisch
manipulierbare Trager von Arzneimitteln in der Krebstherapie genutzt. Aber auch als Kon-
trastmittel bei der Magnetresonanztomographie (MRT) finden magnetische Partikel Thre
Anwendung.

Um die Magnetpartikel gezielt im Tumorgewebe anreichern zu kdnnen, werden sie bei der
Magnet Fliissigkeits-Hyperthermie (MFH) mit biomolekular spezifischen Hiillen versehen.
AnschlieBend werden die Magnetpartikel durch Anlegen eines dufleren magnetischen
Wechselfelds lokal auf 45-48 °C aufgeheizt. Durch die Warmeeinwirkung kommt es dann
zur Zerstorung der Tumorzellen. Das Verfahren der Hyperthermie ist minimalinvasiv und
lokal effektiv, so dass das umliegende, gesunde Gewebe weitestgehend unversehrt
bleibt [Jordan, 2001].

Entwickelt wurde die MFH von Dr. Jordan et. al. an der Charité in Berlin. Seit 2003 fiihrte
er zusammen mit den Unternehmen MFH Hyperthermiesysteme GmbH (Deutschland) und
MagForce Applications GmbH (Deutschland) mehrere klinischen Machbarkeits- und Wirk-
samkeitsstudien dieses Verfahrens an der Charité durch [Schattenfroh, 2003], [MagForce
Nanotechnologies AG, 2006]. In Kombination mit anderen Behandlungsverfahren, wie
Chemotherapie oder Bestrahlung, soll dieses Verfahren den Therapieerfolg bei der Krebs-
behandlung positiv unterstiitzen [Pankhurst et al., 2003], [Johannsen et al., 2005].
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Neben der thermischen Zerstorung des Tumorgewebes kann die Behandlung auch durch
Beladen der Magnetparikel mit therapeutischen Radionucleotiden erfolgen, die gezielt in
den Zellen des Tumorgewebes angereichert werden [Héfeli et al., 2001], [Yu et al., 2002].
Eine weitere medizinische Applikation superparamagnetischer Partikel ist der Einsatz in
sogenannte ,,magnetically guided drug delivery“-Systemen [Kaminski et al., 2003], [Jain et
al., 2005]. Durch maBigeschneiderte Oberflachen lassen sich die Magnetpartikel reversibel
mit Wirkstoff beladen. Die beladenen Teilchen konnen dann zielgerichtet durch den Korper
geleiten werden (drug targeting). Am gewiinschten Wirkort werden die Magnetpartikel
durch Anlegen eines starken, duBeren Magnetfeldes (V(H?/2)~10" Oe*/cm; [Makhmudov et
al., 1997]) aufkonzentriert und festgehalten. Die Verweilzeit des Medikamentes im Wirk-
gebiet kann so erheblich verlingert werden. Zusétzlich besteht bei einigen ,,drug delivery*-
Systemen die Moglichkeit, die Wirkstofffreisetzung am Wirkort gezielt durch einen dufleren
Impuls zu induzieren. So ist der Wirkstoff nicht nur am richtigen Ort verfiigbar, sondern
auch zur vorgeschriebenen Zeit (controlled release). Die Wirkstoffkonzentration im Rest
des Organismus kann dadurch sehr gering gehalten werden, so dass insgesamt eine
Reduzierung der eingesetzten Wirkstoffdosis und eine Verringerung unerwiinschter
Nebenwirkungen erreicht wird [Koneracka et al., 2002].

Anwendungsgebiete magnetischer ,,Drug delivery“-Systeme sind beispielsweise die Krebs-
therapie und der Schutz von Implantaten im Herz-Kreislauf-System [Hoheisel, 2004].

Die Verwendung von Magnetpartikeln in der Gentherapie ist Gegenstand neuerer Untersu-
chungen [Pankhurst et al., 2003]. Hierzu wird ein viraler Genvektor, der das therapeutische
Gen enthilt, auf der Partikeloberfldche aufgebracht. Ein dufleres Magnetfeld hilt die Parti-
kel ebenso wie bei den ,magnetically guided drug delivery“-Systemen gezielt am Wirkort
fest. Daraus resultiert ein verlingerter Kontakt des Vektors mit dem zu behandelnden Ge-
webe, wodurch eine hdohere Transfektionsrate und gesteigerte Genexpression erreicht
wird [Mabh et al., 2002].

Die Moglichkeit mit Hilfe von Magnetpartikeln spezifisch Zellen oder Biomolekiile zu
markieren, flihrte in den vergangenen Jahren zu einem breiten Spektrum an in vitro An-
wendungen. Ein Beispiel dafiir ist die magnetische Transfektion, das Analogon der oben be-
schriebenen Methode zur Erh6hung der Transfektionsrate in der Gentherapie. Die magneti-
sche Transfektion wird jedoch auf Zellkulturen angewandt [Plank et al., 2003], [Morishita
et al., 2005].

Kommerziell erhiltliche Reagenzien wie Magnetofection™ (Chemicell GmbH, Berlin) oder

MATra (IBA GmbH, Goéttingen) ermdglichen in diesem Bereich eine sehr effiziente Trans-
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fektion adhdrenter Zellen ebenso wie von Suspensionszellen (z.B. K-562, HelLa, CHO,
HepG2 oder USOS) [IBA GmbH, 2005]. Im Vergleich mit Standardtransfektionsverfahren
liegen die erreichbaren Transfektionsraten bei der magnetischen Transfektion um drei Zeh-
nerpotenzen héher [Chemicell GmbH, 2006]. Damit verbunden ist eine entsprechend hohere
Genexpression, so dass bei der magnetisch vermittelten Transfektion mit deutlich geringen
Vektordosen gearbeitet werden kann. Weiterhin reduziert sich die Inkubationszeit bei die-
sem Verfahren von bisher mehreren Stunden auf wenige Minuten. Mit der Verwendung von
Magnetpartikeln bei der Gentransfektion steht somit ein Verfahren zur Verfligung, das ein
grofles Potential zur Reduzierung der Kosten des Transfektionsprozesses sowohl in der
Gentherapie als auch in der biomedizinischen Forschung birgt.

Auch in der Diagnostik finden Magnetpartikel Anwendung [Saiyed et al., 2003]. Mit Hilfe
von Ferrofluiden konnen beispielsweise Krebszellen aus den Blutproben von Patienten mit
Brust-, Lungen- oder Prostatakrebs isoliert werden [Liberti et al., 2001]. Auch bei der
Prostatakrebsvorsorge werden Magnetpartikel in einem immunomagnetischen Assay zum
Nachweis des Antigens PSA eingesetzt [Fischer et al., 2005].

Ein Hauptanwendungsgebiet superparamagnetischer Eisenoxid-Partikel (SPIO) in vitro ist
die Verwendung als bildgebende Kontrastmittel bei der Magnetresonanztomographie
(MRT) [Princea et al., 2003]. Aufgrund ihrer magnetischen Eigenschaften verdndern diese
Partikel die T;- und T»-Relaxationszeit und beeinflussen dadurch das Resonanzsignal. Neben
ihrer hoheren magnetischen Wirkung im Vergleich zu Gadolinium-haltigen Kontrastmitteln,
besitzen SPIO-Partikel auch unter toxikologischen Aspekten deutliche Vorteile. Die Mag-
netparikel sind physiologisch unbedenklich und werden letztlich in der Milz und der Leber
wie korpereigenes Eisen abgebaut [Taupitz, 2004]. Fiir diesen Anwendungsbereich zuge-
lassene, kommerziell erhiltliche Kontrastmittel sind z.B. Endorem® (seit 1994) und Reso-
vist® (seit 2002).

Bei der Mangetresonanztomographie der Leber und Milz eignen sich SPIO besonders als
intravends verabreichbares MRT-Kontrastmittel, da die Zellen des Mononukledren Phago-
zytierenden Systems (MPS) unspezifisch Partikel aus der Blutbahn aufnehmen kon-
nen [Saini et al., 1987]. So wurde die Detektion von fokalen Leberldsionen mit MRT-Ver-
fahren durch den Einsatz von superparamagnetischen Eisenoxid-Partikeln deutlich verbes-
sert. Die Sensitivitdt der SPIO-verstirkten MR-Tomographie ist vergleichbar mit der der
weit verbreiteten arterioportalen Computertomographie (CTPA). Doch zeigt das MRT-
Verfahren eine geringere Rate an falsch positiv Befunden [Ba-Ssalamah et al., 2000] und ist
im Gegensatz zur CTAP nicht invasiv [Buchholz; Kasche, 1997]. AuBlerdem liefert die
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Verwendung von SPIO-Partikeln Zusatzinformationen zur Tumorcharakterisierung
[Taupitz, 2004]. Neben der Tumordiagnostik in Leber und Milz, ist ein weiterer Einsatz-
schwerpunkt die Lymphknotendiagnostik und die morphologische und funktionelle MR-
Untersuchung des Knochenmarks. Endorem®-Partikel kénnen auch zu MR-angiographi-
schen Untersuchungen verwendet werden [Schmitz et al., 1999]. Mittlerweile wurden aber
speziell fiir die kontrastverstirkte MR-Angiographie ultrakleine Magnetpartikel (USPIO)
entwickelt. Die USPIOs sind besser zur Gefil3darstellung geeignet [Allkemper et al., 2002],
da sich in der Regel mit geringerer Partikelgroe die intravasale Verweildauer verldngert
und das Verhiltnis zwischen signalsteigernder T;- und signalschwichender T,-Relaxivitit

zunimmt.

3.3.2 Einsatz von Magnetpartikeln zur magnetischen Zellseparation

Es gibt eine Vielzahl von Anwendungsgebieten fiir die magnetische Zellseparation. Neben
den vielen Anwendungen in der Molekularbiologie findet magnetische Zellseparation auch
in der klinischen Diagnostik [Héfel et al., 1997] (vgl. Kap. 3.3.1, S. 22) und der Lebensmit-
telanalytik Verwendung. So wurden beispielsweise 1984 erstmals Salmonellen mittels im-
munomagnetischer Separation direkt von Lebensmittel- und Fékalproben isoliert [Mittingly,
1984]. Legionella Bakterien in Wasserproben konnen ebenfalls mit Magnetpartikeln isoliert
werden [Kronick; Gilpin, 1986]. Und auch die Isolierung von E. coli aus Gemiise ist mit
immunomagnetischen Partikeln moglich [Deponte et al.,2004], [Safarik; Safarikova, 2001].
Da im Rahmen dieser Arbeit nur ein kurzer Einblick in diese Technik gegeben werden kann,
soll hier auf die umfangreich verfiigbare Literatur verwiesen werden (s. z.B. [Elaissar,
2004], [Safarik; Safarikova, 1999], [Safarik; Safarikova, 1995], [Uhlen et al., 1994], [Payne
1993], [Payne 1992]).

Grundsitzlich konnen zwei Typen magnetischer Zellseparation unterschieden werden. Zum
einen konnen die abzutrennenden Zielzellen ein intrinsisches magnetisches Moment besitzen,
so dass eine magnetische Separation direkt, ohne weitere Modifikation der Zellen, moglich
ist. Zu diesen Zellen gehoren Erythrozyten, die eine hohe Konzentration an paramagneti-
schem Himoglobin aufweisen und magnetotaktische Bakterien, die in ihrem Zellinneren
Magnetit-Partikel besitzen (vgl. Kap. 3.3, S.19).

Beim zweiten Typ magnetischer Zellseparation besitzen die Zellen kein eigenes magneti-
sches Moment. Sie miissen mit einer magnetischen Komponente (Magnetparikel) ausgestat-
tet werden, um einen geniigend grofen Unterschied zwischen der magnetischen Suszeptibi-

litit der Zelle bzw. des Partikel/Zell-Komplexes und des Mediums zu erhalten.



3. Magnetpartikel 24

Der Prozess der immunomagnetischen Zellseparation ldsst sich grundsitzlich in drei Ar-

beitsschritte unterteilen, wie dies in Abbildung 3.3-2 schematisch dargestellt ist:

(1)Zuerst werden die mit Affinititsliganden oder Antikdrpern ausgestatteten Magnetpartikel
zu einer Suspension der Zielzellen gegeben. Wihrend dieser etwas 30-60 Minuten an-
dauernden Inkubationsphase interagieren die Magnetpartikel mit den Zielzellen, wobei
ein magnetischer Partikel/Zell-Komplex gebildet wird.

(2)Dieser wird anschlieBend in einem magnetischen Separator vom Uberstand abgetrennt
und mehrfach gewaschen, um noch anhaftende Fremdstoffe zu entfernen. Jetzt konnen
die abgetrennten Zellen mit den anhaftenden Magnetpartikeln beispielsweise direkt in
Kultivierungen weiter verwendet werden.

(3)Es gibt jedoch auch Anwendungsgebiete der magnetischen Zellseparation, bei denen sich
die anhaftenden Magnetpartikel als storend erweisen, so dass sie in einem dritten Reak-
tionsschritt wieder von den Zellen abgelost werden miissen.

Neben der Moglichkeit, die Zellseparation in einem batch-Prozess durch zu fiihren, lasst

sich die magnetische Zellseparation auch kontinuierlich, analog zu chromatographischen

Techniken in einem sogenannten ,;magnetically stabilized fluidised bed* Verfahren (MSFB)

durchfithren. Hierfiir gibt es bisher allerdings nur wenige Beispiele [Putnam et al.,

2003], [Terranova; Burns, 1990].
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Abbildung 3.3-2: Mechanismus der immunomagnetischen Zellseparation
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Gegeniiber anderen Separationstechniken besitzt die magnetische Zellseparation deutliche
Vorteile. So konnen die Zielzellen direkt aus Blutproben, Gewebehomogenaten, Fermenta-
tionsbrithen, Stuhl- oder Lebensmittelproben isoliert werden, ohne dass dafiir zeitaufwen-
dige Arbeitsschritte, wie Kultivierung in selektierenden Medien, Zentrifugation oder Ex-
traktion erforderlich sind. Zudem ist die immunomagnetische Zellseparation ein besonders
schonendes Verfahren zur Zellabtrennung, da die hierbei auftretenden Scherkrifte deutlich
geringer als bei der Zentrifugation oder Filtration sind. Ein weiterer Vorteil dieser Separa-
tionstechnik ist die Moglichkeit, auch beschédigte oder tote Zellen zu isolieren [Mansfield;
Forsythe, 1993]. Haufig ist dies mit alternativen Separationsverfahren nicht moglich. Zudem
kann die magnetische Zellseparation leicht automatisiert werden. So gibt es mittlerweile au-
tomatisierte Apparaturen zur Isolierung von humanen Zellen, wie beispielsweise die Clini-

MACS oder AutoMACS Anlagen der Firma Miltenyi Biotech (Deutschland).

3.3.3 Isolierung und Detektion von Biomolekiilen mit Magnetparikeln

Die Isolierung und Aufreinigung von Biomolekiilen aus unterschiedlichsten Reaktionslo-
sungen ist ein wichtiges Aufgabengebiet in der Biotechnologie. Magnetpartikel werden nach
entsprechender Modifikation sowohl zur Separation als auch bei der Detektion von Biomo-
lekiilen, wie Proteinen, Aminosduren, DNA oder RNA verwendet.

Im Vergleich zu chromatographischen, elektrophoretischen und Ultrafiltrations-Verfahren
besitzen magnetische Separationsverfahren deutliche Vorteile. Beispielsweise ist der Einsatz
von Magnetpartikeln schon in sehr frithen Stadien der Isolierung von Biomolekiilen mog-
lich. Viele magnetische Separationstechniken konnen direkt mit Rohextrakten und Losun-
gen, die einen hohen suspendierten Feststoffgehalt aufweisen, durchgefiihrt werden, ohne
dass storende Bestandteile zuvor aufwendig abgetrennt werden miissen [Safarik;
Safarikova, 2004]. Die Isolierung von Biomolekiilen mit Magnetpartikeln ist ein sehr einfa-
ches Verfahren mit nur wenigen Arbeitsschritten, das ohne teuere Chromatographie-Sys-
teme oder Zentrifugen durchgefiihrt werden kann. Magnetische Separationsverfahren sind
zudem sehr produktschonend. Mit ihnen ist beispielsweise die Isolierung grofler Protein-
komplexe moglich, die durch konventionelle Chromatographieverfahren haufig nicht abzu-
trennen sind, da sie auf der Sdule auseinander brechen.

Um Biomolekiile gezielt aus einer Reaktionslosung abzutrennen, wird ein breites Spektrum
an magnetischen Separationsverfahren verwendet. Neben der magnetischen Affinitéts-, lo-
nenaustausch-, hydrophoben und adsorptiven batch-Separation werden auch magnetisch

modifizierte Zweiphasen-Systeme und magnetisch stabilisierte FlieBbett-Systeme (vgl. 3.3.2,
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S.24) verwendet. Die GroBe der eingesetzten Magnetpartikel variiert von 50 nm bis 10 pum.
Ein Beispiel fiir den Einsatz von Magnetpartikeln in einem kontinuierlichen Prozess ist die
erfolgreiche Aufreinigung von Imunoglobulin G (IgG) aus humanem Plasma in einem mag-
netisch stabilisierten FlieBbettreaktor (MSFB). Poly(ethylenglycol dimethacrylat-N-meth-
acryl-L-histidinmethylester)-Partikel (m-poly (EGDMA-MAC)) mit einem Durchmesser von
weniger als 5 pm wurden dafiir von Ozkara et al. verwendet [Ozkara et al., 2004].

Deutlich groBere Partikel (9=80-240 um) verwendeten X.-D. Tong und Y. Sun in ihrem

MSFB-Reaktor, in dem sie Lysin an magnetische Agarose-Partikel adsorbierten [Tong; Sun,

2003]. Noch groflere Partikel kamen bei der Isolierung von a-Amylase zum Einsatz, wo
magnetische Alginatpartikel mit Durchmessern im Millimeterbereich eingesetzt wurden
[Teotia; Gupta, 2001].

Ein Anwendungsbeispiel magnetischer lonenaustausch-Separation ist die Isolierung von
Aminosduren. Als magnetische Komponente eignen sich dabei Partikel mit einem Stahlkern
und einer Hiille aus Poly(styrol-divinylbenzol) [Tong; Sun, 2004].

Zur Isolierung von Proteinen und Peptiden wird haufig die Affinitéts-Separation verwendet.
Mit Streptavidin, Antikdrpern, Protein A und Protein G modifizierte Magnetpartikel finden
hier ihre Anwendung. Bei der Isolierung His-getaggter Proteine werden z.B. mit Tris(carb-
oxymethyl)amin modifizierte Nanopartikel als Affinitdtsligand verwendet. Wie Xu et al.
zeigen konnten, werden mit entsprechend modifizierten Magnetpartikeln Proteinbindungs-
kapazitdten von 2-3 mg/mg Partikel erreicht [Xu et al., 2004].

Die Abtrennung von DNA aus dem Zelllysat von Blut, Speichel oder auch Bakterienkultu-
ren kann ebenfalls mittels magnetischer Separation erfolgen. Die zu isolierende DNA wird
dabei reversibel an die Magnetpartikel gebunden. Nach der magnetischen Separation des
konjugierten Nanobead-DNA Komplexes wird die DNA anschlieBend von den Magnetpar-
tikeln eluiert [Xie et al., 2004]. Im Vergleich mit alternativen Methoden, wie der DNA-Iso-
lierung durch die Phenol/Chloroform-Methode, liefert die magnetische Separation zwar
geringere Ausbeuten (nur etwa 53% der Ausbeute der Phenol/Chloroform-Methode), ist
allerdings erheblich schneller (20 min statt 2,5 h).

Die Verwendung von Magnetpartikel beschrénkt sich allerdings nicht nur auf die Isolierung
von Biomolekiilen. In unterschiedlichsten Sensorsystemen werden Magnetpartikel auch zur
Detektion von Biomolekiilen verwendet.

Zur Detektion von DNA werden beispielsweise Magnetpartikel gekoppelt mit PCR-ELISA
eingesetzt. Dabei werden zur Ziel-DNA komplementdre DNA-Einzelstringe auf den Mag-

netpartikeln immobilisiert. Durch Hybridisierung der in einer zu untersuchenden Probe ent-
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haltenen Ziel-DNA mit dem immobilisierten DNA-Strang wird diese an die Magnetpartikel
gebunden und kann leicht magnetisch abgetrennt werden. Die Detektion erfolgt anschlie-
end durch PCR-ELISA, wobei die DNA auf den Magnetpartikeln verbleiben kann. Ein
Beispiel fiir die Anwendung dieses Verfahrens ist die von Fuentes et al. beschriebene De-
tektion der cDNA des Hepatitis C Virus (HCV) [Fuentes et al., 2006]. Durch den Einsatz
von Magnetpartikeln war es moglich, HCV ¢cDNA in einer Konzentration von 10" g/mL
(2 zwei Molekiilen HCV ¢cDNA) zu detektieren, wobei ein 2,5 - 10°-facher Uberschuss an
nicht komplementdrer DNA in der Probe keinen Einfluss auf den Nachweis hatte. Aufgrund
der hohen Spezifitit dieser Methode und ihrer Unempfindlichkeit gegeniiber einer Vielzahl
an Versuchsbedingungen, besitzt dieses Verfahren ein hohes Potential, zukiinftig in der
Molekulardiagnostik Anwendung zu finden.

Magnetpartikel werden allerdings noch in einer Vielzahl weiterer Sensorsysteme zur De-
tektion unterschiedlichster Biomolekiile verwendet. In Immunoassay-Systemen beispiels-
weise, werden Antigen- und Antikdrper-funktionalisierte Magnetpartikel als Sensoren ein-
gesetzt. Derart modifizierte Magnetpartikel konnen magnetisch auf der Oberfliche einer
Quarzkristall-Mikrowaage fixiert werden [Marquette; Blum, 2006]. Durch Reaktion der
Magnetpartikel mit dem Targetmolekiil kommt es dann zu einer Masseanlagerung auf der
Oberfliche der Mikrowaage, womit eine messbare Anderung der Resonanzfrequenz des
Quarzkristalls einhergeht. Der Charme eines solchen Sensorsystems liegt in der schnellen
Regeneration der Sensoroberfliche, die durch den einfachen Austausch der Magnetpartikel
moglich ist [Katz; Willner, 2004].

Ein weiterer sehr verbreiteter Ansatz zur Detektion von Biomolekiilen besteht darin, an das
Zielmolekiil einen Marker zu binden, der unter den gegebenen Analysebedingungen ein ex-
tern beobachtbares Signal erzeugt. Die biomolekulare Erkennung zwischen dem Zielmole-
kiil und dem Marker erfolgt dabei iiber spezifische Rezeptoren (z.B. Antikorper), die an den
Marker gebunden sind. Traditionelle Marker sind z.B. Radioisotope und Fluoreszenzfarb-
stoffe. Aber auch superparamagnetische Partikel konnen als Marker genutzt werden. Sie
besitzen einige Vorteile gegeniiber den herkommlichen Markern. So sind die magnetischen
Eigenschaften der Partikel zeitlich konstant und werden nicht durch die Chemie der Rea-
genzien beeinflusst. AuBBerdem besitzen biologische Proben keine signifikanten magneti-
schen Eigenschaften, so dass es zu keinen storenden Wechselwirkungen zwischen Probe,
Marker und Sensor kommt und das Hintergrundrauschen minimal ist [Gijs, 2004]. Auch
tritt das bei Fluoreszenzmarkern manchmal zu beobachtende Ausbleichen bei der Verwen-

dung von Magnetpartikeln als Marker nicht auf. Die Mdglichkeit, die Magnetpartikel durch
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ein duleres Magnetfeld lenken und damit an gewiinschte Positionen auf dem Sensor fixieren
zu konnen, stellt einen weiteren Vorteil dieser Sensoren dar [Reiss et al., 2005]. Zusatzlich
besitzen magnetische Biosensoren eine deutlich hohere Selektivitdt, die mit herkdmmlichen
Markern bislang nicht erreichbar ist.

Die Detektion der Magnetpartikel erfolgt mit sogenannten x-magnetoresistiv-Sensoren
(XMR-Sensoren), wie beispielsweise Riesen-Magnetwiderstand-Sensoren (GMR; Giant
Magneto Resistance), Tunnel-Magnetwiderstand-Sensoren oder Anisotrop-Magnetoresis-
tiv-Sensoren (AMR-Sensoren).

Das Messprinzip beruht auf der Widerstandsdanderung des schichtartig aufgebauten Sensor-
systems (Abbildung 3.3-3). Gelangen die Magnetpartikel iiber die Sensorfldche, werden sie
durch ein duBeres Magnetfeld magnetisiert und bauen ein magnetisches Storfeld auf. Dieses
Storfeld dndert die Magnetisierung der Sensorschichten wodurch der elektrische Wider-
stand des Sensors um ca. 8-9 % erhoht wird. Die Verdnderung des Widerstand kann an-
schlieBend als elektrisches Messsignal ausgelesen werden.

Durch die Kopplung der Sensoren an etablierte Halbleitertechnik konnen magnetische lab-
on-a-chip-Systeme aufgebaut werden, welche die direkte Auswertung der Analyseergeb-

nisse ermoglichen [Briickl et al., 2006].

-4—— 5nm Ta Deckschicht
8 nm IrMn Antiferromagnet

/ 3,5 nm CoFe Referenzschicht

2,2 nm Cu Zwischenschicht
a
== (0,5 nm CoFe Sensorschicht
= 5um NiFe Sensorschicht
=+— 5nm Ta Keimbildungsschicht

Abbildung 3.3-3: GMR-Schichtstapel. Der Antiferromagnet pinnt die Magnetisierung der Referenzschicht.
Bei Magnetisierung der Sensorschicht parallel zur Referenzschicht ist der Widerstand
des Sensorsystems minimal. Wird die Sensorschicht antiparallel zur Referenzschicht
magneitsiert, erhoht sich der Widerstand aufgrund des GMR-Effekts um 8 — 9 %. [VDI,
2006].

Zur Detektion von Biomolekiilen mit diesen Sensoren wird ein Sandwich-System aufgebaut.
Sowohl auf der Sensoroberfliche als auch auf der Oberfliche der Magnetpartikel werden
fiir das Zielmolekiil spezifische Rezeptoren aufgebracht. Abbildung 3.3-4 zeigt eine sche-
matische Darstellung der ,,Sandwich*“-Konfiguration eines GMR-Sensors.

Durch Auftragen der Probe auf den Sensor werden die Magnetpartikel, vermittelt {iber das

Zielmolekiil, an die Sensoroberflache fixiert und konnen dort detektiert werden.
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Abbildung 3.3-4: ,, Sandwich"-Konfiguraton der magnetischen Markierung und Detektion eines Biomole-
kiils mit einem GMR-Biosensor (BARC; Bead Array Counter); das magnetisch
markierte Biomolekiil ist auf der Oberfldche des Sensors mittels biomolekularer Ligand-

Rezeptor-Erkennung fixiert

Mit modernen GMR-Sensoren ist es moglich, extrem schwache magnetische Felder zu
messen. Besitzt der Sensor eine dhnliche Grofle wie der Marker und ist die Sensorschicht
diinn genug, ist es mit GMR-Sensoren sogar moglich, einzelne Magnetpartikel mit einem
Durchmesser von 200 nm zu detektieren [Wood et al., 2005].

Eine noch groflere Sensitivitdt als GMR-Sensoren besitzen Tunnel-Magnetwiderstand-Sen-
soren (TMR; Tunnel Magneto Resistance). Wie Briickl et al. zeigten, geben TMR-Senso-
ren bei gleicher Sensorgréfle ein vier mal stiarkeres Messsignal als GMR-Sensoren [Briickl
et al., 2005].

Neben GMR- und TMR-Sensoren werden auch ringformige AMR-Sensoren als Biosenso-
ren eingesetzt [Schotter, 2004]. Thr Durchmesser wird ebenfalls auf die Groe der Mag-
netpartikel abgestimmt. Befindet sich ein Magnetpartikel iiber dem Sensorring, fiihrt dies zu
einer Anderung der Magnetisierung des Rings, woraus ein messbares AMR-Signal resul-
tiert. AMR-Sensoren konnen als Ein/Aus-Partikelzihler verwendet werden und bieten viel-

faltige Anwendungsmoglichkeiten in der Biosensorik.
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3.3.4 ,High Gradient Magnetic Fishing®“ zur in-situ Produktabtrennung
(ISPR=in-situ product removal)
Die oftmals hohen Kosten heutiger biotechnologischer Produktionsverfahren sind unter an-
derem darin begriindet, dass sowohl Herstellung als auch Aufreinigung (downstream pro-
cessing) iiber viele diskrete Verfahrensschritte erfolgen, wobei Methoden wie Filtration,
Zentrifugation oder Aufkonzentrierung nur je eine Funktion erfiillen [Franzreb, 2003].
Die Verwendung magnetischer Sorbenspartikel bei der in-situ Produktabtrennung aus
komplexen Medien bietet hier die Moglichkeit einer schnelleren und kostengiinstigeren
Aufarbeitung in deutlich weniger Reaktionsschritten. Hierbei kommt das sogenannte ,,High
Gradient Magnetic Fishing““-Verfahren (HGMF) zum Einsatz [Hatch; Stelter, 2001].
Ein Anwendungsbeispiel fiir dieses Verfahren ist die Isolierung von Lectinen aus Hiilsen-
friichten. Die Aufarbeitung und Klirung von Extrakten aus Hiilsenfiiichten, einer der
wichtigsten Quelle fiir Lectine, ist aufgrund des groBBen Anteils an suspendierten, weichen
Feststoffpartikeln sehr schwierig [Heebgll-Nielsen et al., 2004]. Mit dem HGMF-Verfahren
steht hierfiir ein einfaches und schnelles Verfahren zur direkten Gewinnung der Lectine aus
dem Rohextrakt zur Verfligung. Am Center for Process Biotechnology, BioCentrum-DTU
der Technischen Universitdt von Dénemark konnte mit diesem Verfahren beispielsweise
Concanavalin A aus einem Jackbohnenextrakt isoliert werden [Heebell-Nielsen et al.,
2004], [Heebell-Nielsen et al., 2001]. Mit Dextran oberflichenmodifizierte Magnetpartikel
werden in einem batch-Reaktor vorgelegt und im Bohnenextrakt suspendiert, wobei das
Concanavalin A reversibel an die Partikel bindet. Mit Hilfe eines Hochgradienten-Magnetse-
parators (HGMS) werden die Magnetpartikel anschlieBend vom Bohnenextrakt abgetrennt.
Das auf den Partikeln gebundene Protein wird eluiert, bevor die Magnetpartikel wieder dem
Bohnenextrakt zugesetzt und dort erneut mit Protein beladen werden.
Eine andere Quelle zur Gewinnung von Lectinen stellen Kartoffeln (Solanum tuberosum)
dar. Aus dem Extrakt der Knolle und dem Kartoffelfruchtwasser konnen Lectine ebenfalls
durch Adsorption an magnetischen Chitosan-Partikeln und anschlieBende magnetische Se-
paration der beladenen Magnetpartikel isoliert werden [Safarikova; Safarik, 2000].
Die Abtrennung von Lactoperoxidase [Justesen et al., 2001] oder Superoxid-Dismutase
(SDO) [Meyer et al., 2005] direkt aus der bei der Késeerzeugung in grole Mengen anfal-
lenden SiiBmolke ist ebenfalls durch die Verwendung von Magnetpartikeln als Separati-
onsmatrix moglich. Die ErschlieBung dieser bislang fast ungenutzten Quelle erndhrungs-
physiologisch wertvoller Proteine hat in den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung

gewonnen. Durch den Einsatz des HGMF-Verfahrens konnten die Proteine direkt aus der
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anfallenden SiiBmolke isoliert und damit eine neue Wertschopfungsquelle erschlossen wer-
den.

Im Gegensatz zu anderen Verfahren ist eine vorherige Aufarbeitung der Reaktionslosung
bei der HGMF-Methode nicht nétig, da sie mit einer Vielzahl suspendierter Feststoffe
kompatibel ist (vgl. 3.3.3, S. 25). Diese Separationstechnik stellt ein schnelles, schonendes
Verfahren zur in-situ Produktabtrennung dar, das auch in komplexen, stark feststofthaltigen
Medien moglich ist. Die Methode weist eine hohe Flexibilitdt beziiglich des scale-up auf, so
dass von Anlagen im Labormafstab bis zu Anlagen, die im KubikmetermaRstab arbeiten,

eine groBBe Bandbreite erschlossen werden kann [Hubbuch et al., 2001].

3.4 SiMAG-Partikel

Die kommerziell erhiltlichen SIMAG-Partikel der Firma Chemicell (Berlin, Deutschland)
bestehen aus einer innerten Silica-Matrix und enthalten 80 % superparamagnetisches Ei-
senoxid. Die Partikel haben einen Durchmesser von 1-10 um. Trotz ihres sehr geringen
Durchmessers besitzen SIMAG-Partikel eine hohe spezifische Oberfliche von A=100 m%*/g
und eignen sich deshalb gut zur Anbindung von Biomolekiilen wie z.B. Proteinen, Enzymen
oder Antikdrpern.

Die in dieser Arbeit verwendeten SIMAG-Partikeln sind bereits aktiviert, d.h. die Partikel
tragen bereits funktionelle Gruppen als Bindungsanker auf der Oberfldche, iiber die Biomo-
lekiile kovalent gebunden werden kdnnen. Die Versuche zu dieser Arbeit wurden mit Par-
tikeln mit Methylchlorid- (SIMAG-MeCl), Thiol- (SIMAG-SH) und Polyglutaraldehyd-
gruppen (SIMAG-PGL) als Ankergruppen durchgefiihrt. Abbildung 3.4-1 zeigt eine (a)
lichtmikroskopische und eine (b) elektronenrastermikroskopische Aufnahme von SIMAG-
MeCl Partikeln. Deutlich ist die pordose Oberfliche mit der himbeerartigen Struktur der
Partikel zu erkennen.
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Abbildung 3.4-1: Aufnahmen von SiMAG-MeCl-Partikeln, aufgenommen mit einem

(a) Lichtmikroskop (b) Rasterelektronenmikroskop
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3.5 MagPrep®-Partikel

Die MagPrep®-Partikel der Firma Merck sind paramagnetische Silica-Partikel mit einem
Eisenoxidanteil von 80%. Die Partikel werden als Suspension vertrieben. Sie besitzen eine
Dichte von 8y «=1,01 g/cm® und einen Durchmesser von 0,5-5 pum. Die spezifische Ober-
fliche der MagPrep®-Partikel betriagt 14-25 m*/g (BET).

Die in dieser Arbeit verwendeten MagPrep®-Partikel besitzen keine funktionellen Anker-
gruppen fiir die Anbindung von Biomolekiilen. Bevor sie zur Enzymimmobilisierung einge-
setzt werden konnen, ist eine Oberflichenaktivierung nétig (vgl. Kap. 7, S. 80). Abbildung
3.5-1 zeigt eine REM-Aufnahme der MagPrep®-Partikel.

‘:\ "
MERCK REM-Team

00058351 — 100nm
Abbildung 3.5-1: REM-Aufnahme von MagPrep®-Partikeln [REM-Team der Firma Merck KGaA]
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4. Enzymimmobilisierung an SiMAG-Partikeln

Superparamagnetische Partikel eignen sich in besonderem Maf3e als Tragermatrizes bei der
Enzymimmobilisierung, da sich die Partikel leicht in der Reaktionslosung homogen suspen-
dieren lassen. Durch Anlegen eines du3eren Magnetfeldes sind sie nach Reaktionsende aber
auch einfach von der Reaktionslésung zu separieren, wodurch zeitaufwendige Filtrations-
und Zentrifugationsschritte entfallen. Die magnetische Abtrennung erfolgt zudem sehr viel
schonender als mit anderen Separationstechniken, weshalb diese Trigermatrix flir den tech-
nischen Einsatz sehr interessant ist. Ein bei der Separation durch Filtration und Zentrifuga-
tion hiufig beobachteter Aktivitdtsverlust, der auf die Beschiddigung der labilen dreidimen-
sionalen Struktur der Trigermatrix zuriickzufiihren ist, tritt bei der magnetischen Separation
nicht auf.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zur kovalenten Enzymimmobilisierung
an Magnetpartikeln erfolgten hauptséchlich mit «x-Chymotrypsin als Modellenzym. Sowohl
durch seinen geringen Preis als auch seine geringe Empfindlichkeit gegeniiber ausgewahlten
Immobilisierungsparametern, eignete es sich in besonderem Maf3e fiir die angestrebten Un-
tersuchungen. AuBlerdem findet o-Chymotrypsin in der Enzymtherapie zur Krebsbehand-
lung und Stirkung des Immunsystems [Kosaris, 2001] und wegen seiner antiinflammatori-
schen Wirkung bei Entziindungen und Knochenbriichen Verwendung [Uhlig, 1991]. Aus
diesem Grund erscheint die Immobilisierung von «-Chymotrypsin auf Magnetpartikeln vor
dem Hintergrund einer moglichen Verwendung als ,,magnetic guided drug delivery*“-System
von Interesse. Auch bei bestehenden technischen Anwendungen von x-Chymotrypsin z.B.
zusammen mit anderen Pankreasenzymen in der Lederindustrie, besitzen enzymmodifizierte

Magnetpartikel ein grofles Anwendungspotential.

4.1 Modellrechnung zur maximal moglichen Beladung von SIMAG -
Partikeln mit a-Chymotrypsin

Um bei der Enzymimmobilisierung eine addquate Enzymmenge einsetzen zu konnen, wurde
zu Beginn der Arbeiten unter Annahme eines vereinfachten Modells die maximale Enzym-
belegungsdichte der Magnetartikel abgeschétzt. Tabelle 4.1-1 fasst die benotigten Daten
fiir die Modellrechnung zusammen.

Tabelle 4.1-1: Partikel- und Enzymkenndaten zur Berechnung der maximalen Enzymbelegung

Partikelradius [um] 0,5 — 5 (Herstellerangabe)
Partikelzahl/mg 5 - 10 8 (Herstellerangabe)
Radius von a-Chymotrypsin [m] 2,55 -10°

Molmasse von a-Chymotrypsin [g/mol] | 25 - 103
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Dem Modell liegt die Ndherung zugrunde, die Magnetartikel seien glatte Kugeln mit einem

Radius von 0,5 — 5 um. Daraus ergibt sich die Partikeloberfliche (A) fiir den maximalen
und minimalen Partikelradius nach Gleichung (4.1-1) und Gleichung (4.1-2):
Apgs gy =410 (0,5 um)* =3,14- 1072 m’ (4.1-1)

0,5 um

Asyy =41 (Sum)® =3,14-10"° m’ (4.1-2)
Auch die Enzymmolekiile werden modellhaft als nicht deformierbare Kugeln mit einem
Durchmesser von 0,51 nm genéhert. Thr Platzbedarf auf der Partikeloberfliche soll der

projizierten Kreisfliche dieser Kugeln entsprechen (Abbildung 4.1-1):

A,  =m-(255-10" m)’=2-10"m’ (4.1-3)

Enzyrmmalekil

Enzym

FPartikel

Durchmesser

des Enzyms Projektion des

Enzyms auf die
Fatikeloberflache

Abbildung 4.1-1: Projizierte Kreisfliche von kugelférmigen Enzymmolekiilen
auf die Partikeloberfliche

Eine weiter Annahme ist, dass die Enzymmolekiile maximal 75 % der zur Verfligung ste-
henden Partikeloberfliche belegen konnen, da selbst bei dichtester Belegung unbesetzte
Liicken zwischen den Enzymmolekiilen verbleiben (Abbildung 4.1-1). Die Anzahl der En-
zymmolekiile die auf 1 mg Magnetpartikeln Platz finden, wird dann aus der zur Verfligung
stehenden Partikeloberfliche und dem Platzbedarf des Enzyms nach folgenden Gleichungen

berechnet:
3,14-10 " m*-5-10° 13
Zosum =" 1oz 075=589-10 (4.1-4)
—10 2 8
Ziyy =225 10 75 =589 10" (4.15)

2:107"7 m’
Die auf einem Milligramm SiMAG-Partikeln maximal immobilisierbare Enzymmenge in
Abhiéngigkeit des Partikeldurchmessers ergibt sich schlieBlich tiber die Avogadro-Konstante
(N4) und die Molmasse von x-Chymotrypsin zu:
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5,89-10"

g
= -25.000—=— =245 4.1-6
m(O,Sum) 6,022 1023 molil mol —ﬂ;u—g ( )
5,89-10" g
m = > -25.000 —2— = 245 (4.1-7)
Sum) 6,022 -10% mol”™! mol | =2HE

Nach dieser Modellrechnung sollte auf 1 mg SiMAG-Partikel eine maximale Enzymmenge
von 2,45-245 pg «-Chymotrypsin immobilisierbar sein. Hierbei ist jedoch zu beriicksichti-
gen, dass den Berechnungen ein stark vereinfachtes Modell zu Grunde liegt. Vor allem die
Annahme der glatten Oberfliche der SIMAG-Partikel stellt hier eine grobe Vereinfachung
dar, die in den folgenden Kapiteln nicht beibehalten wird.

4.2 Analyseverfahren

Eine Vielzahl an standardisierten Analysemethoden stehen heute zur Konzentrationsbestim-
mung von Proteinlosungen zur Verfiigung. Um effektiv die Menge immobilisierten Enzyms
bestimmen zu konnen, bieten sich photometrische Assays an, die schnell und direkt Aus-
kunft tiber die Enzymkonzentration liefern. Zu Beginn der Arbeit wurde neben dem Brad-
ford-Test auch der Bicinchinonsidure-Test (BCA-Assay) zur Bestimmung der Enzymkon-
zentration genutzt. Die Messergebnisse des BCA-Tests wiesen jedoch immer eine deutliche
Streuung auf, so dass dieser Assay flir die durchzufiihrenden Untersuchungen ungeeignet
war und verworfen wurde. Zudem ist der Bradford-Test etwa um den Faktor 2 empfindli-
cher als der BCA-Test [Lottspeich; Zorbas, 1998]. Da bei sehr geringen Enzymkonzentra-
tionen (¢<0,1 mg/mL) auch beim Bradford-Tests Probleme (groBer relativer Messfehler)
auftraten, wurde ein weiteres Verfahren zur Bestimmung geringer Enzymkonzentrationen
etabliert. Diese Methode nutzt die Eigenfluoreszenz des Enzyms, die hauptsachlich auf den
fluorophoren Tryptophan-Gruppen des «x-Chymotrypsins beruht. Der genaue Versuchs-
aufbau wird ebenso wie die Versuchsbedingungen in Kapitel 4.2.2, S.37 ndher beschrieben.
Die proteolytische Aktivitdt (&) des x-Chymotrypsins wurde ebenfalls photometrisch be-
stimmt. Dabei wurde die Reaktionsgeschwindigkeit der Hydrolysereaktion von N-Benzoyl-
L-Tyrosin-ethylester (BTEE) im UV-Bereich mit dem BTEE-Assay bestimmt (vgl. 4.2.3, S.
38).

4.2.1 Bradford-Test
Der Protein-Assay nach Bradford [Buchholz; Kasche, 1997] basiert auf der Farbreaktion
des Farbstoffs Coomassie-Blue G250 mit dem Enzym. Dabei verschiebt sich das Absorp-

tionsmaximum des Farbstoffs im sauren Milieu von A,,=465 nm zu A,,=595 nm. Ursache
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dieses verdnderten Absorptionsmaximums ist die unspezifische Komplexbildung des Farb-
stoffs in seiner anionischen Sulfonat-Form mit kationischen und unpolaren, hydrophoben
Seitenketten des Proteins [Lottspeich; Zorbas, 1998]. Dabei ist die Zahl der Farbstoffmo-
lekiile, die an ein Enzymmolekiil gebunden wird, proportional zur Anzahl der positiven La-
dungen des Proteins und betrigt zwischen 1,5 — 3 Farbstoffmolekiile pro kationischer La-
dung [Pierce, 2001].

Mit einer Nachweisgrenze von 0,05-0,5 pg Protein/mL besitzt der Bradford-Test eine sehr
hohe Empfindlichkeit. Ein Nachteil des Bradford-Assays ist die geringe Spezifitit der Farb-
reaktion. Fiir die gleiche Konzentration unterschiedlicher Proteine ergeben sich unter-
schiedliche Absorptionswerte, so dass fiir jedes Protein eine individuelle Kalibration durch-
geflihrt werden muss. Eine genaue Durchfithrungsanweisung des Bradford-Tests ist im
Anhang (Kapitel 11.1.2, S. 116) aufgefiihrt.

Zur Bestimmung der Messgenauigkeit des Verfahrens wurde eine Kalibrationsreihe ausge-
hend von einer Enzymkonzentrationen von 1,5 mg/mL angesetzt. Die Konzentrationsbe-
stimmung der einzelnen Verdiinnungen erfolgte in Dreifachbestimmung, wobei ein Pro-
benvolumen von 10 puL im Bradfordtest eingesetzt wurde. Das gemittelte Ergebnis ist in

Abbildung 4.2-1 dargestellt.
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Abbildung 4.2-1: Kalibrationsgerade zur Bestimmung des Messfehlers

Die Kalibration erfolgte durch lineare Regression der gemittelten Absorptionswerte. Es
wurde eine Regressionsgerade mit einer Steigung von m=0,2922 bei einer Standardab-
weichung der linearen Regression von SD=0,0123 erhalten. Die maximale Abweichung ei-
nes Messwertes vom berechneten Mittelwert betrug 0,037 relative Einheiten, was einer

Enzymkonzentration von +0,13 mg/mL entspricht. Die Enzymmenge kann demnach bei
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Verwendung eines Probenvolumens von 10 pL. mit einer Genauigkeit von +1,3 ug be-

stimmt werden.

4.2.2 Fluoreszenzspektroskopie

Fiir sehr geringe Enzymkonzentrationen (0-0,1 mg/mL) wurde eine zweite Analysemethode
eingesetzt. Die Eigenfluoreszenz des Enzyms (Tryptophan-Gruppen) wurde bei einer Exzi-
tationswellenlédnge (Ex) A=290 nm und einer Emisionswellenldnge (Em) von A=340 nm ge-
messen. Aus den erhaltenen relativen Fluoreszenzsignalen konnten dann nach Kalibration
des Messgerdtes Riickschliisse auf die Enzymkonzentration gezogen werden. Abbildung
4.2-2 zeigt den schematischen Aufbau der verwendeten Versuchsapparatur.

Aus dem Probengefidll wird die Enzymprobe mit einer Peristaltikpumpe in die Messzelle
gepumpt. Die Messzelle hat ein Volumen von V=0,5 mL. Sie hat einen Zulauf am unteren
Ende und einen Auslauf am oberen Rand, so dass eventuell in die Messzelle eingetragene
Luftblasen die Messzelle schnell wieder verlassen. Der Fluoreszenzsensor sitzt am Kopf der
Messzelle direkt am Auslauf und wird von der Enzymldsung umspiilt.

Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die Proben direkt vermessen werden konnen. Es miis-

sen keine Nachweisreagenzien zugegeben werden, da keine chemische Reaktion wie beim

y Fluoreszenz-
Peristaltik- .~ messgerat
pumpe .
([ ]

N\
2-Kanal-

\ lichtleiter
e ﬁ Probe

Abbildung 4.2-2: Skizze des Versuchsaufbaus zur fluorimetrischen Konzentrationsbestimmung

Bradford-Test stattfindet.

Y | Messcon-
tainer

Lediglich bei zu hohen Enzymkonzentrationen miissen die Proben entsprechend verdiinnt
werden, da es aufgrund von Fluoreszenzausloschung (Quenching) zu Abweichungen vom
linearen Zusammenhang zwischen Enzymkonzentration und relativer Fluoreszenzintensitat
kommt (vgl. Abbildung 4.2-3). Im Konzentrationsbereich ¢>0,1 mg/mL steht mit dem Brad-

fordtest ein geeigneteres Verfahren zur Bestimmung der Enzymkonzentration zur Verfu-
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gung (vgl. Abbildung 4.2-3).

Im Konzentrationsbereich zwischen 0-0,1 mg/mL konnen mit der Fluoreszenzmessung je-
doch sehr geringe Konzentrationsunterschiede erfasst werden. Aufgrund der gerdtebeding-
ten Schwankung des Messsignals von *1 relativen Fluoreszenzeinheit (RFI) ist allerdings

auch bei dieser Methode ein Fehler von 3 pg/mL nicht zu vermeiden.

Enzymkonzentration (Bradford-Test) [mg/mL]
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Abbildung 4.2-3: Kalibration des Fluoreszenzsensors (Ex290/Em340) im Vergleich mit der Kalibration
beim Bradford-Test

4.2.3 BTEE-Aktivitatstest

Zur Bestimmung der proteolytischen Aktivitdt von &-Chymotrypsin wurde der BTEE-Assay
verwendet. Der Test beruht auf der enzymkatalysierten, hydrolytischen Spaltung von N-
Benzoyl-L-Tyrosin-ethylester (BTEE):

o o
~-Chymotrypsin
O\’(///” N +HO TR Q{h o +EtOH
=
H H
o o

o ]

(4.2-1)

Neben Ethanol wird bei dieser Reaktion das UV-Strahlung absorbierende N-Benzoyl-L-
Tyrosin freigesetzt. Der molare Extinktionskoeffizient von N-Benzoyl-L-Tyrosin betrigt
£€=964 L-cm™' - mol' [Calzyme Laboratories, 2006]. Der Reaktionsverlauf der enzymkata-
lysierten, hydrolytischen BTEE-Spaltung kann leicht photometrisch anhand der gebildeten
Produktmenge bei einer Wellenldnge von A=256 nm verfolgt werden. Aus der Anfangsstei-

gung der erhaltenen Absorptions-Zeit-Kurven wird anschlieend die enzymatische Aktivitét
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(&£) von x-Chymotrypsin unter Beriicksichtigung des Reaktionsvolumens (Vy), der Schicht-

dicke (d) der Kiivette und des molaren Extinktionskoeffizienten (€) berechnet:

_ Adbs. - V- 10°

& = -
AZeit-€-d (4.2-2)

Die Messung der Aktivitit erfolgte im kontinuierlichen Betrieb mit einer Durchflusskiivette.
10 mL BTEE-Reaktionslosung wurden in einem Reaktionsgefal vorgelegt und mit einem
Volumenstrom von ' =5,2 mL/min im Kreislauf durch die Durchflusskiivette gepumpt. Die
Absorption der Reaktionslosung wurde alle 0,1 min bei einer Wellenlinge von A=256 nm
gemessen. Eine genaue Versuchsvorschrift zum BTEE-Assay ist ebenso wie eine Skizze des
Versuchsaufbaus und eine Aufnahme der Versuchsapparatur im Anhang (Kapitel 11.1.3, S.
117) aufgefiihrt.

Um die Restaktivitdt des auf den Magnetpartikeln immobilisierten Enzyms bestimmen zu
konnen, musste jedoch verhindert werden, dass die Magnetpartikel in den Strahlengang ge-
langten, da anderenfalls eine Absorptionsmessung aufgrund der starken Triibung der Lo-
sung nicht mehr moglich war. Gleichzeitig sollten die Partikel aber gut von der Reaktions-
16sung umspiilt werden, um eine ausreichende Substratversorgung des immobilisierten En-
zyms zu gewihrleisten. Eine einfache magnetische Fixierung der Partikel an der Wandung
des Reaktionsgefdles kam deshalb nicht in Betracht. Durch Anbringen von starken Perma-
nentmagneten an der dufleren GefiBwandung wiirden die Magnetpartikel zwar im Reak-
tionsgefdl} festgehalten, es wiirde sich aber eine zu dicke Magnetpartikelschicht an der Ge-
faBwand bilden. Partikel, die im Inneren dieser Schicht oder direkt an der GefaBwand loka-
lisiert wéren, wiirden durch diese Versuchsanordnung massiv von der konvektiven Substrat-
versorgung abgeschirmt. Das Substrat konnte diese Partikel nur noch durch Diffusion er-
reichen, so dass die erhaltenen Aktivitdtswerte durch diese Limitierung zu niedrig wéren.
Deshalb musste nach einem Versuchsaufbau gesucht werden, der eine gleichméBige Vertei-
lung der Partikel in der Reaktionslosung gewéhrleistet, gleichzeitig aber verhindert, dass die
Partikel in die Messkiivette gelangen.

Die Losung dieses Problem lag in der Verwendung mit Stahlwolle gefiillter Mobicol-Kar-
tuschen, die in den Versuchsaufbau integriert wurden.

Werden die Stahlwollfiden in ein dulleres Magnetfeld gebracht und stehen senkrecht zu den
Feldlinien, so baut sich ein eigenes Magnetfeld um sie auf. An der Oberfliche der
Stahlwollfiden kommt es zu einer Verdichtung der Magnetfeldlinien und damit zu einer

Verstiarkung des externen Magnetfeldes (vgl. Abbildung 4.2-4).
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Abbildung 4.2-4: Skizze der Magnetfeldlinien um die senkrecht im Magnetfeld stehenden Stahlwollfiden

Wird nun die Partikelsuspension iiber die mit Stahlwolle gefiillte Mobicol-Kartusche
gegeben, haften die Magnetpartikel an den Stellen, an denen die Stahlwollfiden senkrecht
zum dufleren Magnetfeld ausgerichtet sind, auf der Oberfldche der Stahlwolle an. Dadurch
wird eine moglichst gleichmaBige Verteilung in der Kartusche erreicht, bei der die Magnet-
partikel ausreichend von der Reaktionslosung umspiilt werden. Der beschriebene Ver-
suchsaufbau verhindert bei ausreichender Stromungsgeschwindigkeit der Reaktionslosung
zusétzlich die Ausbildung eines nennenswerten Substratgradienten durch Substratverbrauch,
wodurch eine gleichmifige Substratversorgung des Enzyms sichergestellt ist.

Zur Etablierung des BTEE-Aktivitdtsassays wurden verschiedene Stahlwollsorten mit
unterschiedlichen Feinheitsgraden getestet. Es wurde nach einer Stahlwolle gesucht, die fein
genug war, um eine moglichst groBe Oberfliche fiir die magnetische Fixierung der
Magnetpartikel zur Verfligung zu stellen. Aulerdem musste sie den korrosiven Reaktions-
bedingungen der BTEE-Reaktionslosung standhalten und durfte die Absorptionsmessung
nicht beeinflussen. Verwendet wurde schlieBlich die langfaserige, magnetisierbare
Chrom/Molybdén-Edelstahlwolle ,,Panther der Firma Haiss GmbH (Berlin), da diese unter
den gegebenen Versuchsbedingungen die grofite Bestandigkeit zeigte. Im Gegensatz zu den
anderen getesteten Stahlwollsorten waren bei dieser Stahlwolle auch nach tiber 24-stiindiger
Versuchsdauer keine Korrosionserscheinungen zu beobachten.

Abbildung 4.2-5 zeigt den Ausschnitt eines Stahlwollfadens mit anhaftenden SIMAG-Parti-
keln in 20.000 facher VergroBerung (siche S. 41). Die Partikel sind iiber weite Bereiche
gleichmiBig auf der Oberflache der Stahlwollfdden verteilt, wodurch eine gute Substratver-
sorgung der Magnetpartikel wihrend des Aktivitétstests gewdhrleistet ist. Solange sich die
Kartusche im Magnetfeld befindet, verhindert der gewéhlte Versuchsautbau erfolgreich die
Beeintrichtigung der Absorptionsmessung durch in die Messkiivette eindringende Magnet-

partikel.
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Abbildung 4.2-5: Aufnahme der beim BTEE-Assay auf Stahlwolle fixierten Magnetpartikel
(20.000 fache bzw. 30.000fache Vergrofierung)

Zur Qualifizierung des BTEE-Assays wurde untersucht, unter welchen Versuchsbedingun-
gen dieser Nachweis zuverldssige Messergebnisse liefert. Dazu wurde eine Versuchsreihe
mit unterschiedlichen Anfangssubstratkonzentrationen, bei gleichbleibender Menge einge-
setzten, nativen Enzyms (100 ug Enzym/mL BTEE-Reaktionslosung) angesetzt. Es sollte
iiberpriift werden, in welchem Konzentrationsbereich Substratséttigung des Enzyms eintritt.
Nur in diesem Konzentrationsbereich ist sicher gestellt, dass ausreichend Substrat vorhan-
den ist, so dass die gemessene Reaktionsgeschwindigkeit unter den gewihlten Versuchsbe-
dingungen unabhéngig von der Substratkonzentration ist. Denn nur unter dieser Voraus-
setzung entspricht die beobachtete zeitliche Absorptionsinderung der Aktivitit des Enzyms.
Abbildung 4.2-6 zeigt die Ergebnisse dieser Versuchsreihe. Unterhalb einer Substratkon-
zentration von 0,25 mmol/L steigt die Reaktionsgeschwindigkeit anndhernd linear an, da die
Substratséttigung des Enzyms noch nicht erreicht und nicht alles Enzym an der Reaktion
beteiligt ist. In diesem Bereich liegt mit zunehmender Substratkonzentration mehr Enzym
als Enzym-Substrat-Komplex vor und trdgt damit zur beobachteten Reaktionsgeschwin-
digkeit bei. Im Konzentrationsbereich zwischen c¢s=0,25-0,35 mmol/L flacht die Kurve im-
mer mehr ab. Bei einer Substratanfangskonzentration von cs>0,4 mmol/L liegt schlielich
vollstdndige Substratsittigung des Enzyms vor. Eine weitere Steigerung der Substratkon-
zentration fiihrt zu keiner weiteren Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit mehr, so dass

die maximale Reaktionsgeschwindigkeit erreicht ist.
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Abbildung 4.2-6: Abhdingigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit von der eingesetzten Substratkonzentration

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde fiir den BTEE-Assay eine Substratkonzentration
von 0,5 mmol BTEE-Reagenz eingesetzt (vgl. Kapitel 11.1.3, S. 117), bei der die vollstin-
dige Substratsittigung des Enzyms bis zu einer Enzymmenge von 1 mg «-Chymotrypsin/
10 mL BTEE-Reaktionslosung sichergestellt ist. GroBere Substratkonzentrationen einzu-
setzen erschien nicht sinnvoll, da aus fritheren Untersuchungen bekannt war, dass dies zu
einer Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit flihrt, die moglicherweise auf eine Substrat-
inhibierung des Enzyms zurilickzufiihren ist.

Neben der Bestimmung des Substratsittigungsbereichs des «-Chymotrypsins kann aus die-
sen Versuchen auch die Aktivitdt des nativen Enzyms bestimmt werden. Die Anfangsstei-

gung der Absorptions-Zeit-Kurve betrdgt bei einer Substratkonzentration von 0,5 mmol/L

AAbs/At=0,484 rel. Einheiten/min. Daraus berechnet sich die Aktivitidt der eingesetzten
Enzymmenge nach Gleichung 4.2-2 zu 5,02 U. Aus dieser Aktivitdt kann die spezifische
Enzymaktivitdt, als die Aktivitit pro mg Enzym, abgeleitet werden. Die experimentell
gefundene spezifische Aktivitdt des nativen o-Chymotrypsins betrdgt 50,2 U/mg, was gut
mit der vom Hersteller angegebenen spezifischen Aktivitit von £>50 U/mg Enzym iiber-
einstimmt.

Zur weiteren Charakterisierung des Aktivititsassay wurde auch das Umsatzverhalten
untersucht. Dazu wurde die Absorption der Reaktionslosung am Ende der Reaktion
(t>8 min) gemessen und die erhaltenen Absorptionswerte anschlieBend in Produktkonzen-
trationen umgerechnet (Gleichung 4.2-3).

_ Absorption

c(P) d-e

(4.2-3)
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Aus der zu Reaktionsbeginn eingesetzen Substratkonzentration (cy(S)) und der Konzentra-

tion an gebildetem Produkt (c(P)) wird dann der Umsatz der Reaktion nach folgender

Gleichung berechnet:
_c(S)=elS) e (5)=[alS) = elP)] _ ¢(P) _
VTl () ") (424

Fiir die hydrolytische Spaltung von BTEE durch «-Chymotrypsin liegt der durchschnittliche
Umsatz bei U=0,8 + 0,15. Die enzymkatalysierte Reaktion lduft demnach nicht vollstindig
ab. Vielmehr stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht ein.

Geht man in erster Ndherung jedoch von vollstindigem Umsatz aus, konnen die Messwerte
dieser Versuchsreihe zur Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten von N-Benzoyl-
L-Tyrosin genutzt werden. Werden die Absorptionswerte zu Reaktionsende gegen die ein-
gesetzte Substratkonzentration aufgetragen, wird eine Gerade erhalten (Abbildung 4.2-7
(b)), deren Steigung dem molaren Extinktionskoeffizient entspricht. Der unter den verwen-
deten Versuchsbedingungen experimentell erhaltene molare Extinktionskoeffizient von N-
Benzoyl-L-Tyrosin betrug €=722 +20 L-mol” - cm™ und war etwa 25 % Kkleiner als der Li-
teraturwert. Da der experimentell ermittelte Extinktionskoeffizient unter der Annahme eines
vollstindigen Reaktionsumsatzes bestimmt wurde, wurde im weiteren Verlauf der Arbeit

ausschlieBlich der Literaturwert verwendet.
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Abbildung 4.2-7: (a) Absorptions-Zeit-Kurven bei Variation der Substratkonzentration
(b) Kalibrationsgrade zur Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten von

N-Benzoyl-L-Tyrosin

4.3 Optimierung der o-Chymotrypsinimmobilisierung an SiMAG-Partikeln

mit unterschiedlichen funktionellen Ankergruppen
Die in dieser Arbeit verwendeten SIMAG-Partikel (Chemicell GmbH, Berlin) sind bereits
mit unterschiedlichen Ankergruppen fiir die kovalente Enzymimmobilisierung ausgestattet.
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Verwendet wurden Partikel mit Chlormethyl- (SIMAG-MeCl), Thiol- (SiMAG-SH) und
Polyglutaraldehydgruppen (SIMAG-PGL) als funktionelle Bindungsstellen fiir die Immobi-
lisierung des Enzyms.

Ziel der Untersuchungen war, die unterschiedlichen Bindungsanker auf ihre Eignung fiir die
Enzymimmobilisierung zu untersuchen. Weiterhin sollte die Immobilisierung hinsichtlich der
zu verwendenden Immobilisierungsparameter Immobilisierungstemperatur, Immobilisie-
rungs-pH-Wert, eingesetzte Enzymkonzentration und Immobilisierungsdauer optimiert
werden. Eine detaillierte Standard-Immobilisierungsvorschrift befindet sich im Anhang
(Kap. 11.1.1, S. 116).

Nach der Immobilisierung wurden die Magnetpartikel von der Reaktionslosung abgetrennt,
wobei zur magnetischen Separation NeoDeltaMagnet (NeFeB) Hochenergie-Permanent-
magnete der Firma IBS-Magnet GmbH (Berlin), Typ NE 2010, verwendet wurden (vgl.
Tabelle 11.4-1, S. 122). Reste nicht kovalent gebundenen Enzyms wurden im Anschluss
durch mehrere Waschgénge mit Puffer von den Magnetpartikeln abgespiilt. Die Waschwas-
ser wurden aufgefangen und gepoolt. Aus der Differenz der eingesetzten Enzymmenge und
der Summe der am Reaktionsende noch im Uberstand und den gepoolten Waschwassern
enthaltenen Enzymmenge, wurde die auf den Partikeln immobilisierte Enzymmenge nach
folgender Formel berechnet:

Immobilisierte Enzymmenge [mg| = c,- V,— (cy -V + . i " (Vi) (4.3-1);

mit co=eingesetzte Enzymkonzentration, Vy=eingesetztes Volumen der Enzymlosung,; co=Enzymkonzentra-

tion im Uberstand; cqy=Enzymkonzentration im Waschwasser; Vy=Volumen des Waschwassers

4.3.1 Reaktionsmechanismen der kovalenten Enzymimmobilisierung an
SiMAG-Partikeln

Die kovalente Immobilisierung von a-Chymotrypsin an SIMAG-MeCl Partikel erfolgt durch

Substitutionsreaktion. Eine Aminogruppe des Enzyms greift das Kohlenstoffatom der

Chlormethylgruppe nucleophil an. Unter Austritt eines Chlorid-Ions kommt es zur nucle-

ophilen Substitution und der Ausbildung einer kovalenten Bindung.
H

H
O/\C, Engymlp 25-C 8}?0 m \C<
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Reaktionsgleichung 4.3-1: Enzymimmobilisierung an SiMAG-MeCl-Partikeln
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Saurekatalysiert erfolgt dagegen die Immobilisierung von «-Chymotrypsin an SIMAG-PGL
Partikel in einer Kondensationsreaktion. Durch Protonierung der Aldehydgruppe wird die
Austrittsbereitschaft des Carbonylsauerstoffs erhoht, so dass schlieBlich unter Wasseraus-

tritt das Imin mit dem Enzym gebildet wird (Reaktionsgleichung 4.3-2).

Reaktionsgleichung 4.3-2: Enzymimmobilisierung an SiMAG-PGL

Die kovalente Anbindung von x-Chymotrypsin an SIMAG-SH Partikel kann iiber mehrere
Reaktionswege erfolgen. Nach Aktivierung der Partikel mit Succinimidyl 3-(2-pyridyldi-
thio)propionat (SPDP) (Reaktionsgleichung 4.3-3 (a)) steht hier der gleiche Reaktionsweg
wie bei den PGL-Partikeln offen. Ohne diese Aktivierung kann das Enzym {iber seine freien
Cystein-Reste oxidativ an die Partikel gebunden werden, wobei Disulfid-Briicken ausgebil-
det werden (Reaktionsgleichung 4.3-3 (b)). Eine dritte Moglichkeit zur kovalenten Anbin-
dung von x-Chymotrypsin an SIMAG-SH-Partikel ist der nucleophile Angriff von Thiolat-
Ionen an den Disulfidbriicken des Enzyms, wie dies in Reaktionsgleichung 4.3-3 (c) darge-
stellt ist.

(a)
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Reaktionsgleichung 4.3-3: Enzymimmobilisierung an SiMAG-SH
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4.3.2 Variation der mechanischen Durchmischung wiahrend der Enzymimmo-
bilisierung

Der Immobilisierungsgrad der kovalenten Anbindung von x-Chymotrypsin an SiMAG-Par-
tikel hiangt neben den zu untersuchenden Immobilisierungsparametern wie z.B. Reaktions-
dauer und -temperatur maB3geblich von der homogenen Verteilung der Magnetpartikel in
der Reaktionslosung ab. Da die Dichte der Partikel groBer als die der Reaktionslosung ist,
setzen sie sich mit der Zeit am Boden des Reaktionsgefifles ab. Unter diesen Bedingungen
stehen nur noch die oberen Partikel in direktem Kontakt mit der Reaktionslosung, wodurch
die Immobilisierungsreaktion stark verlangsamt wird. Um dies zu verhindern, erfolgten die
Immobilisierungen im Thermoschiittler. Bei ausreichender Drehzahl war so eine mechani-
sche Durchmischung gewdhrleistet, die die Sedimentation der Magnetparikel erfolgreich
verhinderte.

Bei der Einstellung der Drehzahl ist jedoch zu beriicksichtigen, dass eine zu hohe mechani-
sche Belastung zu einer Beschiddigung der Partikel z.B. durch Abrieb fiihren kann. AuBer-
dem wurde bei den Untersuchungen zur Auswahl einer geeigneten Schiittlergeschwindigkeit
festgestellt, dass das Enzym bei zu hohen Drehzahlen aufgrund der auftretenden Scherkrifte
und der in die Losung eingebrachten Luftblasen irreversibel denaturiert [Drevon, 2002].

Wie in Abbildung 7.3-1 dargestellt ist, wird bei Drehzahlen von 1.000 Umdrehungen pro
Minute (1.000 rpm) innerhalb von 24 h eine fast vollstindige Zersetzung des «-Chymo-

trypsins beobachtet.
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Abbildung 4.3-1: Abnahme der Enzymkonzentration durch Schiitteln der Probe bei 1.000 rpm;
Reaktionsbedingungen: c,=2,0 mg/mL, T=20°C, pH=7,4

Die Enzymkonzentration in der Probe betrdgt nach einer Inkubationszeit von 24 h lediglich
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0,26 mg/mL, was nur noch 13% der eingesetzten Enzymkonzentration entspricht. Die un-
geschiittelte Probe zeigt ebenfalls eine Abnahme der Enzymkonzentration, jedoch nur um
0,05 mg/mL, so dass nach 24 h noch 97,5 % der eingesetzten Enzymkonzentration nach-
zuweisen sind.

Fir die Immobilisierungsversuche wurde aus diesem Grund eine Schiittelgeschwindigkeit
von 850 rpm gewdhlt. Unter diesen Bedingungen kann die Sedimentation der Magnetparti-
kel erfolgreich verhindert werden und das Enzym hilt der mechanischen Belastung iiber die

gesamte Immobilisierungsdauer stand.

4.3.3 Konzentrationsabhangigkeit der Immobilisierungsreaktion

Ein im Rahmen dieser Arbeit zu optimierender Reaktionsparameter ist die bei der Enzym-
immobilisierung einzusetzende Konzentration des «-Chymotrypsins. Um die optimale En-
zymkonzentration zu bestimmen, wurde eine Versuchsreihe mit Enzymkonzentrationen von
c=0,025-4 mg/mL angesetzt. Die Immobilisierung wurde unter Standardbedingungen bei
einem pH-Wert von 7,4 (1x PBS-Puffer) und Raumtemperatur fiir eine Immobilisierungs-
dauer von 3 h durchgefiihrt (vgl. Kapitel 11.1.1, S.116). AnschlieBend wurden die Partikel
dreimal mit je 1 mL Ix PBS-Puffer gewaschen und die Menge immobilisierten Enzyms
durch Bilanzierung nach Gleichung 4.3-1 (S.44) bestimmt. Abbildung 4.3-2 zeigt die
Abhingigkeit der auf der jeweiligen Partikelsorte immobilisierten Menge o«-Chymotrypsin

von der eingesetzten Enzymkonzentration.
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Abbildung 4.3-2: Abhdngigkeit der immobilisierten Enzymmenge von der eingesetzten a-Chymotrypsin-
konzentration, Reaktionsbedingungen: cy=0,025-4 mg/mL, RT, t=3 h

Mit steigender Enzymkonzentration ist bei allen drei Partikelsorten eine deutliche Zunahme

der immobilisierten Enzymmenge zu beobachten. Die hochste Belegungsdichte wird bei
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SiIMAG-PGL Partikeln mit einer maximalen «-Chymotrypsinmenge von 1,5 mg erreicht.
Auffillig ist, dass bei den Chlormethyl-Partikeln die Zunahme der immobilisierten Enzym-
menge mit der eingesetzten Enzymkonzentration deutlich langsamer als bei den beiden an-
deren Partikelsorten und nahezu linear mit der eingesetzten Enzymkonzentration erfolgt.
Bei einer Enzymkonzentration von 4 mg/mL liegt die Bindungskapazitit allerdings {iber der
der Thiol-Partikel. Diese zeigen als einzige Partikelsorte eine deutliche Séttigung im unter-
suchten Konzentrationsbereich. Bei ihnen fiihrt eine Erhohung der eingesetzten Enzym-
konzentration liber 1 mg/mL zu keiner signifikanten Steigerung der immobilisierten En-
zymmenge mehr, da dann moglicherweise alle Bindungsplitze belegt sind. Sowohl bei den
Polyglutaraldehyd- als auch den Chlormethyl-Partikeln ist diese Sittigung deutlich schwé-
cher ausgeprigt. Eine mogliche Ursache dafiir konnte eine geringere Dichte der funktionel-
len Ankergruppen auf den Thiol-Partikeln sein. Ein weiterer denkbarer Grund fiir diesen
Verlauf konnte auch die unterschiedlich gute Enzymzuginglichkeit der Bindungsstellen auf
der porosen Oberfliche der Magnetpartikel sein. Bei geringen Enzymkonzentrationen er-
folgt die Enzymanbindung vorwiegend an den gut zugénglichen Ankergruppen auf der Par-
tikeloberflache. Erst mit zunehmender Enzymkonzentration ist der Konzentrationsgradient
zwischen der Oberfliche und dem Inneren der Poren groB3 genug, so dass ein vermehrter
Stofftransport in die Poren stattfindet und auch dort die Anbindung des Enzyms erfolgt.

Die Abhéngigkeit der auf den Partikeln immobilisierten enzymatischen Aktivitdt von der
eingesetzten Enzymkonzentration ist in Abbildung 4.3-3 dargestellt.
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Abbildung 4.3-3: Abhdingigkeit der Restaktivitdt des auf SIMAG-MeCl, SiMAG-PGL und SiMAG-SH

Partikeln immobilisierten o-Chymotrypsins von der eingesetzten Enzymmenge;

Reaktionsbedingungen: c,=0,025-4 mg/mL, RT, t=3 h
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Hier ist flir alle Partikel eine deutliche Sattigungskurve zu erkennen. Bei den Thiol-Partikeln
ergibt sich eine gute Korrelation der Restaktivitit mit der immobilisierten Enzymmenge.
Oberhalb einer «-Chymotrypsinkonzentration von 1 mg/mL steigt die auf den Partikeln
immobilisierte Aktivitdt nicht weiter an. Auch bei den MeCl- und PGL-Partikeln tritt eine
Séttigung ein. Trotz steigender Menge immobilisierten Enzyms, nimmt die Aktivitit auf den
Partikeln oberhalb einer Enzymkonzentration von 1,5 mg/mL nicht mehr deutlich zu. Dieses
Ergebnis stiitzt die Vermutung, dass die weitere Enzymanbindung nur noch am Porenin-
neren erfolgt. Bei der Aktivitdtsuntersuchung wird dies deutlicher, da neben den Wechsel-
wirkungen zwischen Trigeroberfliche und Substratmolekiil besonders die Diffusion des
Substrats ins Innere des Enzym-Triger-Komplexes die katalytische Wirksamkeit des im-
mobilisierten Enzyms beeinflusst. Der Substrattransport in die Poren erfolgt ausschlie8lich
durch Diffusion und wird fiir Enzymmolekiile, die im Poreninneren immobilisiert sind, ge-
schwindigkeitsbestimmend. Verstarkt wird dieser Effekt durch die wachsende Belegungs-
dichte auf der Partikeloberfliche. Die Porendffnungen werden durch die an der Porendft-
nung immobilisierten Enzymmolekiile blockiert, was die Diffusion des Substrats ins Poren-
innere zusétzlich erschwert.

Aufgrund der hohen Belegungsdichte auf der Partikeloberfliche werden weiterhin die akti-
ven Zentren der immobilisierten Enzymmolekiile durch benachbarte «-Chymotrypsinmole-
kiile in ihrer Substratzuginglichkeit behindert. Der Aktivitdtszuwachs, basierend auf der
steigenden Menge immobilisierten Enzyms, wird so durch die zunehmend erschwerte Sub-
stratzugéinglichkeit des aktiven Zentrums des Enzyms kompensiert, so dass der beobachtete
Sattigungsverlauf der enzymatischen Aktivitit auf den Magnetpartikeln resultiert.

Wie durch die Experimente gezeigt werden konnte, wird durch den Einsatz von Enzym-
konzentrationen von mehr als 1,5 mg/mL keine Verbesserung des Immobilisierungsergeb-
nisses erreicht. Diese Konzentration stellt somit das Optimum bei der Immobilisierung von
«-Chymotrypsin an SIMAG-Partikeln dar und wurde fiir die weiteren Optimierungsversuche

verwendet.

4.3.4 Variation der Immobilisierungsdauer

Zur Realisierung einer effizienten Enzymimmobilisierung ist die genaue Kenntnis des
zeitlichen Verlaufs der Immobilisierungsreaktion erforderlich. Aus diesem Grund wurde der
Einfluss der Immobilisierungsdauer auf den Immobilisierungsverlauf untersucht. Es sollte
festgestellt werden, in wie weit sich die Geschwindigkeit der Immobilisierung bei den

einzelnen Partikelsorten unterscheidet. Mit allen drei Partikelsorten wurden entsprechende
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Versuchsreihen angesetzt. Die Immobilisierung erfolgte an 10 mg Magnetpartikeln bei einer
Enzymkonzentration von c=1,5 mg/mL bei RT in 2 mL 1x PBS-Puffer (pH=7,4). Nach
Reaktionszeiten zwischen 40 s und 3 h wurde die Immobilisierungsreaktion abgebrochen
und die Menge immobilisierten Enzyms durch Bilanzierung bestimmt.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in Abbildung 4.3-4 graphisch dargestellt.
Deutlich ist der schnelle Immobilisierungsverlauf bei allen drei Partikelsorten zu erkennen.
Nach einer Reaktionsdauer von flinf Minuten erreicht die immobilisierte Enzymmenge
Werte iiber 60% der maximal auf der jeweiligen Partikelsorte immobilisierten Enzymmenge
von 0,3 mg (MeCl), 0,47 mg (SH) und 0,71 mg (PGL). Die Immobilisierung verlduft bei
den Thiolpartikeln am schnellsten und ist bereits nach 5 Minuten abgeschlossen. Nach einer
Reaktionsdauer von 12 min ist bei den MeCl-Partikeln kein Zuwachs der immobilisierten
Enzymmenge mit der Reaktionszeit mehr zu erkennen. Am langsamsten ist die Reaktion an
den Polyglutaraldehyd-Partikeln. Die Menge immobilisierten Enzyms steigt bei dieser Par-
tikelsorte bis zu einer Reaktionsdauer von 30 min. Diese Ergebnisse zeigen, dass die in den
vorangegangenen Experimenten gewéhlte Immobilisierungsdauer von 3 h fiir die kovalente
Immobilisierung von «-Chymotrypsin ausreichend war. Eine Optimierung der Enzymim-
mobilisierung durch Variation der Immobilisierungsdauer kann nur in soweit erfolgen, dass
die Immobilisierungsdauer bei den weiteren Versuchen zur Optimierung der Enzymimmobi-

lisierung von 3h auf 1h verkiirzt wird.
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Abbildung 4.3-4: Abhdngigkeit der immobilisierten Enzymmenge von der Immobilierungsdauer bei
SiMAG-MeCl-,SiMAG-PGL- und SiMAG-SH-Partikeln;
Reaktionsbedingungen: cy=1,5 mg/mL, RT, pH=7,4



4. Enzymimmobilisierung an SIMAG-Partikeln 51

4.3.5 Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Enzymimmobilisierung

Der Einfluss der Reaktionstemperatur auf den Immobilisierungsverlauf wurde durch Im-
mobilisierungsversuche bei Temperaturen zwischen 5-35 °C untersucht. Da die Immobili-
sierung sehr schnell ablduft (vgl. Kapitel 4.3.4, S.49), wurden sowohl die eingesetzten
Magnetpartikel als auch die eingesetzte Enzymlosung vor Reaktionsbeginn fiir 10 min bei
der jeweiligen Reaktionstemperatur vortemperiert. Die Immobilisierung erfolgte an 10 mg
Magnetpartikeln mit einer Enzymkonzentration von ¢e=1,5 mg/mL fiir die verkiirzte Reak-
tionsdauer von t=1h. Nach Reaktionsende wurden die Partikel mit PBS-Puffer bei 20°C
gewaschen, bevor die immobilisierte Enzymmenge durch Bilanzierung bestimmt wurde.

Abbildung 4.3-5 zeigt die Ergebnisse der Temperaturuntersuchungen.
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Abbildung 4.3-5: Abhdingigkeit der immobilisierten Enzymmenge von der Immobilisierungstemperatur,

Reaktionsbedingungen: c,=1,5 mg/mL, pH=7,4, T= 5-35 °C

Uber den gesamten betrachteten Temperaturbereich nimmt die auf den Magnetpartikeln
gebundene Enzymmenge bei allen drei Partikelsorten mit steigender Immobilisierungstem-
peratur zu. Bei einer Reaktionstemperatur von 35 °C wird mehr als doppelt so viel x-Chy-
motrypsin immobilisiert wie bei einer Immobilisierungstemperatur von 5 °C.

Die Thiolpartikel besitzen die grofte Bindungskapazitit. Erfolgt die Immobilisierung bei
einer Temperatur von 35 °C, werden 735 pug o-Chymotrypsin an diesen Partikeln kovalent
gebunden. An den SIMAG-PGL Partikeln konnen bei gleicher Temperatur etwa 85 % dieser
Enzymmenge immobilisiert werden. Die Bindungskapazitit der Methylchloridpartikel ist mit
maximal 343 pg immobilisiertem «-Chymotrypsin (T=35 °C) am geringsten und nur etwa
halb so gro3 wie bei den Thiolpartikeln.

Die Erhohung des Immobilisierungsgrades mit steigender Temperatur ist durch die Aktivie-
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rung der reaktiven Ankergruppen auf den Magnetpartikeln zu erkliren. Es muss jedoch be-
rlicksichtigt werden, dass bei erhohter Reaktionstemperatur eine Denaturierung des o-
Chymotrypsins zu beobachten ist. Da die immobilisierte Enzymmenge durch Bilanzierung
der eingesetzten und am Reaktionsende im Uberstand und den gepoolten Waschwassern
wiedergefundenen Enzymmenge berechnet wird, fiihrt die Denaturierung des «-Chymo-
trypsins zu iiberhohten Werten an immobilisiertem Enzym. Um diesen Effekt abschétzen zu
konnen, wurden Proben aus 2 mL Enzymlosung mit einer Konzentration von 1,5 mg/mL
angesetzt und bei 5 °C, 25 °C und 35 °C fiir eine Stunde unter Schiitteln inkubiert. An-
schlieBend wurde die Enzymkonzentration mittels Bradford-Test bestimmt. Bei Reaktions-
temperaturen von 5 °C und 25 °C war keine Denaturierung zu beobachten. In den Proben,
die bei 35 °C inkubiert wurden, war nach einer Stunde jedoch nur noch eine Chymotryp-
sinkonzentration von 1,28 mg/mL nachzuweisen.

Um das Temperaturverhalten von a-Chymotrypsin bei der Immobilisierung weiter zu un-
tersuchen, wurde die Restaktivitit des immobilisierten Enzyms mittels BTEE-Assay be-

stimmt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.3-6 aufgefiihrt.
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Abbildung 4.3-6: Aktivitit des an SiMAG-MeCl, SiMAG-PGL und SiMAG-SH Partikeln immo-

bilisierten a-Chymotrypsins bei Variation der Immobilisierungstemperatur;

Reaktionsbedingungen: c,=1,5 mg/mL, pH=7,4, T= 5-35 °C

Bei allen drei Partikelsorten ist ein Temperaturoptimum der Restaktivitidt des Enzym-Tréa-
ger-Komplexes zu beobachten. Die Immobilisate der MeCl-Partikel besitzen jedoch {iber
den gesamten Temperaturbereich die geringste enzymatische Aktivitdt. Sie betrdgt nur ca.
1/3 der Aktivitit auf den SIMAG-SH und SIMAG-PGL Partikeln.

Aus der Zunahme der immobilisierten Enzymmenge resultiert bis zu einer Temperatur von
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25 °C ein Anstieg der Aktivitit des Immobilisates. Bei weiter ansteigender Immobilisie-
rungstemperatur sinkt die Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms allerdings wieder. Bei
einer erhohten Reaktionstemperatur von 35 °C ist der Aktivititsverlust durch die einset-
zende Denaturierung schlieBlich groBer als der Aktivititszuwachs durch die vermeintlich
weiter ansteigende Menge gebundenen Enzyms. Das Optimum der Immobilisierung von «-
Chymotrypsin an SIMAG-Partikeln liegt demnach bei 25 °C. SIMAG-PGL Partikel zeigen
bei dieser Immobilisierungstemperatur die hochste spezifische Restaktivitit von
A=1,57 U/mg. Das auf den Thiol-Partikeln immobilisierte Enzym besitzt eine Aktivitdt von
A=1,52 U/mg, die nur knapp unter der der SIMAG-PGL Partikel liegt. Die geringste Akti-
vitdt wird bei MeCl-Partikeln mit einem Wert von £=1,43 U/mg gemessen.

4.3.6 Einfluss des pH-Wertes auf die Enzymimmobilisierung

Um den Einfluss des Immobilisierungs-pH-Wertes auf das Immobilisierungsergebnis zu un-
tersuchen, wurden Versuche mit pH-Werten zwischen pH=5,5-8,5 durchgefiihrt. Auf Im-
mobilisierungsversuche bei extrem hohen bzw. extrem niedrigen pH-Werten wurde bewusst
verzichtet, da unter diesen Reaktionsbedingungen mit einer irreversiblen Enzymdenaturie-
rung zu rechnen ist. Die Enzymimmobilisierung erfolgte fiir eine Inkubationsdauer von
t=1h, mit einer Enzymkonzentration von c,=1,5 mg/mL bei T=25 °C. Aufgrund der pH-
Abhéngigkeit der Farbreaktion des Bradford-Tests, musste zur Bestimmung der Enzym-
konzentration fiir jeden pH-Wert eine separate Kalibrationskurve aufgenommen werden.
Die Abhingigkeit der immobilisierten Enzymmenge vom Immobilisierungs-pH-Wert ist in

Abbildung 4.3-7 gezeigt.

070 [ v SIMAG-MeCl Partikel

= SIMAG-PGL Partikel o
06541 . SIMAG-SH Partikel = -

060
055
0,50
045
040
0,354
0,30
0,25
020
0,15 v

Immobilisierte Enzymmenge [mg]

55 6,0 6,5 7,0 75 8,0 85
pH-Wert

Abbildung 4.3-7: Immobilisierte Enzymmenge in Abhdngigkeit vom Immobilisierungs-pH-Wert;
Reaktionsbedingungen: c,=1,5 mg/mL, t=1h;, T=25 °C
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Der Immobilisierungsverlauf der MeCl-Partikel unterscheidet sich deutlich von dem der
SiMAG-PGL und -SH Partikel. Im pH-Bereich von pH=5,5-7,5 éndert sich die Menge des
an SIMAG-MeCl Partikel immobilisierten Enzyms nicht signifikant. Erst oberhalb eines
Immobilisierungs-pH-Wertes pH>7,5 steigt die gebundene Enzymmenge deutlich an. Dieses
pH-Verhalten deutet auf die Beteiligung von Aminogruppen des Enzyms an der Immobili-
sierungsreaktion hin, die erst im basischen Bereich deprotoniert vorliegen. Beispielsweise
konnen dies die Arginin-Reste des «-Chymotrypsins sein, deren Guanidino-Gruppe einen
pKs-Wert von pKs=12,48 hat. So befindet sich im «-Chymotrypsin beispielsweise eine Ar-
ginin-Gruppe in Position 145 direkt benachbart zum C-terminalen Ende der Peptidkette
(vgl. Abbildung 4.3-8). Da dieses Ende aus dem Enzymmolekiil herausragt, ist das Arg'®
aufgrund seiner guten Zugénglichkeit moglicherweise eine bevorzugte Bindungsstelle fiir

die dicht an der Partikeloberfliche gebundenen MeCl-Gruppen.

Abbildung 4.3-8: Dreidimensionale Struktur des a-Chymotrypsins. Das Arg'®
ist durch die rote Markierung hervorgehoben,; [Gray, 1976]

Das pH-Verhalten der PGL-Partikel unterscheidet sich deutlich von dem der MeCl-Partikel.
Hier steigt die Menge gebundenen Enzyms bis zu einem pH-Wert von pH=7,5, wo sie mit
60,3 ug/mg PGL-Partikel ein Maximum erreicht. An der Immobilisierungsreaktion ist
demnach eine stirker saure Aminogruppe als bei der Immobilisierung an MeCl-Partikeln
beteiligt. Hierfiir kommt neben der e-Aminogruppe der Lysin-Reste (pKs=10,54) auch das
N-terminale Ende der Peptidkette in Betracht. Die Polyglutaraldehyd-Gruppen besitzen als
Makromolekiile eine hohere Beweglichkeit als die direkt auf der Partikeloberfliche gebun-
denen MeCl-Gruppen und erreichen so auch weniger gut zugiangliche Aminogruppen des «-

Chymotrypsins. Der Abfall der immobilisierten Enzymmenge im basischen Bereich bei pH-
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Werten von pH>7,5 resultiert aus dem zugrunde liegenden Reaktionsmechanismus der
Immobilisierungsreaktion. Die Anbindung des Enzyms an die PGL-Partikel erfolgt sdureka-
talysiert iiber die Imine (vgl. Kapitel 4.3.1, S.45) und lduft deshalb im Basischen nicht mehr
ab.

Das pH-Verhalten der Thiol-Partikel zeigt einen dhnlichen Verlauf wie das der PGL-Parti-
kel, weist jedoch kein Optimum der immobilisierten Enzymmenge auf. Vielmehr néhert sich
die immobilisierte Enzymmenge mit zunehmendem pH-Wert einem Sittigungswert von
65 pg/10 mg SH-Partikel. Eine Erklirung dieses pH-Verlaufs kann anhand des Reakti-
onsmechanismus der Immobilisierungsreaktion erfolgen. Die Anbindung des Enzyms an die
SH-Partikel erfolgt tiber den nucleophilen Angriff der deprotonierten Thiol-Gruppen an den
Disulfidbriicken des Enzyms (vgl. Kapitel 4.3.1, S. 45). Mit steigendem pH-Wert nimmt die
Zahl der Thiolat-Gruppen auf der Partikeloberfliche zu. Dadurch steigt auch die immobili-
sierte Enzymmenge iiber den untersuchten Konzentrationsbereich an. Die Sattigung tritt ein,
wenn alle Thiol-Gruppen deprotoniert vorliegen und das Enzym die gesamte Partikelober-
fliche belegt, da dann keine Bindungsstellen flir die weitere Enzymimmobilisierung mehr
verfiigbar sind.

Die immobilisierte Enzymmenge alleine ist jedoch kein ausreichendes Optimierungskrite-
rium. Aus diesem Grund wurden die spezifischen Aktivitditen der Immobilisate mittels
BTEE-Assay bei einem einheitlichen pH-Wert von pH=7,4 bestimmt. Die Ergebnisse dieser
Versuche sind in Abbildung 4.3-9 dargestellt. Steigt die immobilisierte Enzymmenge mit
zunehmendem pH-Wert in erster Ndherung bei allen drei Partikelsorten, ergibt sich fiir die

spezifische Restaktivitdt der Immobilisate ein ganz anderer Verlauf der pH-Abhéingigkeit.
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Abbildung 4.3-9: Spezifische Aktivitit der MeCl-, PGL- und SH-Immobilisate bei Variation des Immo-
bilisierungs-pH-Wertes; Reaktionsbedingungen: c,=1,5 mg/mL, t=1h;, T=25 °C
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Die Proben der MeCl-Partikel besitzen ein deutliches Maximum der spezifischen Aktivitét
bei einem Immobilisierungs-pH-Wert von pH=6,5. Die Immobilisate der PGL- und SH-
Partikel zeigen trotz Zunahme der immobilisierten Enzymmenge mit steigendem Immobili-
sierungs-pH-Wert einen fallenden Verlauf der spezifischen enzymatischen Aktivitit.

Trotz deutlicher Zunahme der immobilisierten Enzymmenge auf den PGL-Partikeln, ist die
Aktivitdt der Enzym-Triager-Komplexe iiber den gesamten pH-Bereich nahezu konstant.
Aufgrund der mit steigendem pH-Wert zunehmenden Deprotonierung der e-Aminogruppen
nimmt die Nucleophilie der Lysin-Reste zu. Dadurch werden die «-Chymotrypsinmolekiile
mehrfach an die Partikeloberfliche gebunden, was zu einer Deformation des Enzyms fiihrt.
Diese vermehrte konformative Belastung des «-Chymotrypsins fiihrt zu Aktivitdtsverlusten,
die den Aktivitdtszuwachs durch die steigende immobilisierte Enzymmenge an den SIMAG-
PGL Partikeln letztlich kompensieren. Die Aktivitdt nimmt somit iiber den gemessenen pH-
Bereich nicht zu, weshalb die spezifische Aktivitidt der PGL-Immobilisate abnimmt.

Auch bei den Thiol-Partikeln fiihrt die Variation des pH-Wertes bei der Enzymimmobilisie-
rung zu einer Deformation des Enzyms. Bei steigendem Immobilisierungs-pH-Wert resul-
tiert daraus ebenfalls eine Abnahme der Aktivitdt der Immobilisate. Mit der fortschreitenden
Deprotonierung der Thiol-Gruppen bei steigendem pH-Wert werden auch zunehmend Di-
sulfidbriicken des Enzyms angegriffen, was die Enzymkonformation destabilisiert. Zusétz-
lich nehmen die ionischen Wechselwirkungen der deprotonierten Thiol-Gruppen mit den
geladenen Seitenketten des x-Chymotrypsins zu. Beide Effekte fiihren schlieBlich dazu, dass
die dreidimensionale Struktur des immobilisierten Enzyms verzerrt wird und die Aktivitat
sinkt.

Da bei einer effektiven Enzymimmobilisierung eine moglichst gro3e Aktivitdt der erhaltenen
Enzym-Trager-Komplexe erzielt, dabei aber nicht unnétig viel Enzym verbraucht werden
soll, erfolgte die Auswahl des optimierten Immobilisierungs-pH-Wertes ausschlieBlich ba-
sierend auf den Ergebnissen der Aktivitdtstests. Fiir die Immobilisierung von «-Chymo-
trypsin an PGL- und SH-Partikeln ist demnach ein pH-Wert von pH=5,5, fiir die Immobili-
sierung an SIMAG-MeCl Partikeln ein pH-Wert von pH=6,5 optimal und flihrt zur grofiten

spezifischen Restaktivitit des immobilisierten Enzyms.

4.3.7 Zusammenfassung und Diskussion der ermittelten optimierten Immobili-
sierungsparameter

Die in den vorangegangenen Kapiteln beschriebenen idealen Versuchsparameter der Im-

mobilisierung von x-Chymotrypsin an SIMAG-MeCl, SIMAG-PGL und SiMAG-SH Parti-
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keln sind noch einmal in Tabelle 4.3-1 zusammenfassend aufgefiihrt. Bis auf den Immobili-
sierungs-pH-Wert sind die Immobilisierungsparameter filir alle drei Partikelsorten identisch.

Tabelle 4.3-1: Optimierte Immobilisierungsparameter

Immobilisierungsparameter Optinei?trter
Schittlerdrehzahl 850 rpm
Eingesetzte a-Chymotrypsinkonzentration 1,5 mg/mL
Immmobilisierungsdauer 1h
Immobilisierungstemperatur 25°C
Immobilisierungs-pH- MeCl-Partikel 6,5
Wert PGL- & SH-Partikel 5,5

Um nun den Erfolg der Optimierungsversuche zur Immobilisierung von a-Chymotrypsin an
SiMAG-Partikel zu beurteilen, werden im Folgenden die Restaktivitdten des immobilisierten
Enzyms zu Beginn und am Ende der Optimierung miteinander und mit der spezifischen
Aktivitdt des nativen Enzyms verglichen.

In Tabelle 4.3-2 sind hierzu die spezifischen Aktivitdten sowie die spezifischen Restaktivi-
titen bezogen auf das native Enzym, die im ersten und letzten Optimierungsschritt erreicht
wurden, aufgelistet.

Tabelle 4.3-2: Spezifische Aktivititen des auf SIMAG-MeCl, -PGL und -SH Partikeln immobilisier-

ten o-Chymotrypsins vor und nach der Optimierung

Spezifische Aktivitat |Spezifische Aktivitat| . SPSZ Spez.
Partikelsorte (O%timierungsbeginn) (Opptimierungsende) (ggﬁﬁg",\:]';agts (gggﬁg:,\a;agts_
[U/mg] [U/mg] beginn) [%] | ende) [%]
SiMAG-MeCl 0,88 1,94 2,4 5,4
SIMAG-PGL 1,28 2,13 3,5 5,9
SIMAG-SH 0,86 2,13 2,3 5,9

Bei allen drei Partikelsorten wurde durch die optimierte Auswahl der untersuchten Immobi-
lisierungsparameter eine deutliche Steigerung der auf den Partikeln immobilisierten enzy-
matischen Aktivitdt erreicht. Der groBite Optimierungserfolg ist bei den SIMAG-PGL Par-
tikeln zu verzeichnen. Hier gelang es, durch die gezielte Verdnderung der Reaktionsbedin-
gungen die Aktivitit des Immobilisates um 147 % von 0,86 auf 2,13 U/mg immobilisierten
Enzyms zu steigern. Etwas geringer war die Aktivititssteigerung bei den MeCl-Partikeln,
bei denen die spezifische Aktivitdt des immobilisierten a-Chymotrypsins nach Abschluss der
Optimierung um 120 % von 0,88 auf 1,94 U/mg immobilisiertes Enzym stieg. Der geringste
Optimierungserfolg wurde bei den SIMAG-SH Partikeln realisiert. Die Optimierung der

Immobilisierungsparameter flihrte bei dieser Partikelsorte auch noch zu einer Aktivitéts-
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steigerung des immobilisierten Enzyms um 66% von 1,28 auf 2,13 U/mg immobilisierten
Enzyms. Hierbei ist jedoch zu beriicksichtigen, dass bei der Immobilisierung an SIMAG-SH
Partikeln die spezifische Aktivitdt schon zu Beginn der Optimierung um 45 % groBer war,
als bei den beiden anderen Partikelsorten.

Aber auch nach der Optimierung der Immobilisierungsparameter besitzt das immobilisierte
«-Chymotrypsin, unabhidngig von der Trigermatrix, weniger als 10 % der spezifischen Ak-
tivitdt des nativen Enzyms. Die moglichen Ursachen fiir diese geringe Restaktivitdt sind
vielfiltig. Das an die Partikel gebundene «x-Chymotrypsin ist einer starken sterischen Belas-
tung ausgesetzt, da die Immobilisierung zu einer Verzerrung der dreidimensionalen Kon-
formation des Enzyms fiihrt. Durch die Mehrfachanbindung eines einzelnen Enzymmolekiils
an die Magnetpartikel wird dieser aktivititsmindernde Einfluss der Immobilisierung weiter
verstérkt.

Die hohe Belegungsdichte des Enzyms auf der Partikeloberfldche ist eine weitere Ursache
fir die verminderte Restaktivitdt des immobilisierten «x-Chymotrypsins. Wie schon in den
vorangegangenen Kapiteln diskutiert, treten durch die gegenseitige Behinderung der dicht
nebeneinander sitzenden Enzymmolekiile zusitzlich sterische Hinderungen im Hinblick auf
die Substratzuginglichkeit des aktiven Zentrums auf, die einen negativen Einfluss auf die
Restaktivitit des triagerfixierten «-Chymotrypsins ausiiben.

Diffusionseffekte, die durch die pordse Struktur der Tragermatrix aufireten, verringern die
Restaktivitit des Enzyms ebenfalls. So sind die Konzentrationen von Substrat und Produkt
im Poreninneren der Magnetpartikel unterschiedlich von denen in der umgebenden
Reaktionslosung. Der Substrattransport zum aktiven Zentrum erfolgt ebenso wie der Pro-
duktabtransport im Inneren der Poren ausschlieBlich durch Diffusion. Diffusive Trans-
portvorgénge sind jedoch wesentlich langsamer als der konvektive Transport. So kommt es
im Poreninneren moglicherweise zu Diffusionslimitierungen, die die messbare Restaktivitit
des dort immobilisierten x-Chymotrypsins herabsetzen.

Durch die Optimierung der Immobilisierungsparameter konnte die Restaktivitit des Enzyms
zwar deutlich gesteigert werden, liegt aber immer noch unter 10 %. Um die Immobilisierung
weiter zu verbessern und noch hohere Restaktivitidten zu erreichen, soll die Partikeloberfla-
che modifiziert werden (vgl. Kapitel 5 und 6). Durch den Einbau von Spacer-Molekiilen
lassen sich moglicherweise die sterischen Belastungen des immobilisierten «-Chymotrypsins

abbauen, so dass eine hohere spezifischen Restaktivitét resultiert.
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4.4 Charakterisierung von immobilisiertem a-Chymotrypsin

Enzymimmobilisierungen bieten neben der einfachen Abtrennung des Katalysators den
Vorteil, dass trigergebundene Enzyme hiufig eine groBBere Bestindigkeit gegeniiber physi-
kalischen Parametern aufweist. Aus diesem Grund wurden zur Charakterisierung des direkt
an die Partikeloberfliche gebundenen o-Chymotrypsins die maximale Reaktionsgeschwin-
digkeit Vma, die Michaelis-Menten-Konstante Ky sowie die Langzeitstabilitdt und das Tem-

peraturverhalten des immobilisierten o-Chymotrypsins untersucht.

4.4.1 Kinetische Parameter des immobilisierten x-Chymotrypsins

Neben der Enzymaktivitit ist die Beschreibung der enzymatischen Effizienz ein Hauptziel
enzymkinetischer Untersuchungen. Zur Charakterisierung des immobilisierten Enzyms sind
die Michaelis-Menten-Konstante Ky, die maximale Reaktionsgeschwindigkeit Vi, sowie die
Wechselzahl ke, (turnover number) wichtige KenngroBen, deren Kenntnis auch zum Ver-
standnis von Enzymfunktionen unerlésslich ist.

Zur Bestimmung der kinetischen Parameter des immobilisierten o-Chymotrypsins wird in
erster Naherung davon ausgegangen, dass die beobachtete hydrolytische Spaltung eine Ein-
Substrat-Reaktion ist. In verdiinnten, wéssrigen Losungen kann dieser Ansatz erfolgen, da
die Wasserkonzentration {iber den gesamten Reaktionsverlauf anndhernd konstant ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die experimentellen, enzymkinetischen Untersuchungen
zur Charakterisierung des immobilisierten x-Chymotrypsins mit Substratanfangskonzentra-
tionen von [S]¢=0,05-0,5 mmol/L durchgefiihrt. Die Enzymimmobilisierung an den Magnet-
partikeln erfolgte zuvor unter den in Tabelle 4.3-1 aufgefiihrten optimierten Immobilisie-
rungsbedingungen.

Abbildung 4.4-1 zeigt die mittels BTEE-Assay erhaltenen Absorptions-Zeit-Kurven der
Aktivitdtsuntersuchungen am Beispiel der SIMAG-SH Tragermatrix. Aus der jeweiligen
Anfangssteigung der Absorptions-Zeit-Kurven werden die Anfangsreaktionsgeschwindig-
keiten berechnet.

Durch geeignete Auftragung der Anfangsreaktionsgeschwindigkeit v gegen die eingesetzte
Substratkonzentration [S], in einem Hanes-Diagramm (Abbildung 4.4-2) lassen sich an-

schlieBend v, und Ky nach Gleichung 4.4-1 graphisch ermitteln:
1Sl _ 1

S+ L (4.4-1)
1% v v
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——[S],=05 mM
035 |—I[S]=04mM
—— [S],=0,3 mM
—— [S],=0,2 mM
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0,2
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Abbildung 4.4-1: Absorptions-Zeit-Verlauf bei variierten Substratanfangskonzentrationen [S], zur Bestim-

mung der kinetischen Parameter des auf SiMAG-SH Partikeln immobilisierten Enzyms
Die durch dieses Linearisierungsverfahren erhaltenen Geraden haben eine Steigung von
1/Vimax und schneiden die Abszisse bei -K,;. Die Darstellung der Messergebnisse im Hanes-
Diagramm wurde der hdufig verwendeten Darstellung im Lineweaver-Burk-Plot vorgezo-
gen, da bei dieser Darstellungsmethode nur eine unwesentliche Fehlerverzerrung auftritt und

eine einfache lineare Regression moglich ist [Bisswanger, 1994].

m  SIMAG-MeCI Partikel
A SiIMAG-PGL Partikel

e SIMAG-SH Partikel
natives a-Chymotrypsin

[S]/v [min]

O S S : : :
01 02 03 04 05
Substratanfangskonzentration ([S],) [mmol/L]

Abbildung 4.4-2: Hanes-Diagramm zur Bestimmung der kinetischen Parameter des auf SiMAG-MeCl,
SiMAG-PGL und SiMAG-SH Partikeln immmobilisierten a-Chymotrypsins

Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits mehrfach beschrieben, werden die charakter-
istischen Eigenschaften trigergebundener Enzyme durch eine Vielzahl unterschiedlicher
Faktoren wie z.B. Wechselwirkungen zwischen Tragermaterial und Substrat, aber auch

Wechselwirkungen zwischen dem Enzym und der Oberflache der Tragermatrix beeinflusst.
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Je nach Wahl der Triagermatrix beeinflusst auch der Porendurchmesser, die Ladung des
Trégers, die Ladung des Substrats, seine Diffusionsgeschwindigkeit und die Porendiffusi-
onsgeschwindigkeit das kinetische Verhalten des immobilisierten Enzyms. Da diese Effekte
jedoch nicht im Einzelnen in den kinetischen Modellen beriicksichtigt werden konnen, liefert
die Auswertung der experimentell erhaltenen Daten, unter der Annahme einer vorliegenden

Michaelis-Menten-Kinetik, deshalb nur scheinbare kinetische Parameter (K, apps Keat, app Und

Vinax.app)-

Tabelle 4.4-1 fasst die Ergebnisse der Experimente und die berechneten kinetischen Para-

meter zusammen. Die dort angegebenen Fehler fiir 1/v und K., /v stammen aus
max, app M, app " max, app

der linearen Regression, die fiir K, app, Vimax, app UNd Kea, app Wurden iiber das Fehlerfortpflan-

zungsgesetz bestimmt (vgl. Kapitel 11.2, S. 120).

Tabelle 4.4-1: Ky, app - Vinax, app - UNA kew, ap-Werte aus dem Hanes -Diagramm  fiir immobilisiertes

und natives o-Chymotrypsin

1iv K

Trégermatrix max, app M, app/vmax, app KM, app vmax, app kcat, app
[(min*L)/mmol] [min] [mmol/L] |[mmol/(L*min)] [min]
SIMAG-MeCl | 23,04 +4,96 | 20,36 +1,34 | 0,88 +0,07 | 0,043 + 0,009 | 99 + 57
SIMAG-PGL | 10,54 +1,80 | 3,68 £+0,60 | 0,35+0,07|0,095+0,016 | 79+21
SiIMAG-SH 3,75+1,38 | 8,85+0,38 | 2,36 £0,14 | 0,267 + 0,098 | 185 + 83

nauves

a-Chymotrypsin| 1,55+0,14 | 0,21 +0,04 | 0,13 +0,03 | 0,647+ 0,060 {1616 + 311

Im Vergleich mit dem nativen Enzym ist die molekulare Aktivitit Ke o des immobilisierten
«-Chymotrypsins bei allen drei Partikelsorten um ein bis zwei Zehnerpotenzen kleiner. Wie
in den vorangegangenen Untersuchungen zur Optimierung der Immobilisierungsparameter
bereits beobachtet, fiihrt die kovalente Anbindung des Enzyms an die Trigermatrix zu
einem deutlichen Verlust der enzymatischen Aktivitét, die sich hier in den niedrigen Werten
der turnover-number k., wiederspiegelt.

Bei den Immobilisaten der Thiol-Partikel ist zudem auffillig, dass der Wert der Michaelis-
Menten-Konstante Ky um eine Zehnerpotenz grofer als bei den beiden anderen Partikelsor-
ten und dem nativen Enzym ist. Ky ist direkt proportional zur Substrataffinitit des Enzyms.
Die hohere Michaelis-Menten-Konstante stiitzt somit die These aus Kapitel 4.3.6, dass es
bei der Immobilisierung an den Thiol-Partikeln aufgrund der Spaltung von Disulfidbriicken

zu einer Destabilisierung der dreidimensionalen Enzymkonformation kommit.

4.4.2 Langzeitstabilitat des immobilisierten o-Chymotrypsins

Fiir eine technische Verwendung des immobilisierten o-Chymotrypsins ist eine einfache

Lagerform von Interesse, die die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms iiber einen lingeren



4. Enzymimmobilisierung an SIMAG-Partikeln 62

Zeitraum stabil erhdlt. Aus diesem Grund wurde die Langzeitstabilitdt der Immobilisate un-
tersucht. Dazu wurden fiir jede Partikelsorte jeweils zwei Proben angesetzt und das Enzym
unter den in Tabelle 4.3-1 aufgefiihrten optimierten Reaktionsbedingungen immobilisiert.
Die Immobilisate wurden anschlieend in 1 mL PBS-Puffer gelagert. Nach einer Lagerungs-
dauer von 0, 6 und 20 Tagen wurde die enzymatische Aktivitit der Proben mittels BTEE-
Assay bestimmt. Um den Einfluss der Lagerungstemperatur auf die Langzeitstabilitdt des
immobilisierten Enzyms abschétzen zu konnen, wurde die Lagerung sowohl bei einer Tem-
peratur von T=5 °C als auch bei T=22 °C durchgefiihrt. Tabelle 4.4-2 (a) und (b) zeigt die
Ergebnisse der Untersuchungen zur Langzeitstabilitit des Immobilisates.

Die Haltbarkeit der Immobilisate ist, ebenso wie die der nativen Enzymlosung, bei einer
Lagerungstemperatur von T=22 °C deutlich geringer als bei T=5 °C. Sowohl das native En-
zym als auch die Immobilisate verlieren bei dieser Temperatur innerhalb des Untersu-
chungszeitraums deutlich an Aktivitdt. Das native Enzym besitzt nach 20 Tagen noch etwa
zwei Drittel seiner enzymatischen Ausgangsaktivitit, wohingegen die Aktivitdt der Immobi-
lisate im gleichen Zeitraum um 37-95 % abnimmt. Am groften ist der Aktivitdtsverlust bei
den MeCl-Partikeln. Bereits nach einer Lagerungsdauer von nur sechs Tagen besitzen sie
nur noch 19 % der urspriinglichen Aktivitdt. Die Aktivitdt der nativen Enzymlosung liegt
nach dieser Zeit noch bei 78 %, die der SH- und PGL-Partikel zwischen 30-63 %.

Tabelle 4.4-2: Langzeitstabilitit von nativem, auf SiMAG-MeCl, SiMAG-PGL und SiMAG-SH

Partikeln immobilisiertem a-Chymotrypsin

(a) Lagerung bei T=5 °C

Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische
Lagerungs- Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat
dauer [Tage] | (natives Enzym) | (MeCl-Partikel) | (PGL-Partikel) (SH-Partikel)
[U/mg] [U/mg] [U/mg] [U/mg]
0 36,2 2,8 1,9 2,3
6 35,0 1,0 1,4 1,1
20 37,0 0,5 1,4 0,8
(b) Lagerung bei T=22 °C
Spezifische Spezifische Spezifische Spezifische
Lagerungs- Aktivitat Aktivitat Aktivitat Aktivitat
dauer [Tage] | (natives Enzym) | (MeCl-Partikel) | (PGL-Partikel) (SH-Partikel)
[U/mg] [U/mg] [U/mg] [U/mg]
0 36,2 2,1 1,9 2,7
6 28,5 0,4 1,9 0,9
20 26,3 0,1 1,2 0,2

Bei einer Lagerungstemperatur von T=5 °C ist die Langzeitbestandigkeit aller Immobilisate

etwas grofler. Die Aktivitdt der MeCl-Immobilisate betrigt nach einer Lagerungsdauer von
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sechs Tagen noch 36 % der urspriinglichen Aktivitdt. Nach 20 Tagen ist der Aktivitdtsver-
lust mit 82 % aber auch bei dieser Temperatur im Vergleich mit den beiden anderen Parti-
kelsorten am groBten. PGL- und SH-Partikel besitzen nach diesem Zeitraum noch eine
spezifische Restaktivitdt von 35-74 %. Das native Enzym besitzt nach sechs Tagen noch
eine spezifische Aktivitidt von 35,0 U/mg und nach zwanzig Tagen von 26,3 U/mg, wobei
der Aktivitdtsverlust der Enzymlosung grofBtenteils auf den Selbstverdau des «-Chymo-
trypsins zuriick zu fiihren ist. Bei den Immobilisaten ist davon auszugehen, dass der aufire-
tende Selbstverdau des «x-Chymotrypsins aufgrund der eingeschriankten Beweglichkeit der
Enzymmolekiile von untergeordneter Bedeutung ist. Fiir die starke Abnahme der enzymati-
schen Aktivitdt der Immobilisate muss demnach ein anderer Zersetzungsmechanismus ver-
antwortlich sein. Denkbar ist, das noch nicht abgeséttigte funktionelle Gruppen auf der Par-
tikeloberfliche mit der Zeit mit bereits gebundenem Enzym weiter reagieren. Dadurch
nimmt die Zahl der Bindungen zwischen Enzym und Partikeloberfliche zu.

Mit der Anzahl der Bindungen steigt die Wahrscheinlichkeit, dass fiir die Aufrechterhaltung
der dreidimensionalen Struktur des «-Chymotrypsins wichtige Amino- und Thiolgruppen an
der Reaktion beteiligt sind, was zu einer Destabilisierung der Enzymkonformation und
damit zu einem Aktivitdtsverlust fiihrt. AuSerdem wird das «x-Chymotrypsin in seiner raum-
lichen Konformation stéirker verzerrt, woraus ebenfalls ein deutlicher Aktivitdtsverlust re-
sultiert. Gestiitzt wird diese Vermutung von der Beobachtung, dass die PGL-Immobilisate
den geringsten Aktivititverlust zeigen. Bei ithnen bindet das Enzym an gefaltete Makromo-
lekiile. Diese besitzen eine groBere Beweglichkeit der Ankergruppen als die direkt an der
Partikeloberfliche aufgebrachten MeCl- und SH-Gruppen. Dadurch kann die sterische Be-
lastung des mehrfach gebundenen «-Chymotrypsins besser abgefedert werden und wirkt

sich in geringerem Ausmaf} auf die enzymatische Aktivitdt der PGL-Immobilisate aus.

4.4.2.1 Temperaturabhdiingigkeit der spezifischen Restaktivitit des immobilisier-

ten a-Chymotrypsins
Haufig wird bei der Immobilisierung von Enzymen eine Verbesserung ihrer Temperaturbe-
standigkeit beobachtet. Aus diesem Grund wurde das Temperaturverhalten der SIMAG-
Immobilisate untersucht und mit dem Temperaturverhalten des nativen Enzyms verglichen.
Die spezifische Aktivitdt des nativen und des auf den unterschiedlichen Partikelsorten im-
mobilisierten x-Chymotrypsins wurde dazu bei Reaktionstemperaturen zwischen 30 — 60 °C
mittels BTEE-Assay bestimmt. Die Enzymimmobilisierung auf den Partikeln erfolgte zuvor

unter den optimierten Versuchsbedingungen aus Tabelle 4.3-1. Die Ergebnisse der Tempe-
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raturuntersuchungen sind in Abbildung 4.4-3 graphisch dargestellt.

Natives «-Chymotrypsin zeigt ein deutliches Temperaturoptimum der enzymatischen Akti-
vitdt bei einer Reaktionstemperatur von T=37 °C. Oberhalb von 40 °C nimmt die Aktivitat
des Enzyms dann rapide ab. Bei einer Reaktionstemperatur von T=60 °C sind schlieSlich
nur noch 4,5 % der im Temperaturoptimum vorhandenen spezifischen Aktivitdt nachzuwei-
sen. Dieser temperaturbedingte Aktivitdtsverlust ist auf die irreversible Hitzedenaturierung

der Tertidrstruktur des Enzyms zuriickzufiihren.
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Abbildung 4.4-3: Temperaturabhdngigkeit der spezifischen Aktivitdt des immobilisierten a-Chymotrypsins

Das Temperaturverhalten der spezifischen Aktivitit der SH-Immobilisate ist dem des nati-
ven Enzyms sehr dhnlich. Bis zu einer Reaktionstemperatur von 38 °C steigt auch hier die
spezifische Aktivitdt und féllt bei hoheren Reaktionstemperaturen ebenfalls deutlich ab. Die
grofle Temperaturempfindlichkeit der SH-Immobilisate ist durch das Aufbrechen von Di-
sulfidbriicken bei der kovalenten Anbindung zu erkldren, das zu einer Destabilisierung der
Enzymstruktur fiihrt. Bei den MeCl-Immobilisaten zeigt sich ein deutlich gleichméBigerer
Temperaturverlauf der Aktivitit. Es ist kein ausgeprigtes Temperaturoptimum zu erkennen,
allerdings ist das Ausmal} des Aktivitdtsverlustes auch nicht so deutlich ausgepriagt wie z.B.
beim nativen Enzym. Bei einer Reaktionstemperatur von T=60 °C besitzen die MeCl-Im-
mobilisate noch 60 % ihrer maximalen spezifischen Aktivitédt, so dass durch die Immobili-
sierung eine erhohte Temperaturstabilitit des Enzyms erreicht wird. Noch grofBer als bei den
Immobilisaten der SIMAG-MeCl Partikel ist die beobachtete Erhohung der Temperatursta-
bilitdt der PGL-Immobilisate. Sie zeigen ein deutlich verdndertes Temperaturverhalten der

spezifischen Aktivitdt. Die Erhohung der Reaktionstemperatur von 30 auf 40 °C fiihrt bei
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den PGL-Partikeln zu keiner nennenswerten Aktivititssteigerung. Erst oberhalb einer Re-
aktionstemperatur von 40 °C kommt es zu einem deutlichen Aktivititszuwachs. Das Tem-
peraturoptimum wird bei T=50 °C erreicht und liegt damit mehr als 10 °C hoher als beim
nativen Enzym. Durch die Immobilisierung von a-Chymotrypsin an SIMAG-PGL Partikeln
nimmt die Thermostabilitdt des Enzyms erheblich zu und betrdgt bei 60 °C immer noch
mehr als 75 % der maximalen spezifischen Aktivitt.

Eine mogliche Ursache dieser erhhten Temperaturstabilitét ist die Einschrinkung der fiir
die Hitzedenaturierung verantwortlichen thermischen Schwingungen durch die Anbindung
des Enzyms an die Tragermatrix. Die einzelnen Enzymsegmente besitzen nach der Immobi-
lisierung eine eingeschrinkte Bewegungsfreiheit. Da die Anbindung an die PGL-Partikel
iiber langkettige Makromolekiile erfolgt, die eine groBere Flexibilitdt als die direkt auf der
Partikeloberfliche anhaftenden SH- bzw. MeCl-Gruppen besitzen, ist die Deformation des
Enzyms nach erfolgter Immobilisierung geringer, woraus eine groBere Stabilitdt resultiert.
Bei einer Reaktionstemperatur von T=60 °C besitzen die PGL-Immobilisate eine dhnlich
grof3e spezifische Aktivitdt wie das native Enzym. Bei dieser Temperatur wird der durch die
Immobilisierung aufiretende Aktivitdtsverlust durch die erhohte Temperaturstabilitdt im

Vergleich mit dem nativen Enzym kompensiert.
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5. Oberflachenmodifizierung der SIMAG-MeCl Partikel

Nachdem die Immobilisierung von «-Chymotrypsin an den unterschiedlichen SIMAG-Par-
tikeln untersucht und die Immobilisierungsparameter optimiert wurden, wird in den folgen-
den Kapiteln die Modifizierung der SIMAG-MeCl-Partikeloberfliche beschrieben. Um den
Einfluss des Enzymabstandes zur Partikeloberfliche zu untersuchen und das Immobilisie-
rungsergebnis weiter zu verbessern, werden unterschiedliche Spacermolekiile auf die Ober-
fliche der SIMAG-MeCl Partikel aufgebracht. Die Spacer sollen den Abstand des immobi-
lisierten Enzyms zur Oberfliche der Magnetpartikel vergroBern und damit einen Teil der
deaktivierenden Wechselwirkungen zwischen Enzym und Partikeloberfliche vom «-Chy-
motrypsin abschirmen. Zusitzlich soll das aktive Zentrum des immobilisierten Enzyms
durch den groBeren Abstand zur Oberflache fiir Substratmolekiile besser zuganglich wer-
den. Da bei der Enzymimmobilisierung an SIMAG-PGL Partikeln beobachtet wurde, dass
die Enzymanbindung an langkettige Makromolekiile eine geringere Deformation verursacht,
sollte auBerdem die konformative Belastung des «-Chymotrypsins durch den Einbau der
Spacer verringert werden.

Der Immobilisierung des Enzyms an die modifizierten Magnetpartikel geht allerdings noch
eine Aktivierungsreaktion voraus. Prinzipiell konnten sowohl die entsprechenden funktio-
nellen Gruppen des Enzyms als auch die der Tragermatrix fiir die kovalente Anbindung ak-
tiviert werden. Um die bei der Aktivierung der gelosten Komponente moglicherweise auf-
tretenden inter- und intramolekularen Vernetzungen schon im Vorfeld auszuschlieBen,
wurde die Entscheidung getroffen, die tragerfixierten Ankergruppen zu aktivieren. Dazu
soll nach erfolgter Oberflichenmodifizierung die zweite, noch freie terminale Aminogruppe
der Spacermolekiile mit Glutardialdehyd umgesetzt werden, so dass nach der Aktivierung
Carbonyl-Ankerguppen flir die Immobilisierung von «-Chymotrypsin auf der Partikelober-
fliche verfligbar sind (vgl. Kapitel 5.2, S. 68).

5.1 Oberfliichenmodifizierung der SIMAG-MeCl Partikel

Die Oberflichenmodifizierung der SIMAG-MeCl Partikel wurde mit vier unterschiedlichen
homo-bifunktionellen, aliphatischen Diaminen mit unterschiedlichen Kettenlingen durchge-
fiihrt (vgl. Tabelle 5.1-1, S. 67). Die Anbindung der Spacer erfolgt dabei analog zum Re-
aktionsmechanismus bei der Immobilisierung von o-Chymotrypsin. Die Chlormethylgrup-
pen auf der Partikeloberfliche reagieren mit den Aminogruppen des Spacers, wobei unter
Wasseraustritt das Imin gebildet wird. Die Spacer wurden im Uberschuss eingesetzt, um die

Reaktion eines Spacermolekiils mit zwei unterschiedlichen Magnetpartikeln und damit eine
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Quervernetzung und ein mogliches Agglomerieren der Partikel zu vermeiden. Zudem sollte
durch den verwendeten Uberschuss verhindert werden, dass ein Spacermolekiil unter Zy-
klisierung mit zwei funktionellen Gruppen auf der Partikeloberfliche reagiert und damit
nicht mehr fiir die Enzymimmobilisierung zur Verfligung steht.

Tabelle 5.1-1: Kettenlinge und molare Massen der einzelnen Spacer-Typen

Nr. Spacer Tz:gg:ﬁr;gne Molekulargi:wicht
Bindungen] lestimel™)

1 |1,6-Diaminohexan 8 116,2

2 |Jeffamine ® HK-511 13 220

3 |Ethyleneamine E-100 12-18 270-300

4 |a,w-Bis-amino PEG >200 3000

Zur Modifizierung der Partikeloberfliche wurde fiir alle vier Spacer die gleiche Vorge-
hensweise gewdhlt. 10 mg der Partikel wurden magnetisch aus der Suspension abgetrennt
und dreimal mit je 1 mL PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Partikel in 2 mL der
jeweiligen Spacerlosung (1 mM in 1x PBS) resuspendiert und fiir 3 h bei einer erhohten
Reaktionstemperatur von T=40 °C bei 850 rpm mit den Ankergruppen der Magnetpartikel
zur Reaktion gebracht. Nach Reaktionsende wurden die Partikel erneut 3x mit je 1 mL PBS
gewaschen und bis zur weiteren Verarbeitung in 1 mL PBS bei 4 °C im Kiihlschrank gela-
gert.
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Abbildung 5.1-1: Umsetzung der homo-bifunktionellen Spacer bei der Oberfldchenmodifizierung von
SiMAG-MeCl Partikeln, Reaktionsbedingungen: ¢spacern=ImM, T=40 °C, 3h, 850 rpm
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5.2 Aktivierung der modifizierten SiMAG-Partikel mit Glutardialdehyd

Bevor die mit den unterschiedlichen Spacermolekiilen oberflichenmodifizierten Magnetpar-
tikel zur Enzymimmobilisierung eingesetzt werden konnen, muss iiber eine Glutardialdehyd-
Losung (5,53 % (w/v) in 0,2 M Natriumborat pH=8,5 [Nouaimi-Bachmann, 2003] ein bi-
funktioneller Linker eingefiihrt werden. Der Linker dient als Verbindungsglied zwischen
Spacer und Enzym und stellt die Carbonylfunktionen als Ankergruppen fiir die kovalente
Anbindung des o-Chymotrypsins zur Verfligung. Der vereinfachte Mechanismus zur Akti-
vierung der spacermodifizierten Magnetpartikel ist in Abbildung 5.2-1 dargestellt. Die
zweite, terminale Aminogruppe des Spacermolekiils wird bei der Aktivierung zuerst nucleo-
phil an das Carbonyl-Kohlenstoffatom des Glutardialdehyds addiert. Nach einer anschlie-
Benden schnellen Protoneniibertragung reagiert das gebildete Hemiaminal in einem weiteren

Reaktionsschritt unter Wassereliminierung zum substituierten Imin (Schiffsche Base).

H
C/HN*/\/\/\NHZ Er— » ﬁ,N\/\/\/\N
A 850 rpm N " —

Spacer

Abbildung 5.2-1: Reaktionsmechanismus der Partikelaktivierung mit Glutardialdeyd am Beispiel mit 1,6-
Diaminohexan oberflichenmodifizierter SiMAG-MeCl Partikel;
Reaktionsbedingungen: 25 °C, 1 h, 850 rpm

Da bei allen vier Spacer-Typen endstandige, primdre Aminogruppen fiir die Enzymim-
mobilisierung aktiviert werden miissen, erfolgte die Reaktion mit Glutardialdehyd unab-
hingig vom verwendeten Spacer immer nach derselben Versuchsvorschrift.

10 mg der zu aktivierenden, spacermodifizierten SIMAG-Partikel wurden in 2 mL Glutar-
dialdehydreaktionslosung resuspendiert. Die Aktivierungsreaktion erfolgte bei T=25 °C und
850 rpm fiir eine Reaktionsdauer von 1h. Durch dreimaliges Waschen der Partikel mit je 1
mL H,O wurde der Uberschuss an Glutardialdehyd nach Reaktionsende entfernt. In einen
weitere Waschschritt wurden die aktivierten SIMAG-MeCl Partikel noch mit 1 mL 1x PBS-
Losung gewaschen und anschlieBend in 1 mL PBS-Puffer bei T=7 °C bis zur Enzymimmo-
bilisierung im Kiihlschrank gelagert.
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6. Enzymimmobilisierung an oberflachenmodifizierten SIMAG-

Partikeln
Durch die Oberflichenmodifizierung der SIMAG-MeCl Partikel mit unterschiedlichen Spa-

cern sollen die sterischen und konformativen Belastungen des Enzyms bei der kovalenten
Immobilisierung verringert werden. Ziel der Untersuchungen ist, durch den Einbau von
Spacern zwischen Enzym und Partikeloberfliche, die Restaktivitit des immobilisierten «-

Chymotrypsins zu erhdhen und so die Effektivitdt der Immobilisate zu steigern.

6.1 Einfluss der Spacer auf das Immobilisierungsergebnis

Fiir die Immobilisierung von «-Chymotrypsin iiber verschiedene Spacer ist vor allem die re-
sultierende Restaktivitdt von Bedeutung. Dabei muss das Enzym nach seiner Immobilisie-
rung lber die verschiedenen Spacer einerseits in ausreichender Menge, andererseits aber
auch in einer aktiven Form vorliegen.

Um den Einfluss der Spacerldnge auf das Immobilisierungsergebnis bewerten zu konnen,
wurde o-Chymotrypsin auf SIMAG-MeCl Partikeln immobilisiert, deren Oberfliche zuvor
mit unterschiedlich langen Spacern belegt und mit Glutardialdehyd aktiviert worden war.
Die Immobilisierung des Enzyms erfolgte unter Standardreaktionsbedingungen (vgl. Kapitel
11.1.1, S. 116) mit einer Enzymkonzentration von 0,5 mg/mL.

Die mit den jeweiligen Spacern erreichten Mengen immobilisierten Enzyms sind in

Abbildung 6.1-1 graphisch dargestellt.

1,6-Diaminohexan
[ Jeffaming® HK-515

1 | B Ethyleneamine E-100
451 | Il o,0Bis-amino PEG

[vg/mg Partikel]

immobilisierte Enzymmenge

04 . : ;
1 2 3 4
Laufende Nummer des Spacers (vergl. Tabelle 5.1-1)

Abbildung 6.1-1: Vergleich der immobilisierten a-Chymotrypsinmenge auf oberfldchenmodifizierten
SiMAG-MeCl Partikeln, Immobilisierungsbedingungen. c,y=0,5 mg/mL, T=20 °C,
t=3 h, 850 rpm
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Die hochste Bindungskapazitit besitzen die Magnetpartikel, die mit dem Ethyleneamine E-

100 Spacer modifiziert wurden. Der Einbau dieses Spacer fiihrt zu einer immobilisierten
Enzymmenge von 44 ng pro mg Magnetpartikel. 33 pg «-Chymotrypsin/mg Trigermatrix
konnen auf den mit Jeffamine® HK-511 Spacer modifizierten SIMAG-Partikeln immobili-
siert werden, was einer um 25 % geringeren Bindungskapazitéit entspricht. Die Immobili-
sierung tiiber 1,6-Diaminohexan bzw. o,m-Bis-amino PEG Spacer fiihrt zu den geringsten
Beladungen der modifizierten SIMAG-MeCl Partikel. Mit Enzymmengen von 23 pg/mg

Partikel bzw. 19 ng/mg Partikel wird auf diesen Partikeln nur etwa die Hélfte der Enzym-
menge immobilisiert, die bei der Anbindung des Enzyms iiber den Ethyleneamine E-100
Spacer gebunden wird.

Auffillig ist, dass keine Korrelation der Spacerlidnge mit der Bindungskapazitit der modifi-
zierten Partikel erkennbar ist. Der Grofenzuwachs der Partikel durch die Beschichtung mit
unterschiedlich langen Spacern ist anscheinend nicht ausreichend grof3 genug, um mehr En-
zym auf der Partikeloberfliche zu binden. Dies erkldrt aber noch nicht, warum die Enzym-
beladung bei allen spacermodifizierten Partikeln geringer ist, als bei der Enzymimmobilisie-
rung direkt auf der Partikeloberfldche.

Eine Ursache fiir diese Beobachtung liegt moglicherweise in dem unterschiedlichen Reakti-
onsmechanismus der Immobilisierung. Die gewéhlten Immobilisierungsparameter waren fiir
die Enzymimmobilisierung an die Chlormethyl-Gruppe optimiert. Bei den spacermodifizier-
ten Magnetpartikeln steht diese jedoch flir die kovalente Anbindung nicht mehr zur Ver-
fligung. Die modifizierte Partikeloberfldche tragt nach der Aktivierung nur noch Aldehyd-
gruppen als funktionelle Bindungsstellen fiir das Enzym, so dass der nucleophile Angriff der
Amino-Gruppen des Enzyms nur noch an einem Carbonylkohlenstoffatom erfolgen kann.
Die Geschwindigkeit der nucleophilen Substitution hingt mafB3geblich von der Natur der
Austrittsgruppe ab. Dabei wird die Austrittsbereitschaft der abgehenden Gruppe von Fak-
toren wie z. B. der Stirke ihrer Bindung, der Polarisierbarkeit der Bindung und der
Stabilitdt der freien Abgangsgruppe bestimmt [Sykes, 2001]. Halogenid-Anionen sind aus
diesen Griinden gute Abgangsgruppen, so dass die Substitution durch die Aminogruppe bei
der Enzymimmobilisierung leicht ablduft. Ganz anders ist das bei der Anbindung des
Enzyms an die Carbonylgruppe. Hierbei handelt es sich um eine Kondensationsreaktion, die
im allgemeinen sdurekatalysiert ablduft [Streitwieser; Heathcock, 1986]. Da die Immobili-
sierung in wéssriger Losung durchgefiihrt wird, ist damit zu rechnen, dass sich der Wasser-

austritt bei der Anbindung des Enzyms an die Carbonylgruppe des Glutardialdehyds negativ
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auf die Lage des Reaktionsgleichgewichtes auswirkt. Die Geschwindigkeit dieser Reaktion
ist auBerdem stark vom pH-Wert der Reaktionslosung abhingig, da er den Protonierungs-
grad und damit die Nucleophilie der Aminogruppe erheblich beeinflusst. So konnte durch
eine, der nucleophilen Addition angepasste, Wahl der Immobilisierungsparameter mogli-
cherweise eine groflere Bindungskapazitit erreicht werden. Bei unterschiedlichen Immobi-
lisierungsbedingungen wére dann allerdings die unmittelbare Vergleichbarkeit des Immobi-
lisierungsergebnisses mit den Proben der unmodifizierten SIMAG-MeCl Partikel nicht mehr
gegeben.

Neben der Menge des auf den modifizierten Magnetpartikeln immobilisierbaren «-Chymo-
trypsins ist die enzymatische Aktivitit der erhaltenen Immobilisate fiir die Beurteilung des
Immobilisierungserfolges von besonderem Interesse. Um die Effizienz der Immobilisate
beurteilen zu konnen, wurden die Aktivitdten der Immobilisate mit dem BTEE-Assay unter
Standardversuchsbedingungen bestimmt (vgl. Kapitel 11.1.3, S. 117). Die Ergebnisse der
Aktivitdtsuntersuchung sind in Abbildung 6.1-2 dargestellt.

1,6-Diaminchexan
I Jeffarring® HK-515
B Ethyleneamine E-100
6 I o,>Bis-amino PEG

spezifische Restaktivitdt [U/mg]
w IN

0 T T
1 2 3 4
Laufende Nummer des Spacers (vergl. Tabelle 5.1-1)

Abbildung 6.1-2: Vergleich der Restaktivititen des immobilisierten o-Chymotrypsins in Abhdngigkeit des
bei der Oberfldchenmodifizierung aufgebrachten Spacers

Die groBte spezifische Restaktivitidt mit einem Wert von 6,8 U/mg wird durch die Oberfli-
chenmodifizierung mit dem kurzkettigen 1,6-Diaminohexan erreicht. Etwas mehr als 80 %
dieser Aktivitdt wird bei den Immobilisaten der o,w-Bis-amino PEG modifizierten SIMAG-
Partikel gemessen. Hier betrdgt die spezifische Restaktivitidt des immobilisierten Enzyms
4,9 U/mg. Die geringsten Restaktivitdten besitzen die Immobilisate der mit Jeffamine ® HK-
511 und Ethyleneamine E-100 Spacern beschichteten Partikel mit nahezu gleichgrof3en
Restaktivititen von 3,4 U/mg und 3,6 U/mg.
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Wie schon bei der Bindungskapazitit der oberflichenbehandelten Magnetpartikel beobach-
tet wurde, stehen auch die Werte der spezifischen Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms
in keinem direkten Zusammenhang mit der Kettenlénge des verwendeten Spacers.
Allerdings wird durch die Ergebnisse dieser Versuche deutlich, dass entsprechend der zu
Beginn der Untersuchungen bestehenden Erwartungen, das Ziel, die Katalyseeffizienz des
an SiMAG-Partikel immobilisierten «-Chymotrypsins durch die Einfiihrung der Spacer
zwischen Partikeloberfliche und Enzym zu steigern, in vollem Umfang erreicht wurde. Die
spezifischen Aktivitdten der oberflichenmodifizierten Immobilisate sind um den Faktor 1,75
— 3,0 grofer, als die des direkt an die Partikeloberfliche gebundenen Enzyms.

Die Oberflaichenmodifizierung der Magnetpartikel mit Spacermolekiilen flihrte zusétzlich zu
der durch die Optimierung der Immobilisierungsparameter erreichten Aktivitdtssteigerung,

zu einem Aktivititszuwachs der Immobilisate von 1,5 — 4,1U/mg.

6.2 Charakterisierung von immobilisiertem o-Chymotrypsin

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften der spacermodifizierten Immobilisate
wurden im Vergleich zum direkt an die Partikeloberfliche gebundenen Enzym, durch ver-
schiedene Stabilitatsversuche bestimmt. Bei den Untersuchungen zur Charakterisierung der
spacermodifizierten Immobilisate wurden allerdings ausschlieBlich die mit 1,6-Diaminohex-
an und o,w-Bis-amino PEG modifizierten Immobilisate untersucht, da sie die groften spe-
zifischen Restaktivitdten besitzen. Gleichzeitig reprasentieren sie den Grenzfall eines kurzen
und eines langen Spacers. Die beiden anderen Immobilisate wurden nicht weiter charakteri-
siert, da die Enzymimmobilisierung iiber Jeffamine® HK-515 bzw. Ethyleneamine E-100
Spacer zu deutlich geringeren spezifischen Restaktivititen des immobilisierten o-Chymo-

trypsins fiihrt, und deshalb weniger effektiv ist.

6.2.1 Langzeitstabilitat der spacermodifizierten Immobilisate

ODb aus der Modifizierung der Partikeloberfliche mit Spacern eine erhohte Langzeitstabilitat
der Immobilisate resultiert, soll durch Aktivitdtsuntersuchungen nach entsprechenden La-
gerungszeiten bei einer Lagerungstemperatur von T=20 °C untersucht werden.

Dazu wurde die enzymatische Aktivitdt der Immobilisate nach einer Lagerungsdauer von 0,
2, 4, 7 und 10 Wochen mittels BTEE-Assay unter Standard-Versuchsbedingungen (vgl.
Kapitel 11.1.3, S. 117) bestimmt. In Abbildung 6.2-1 sind die Ergebnisse der Aktivititsun-
tersuchungen graphisch dargestellt. Zur Herstellung der Immobilisate erfolgte die Enzym-
immobilisierung zuvor unter den in Kapitel 11.1.1 (S. 116) beschriebenen Immobilisie-

rungsbedingungen.
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Abbildung 6.2-1: Langzeitverhalten der enzymatischen Restaktivitdit bei unmodifizierten, mit 1,6-Diamino

hexan und mit Polyethylenglykol modifizierten SIMAG-MeCl Immobilisaten

Die schlechtesten Ergebnisse bei diesen Untersuchungen zeigen die unmodifizierten
SiIMAG-Partikel, da die spezifische Restaktivitdt beider spacermodifizierten Immobilisate
iiber den gesamten beobachteten Lagerungszeitraum mindestens doppelt so grof3 ist. Durch
den Einbau der Spacer vergrofert sich der Abstand zwischen Enzym und Partikeloberflé-
che, so dass das aktive Zentrum des «-Chymotrypsins fiir das Substrat besser zugénglich
wird. Nur wenn das aktive Zentrum des immobilisierten Enzyms weit genug vom Trégerma-
terial entfernt ist, kann es von allen Seiten vom Substrat erreicht werden. Die verbesserte
Substratzugénglichkeit stellt wahrscheinlich die Hauptursache fiir die verbesserte Restakti-
vitdt nach der Spacermodifizierung dar.

Die Spacer sollten aber nicht nur den Abstand des Enzyms zur Partikeloberfldche vergro-
Bern, sondern auch als flexible Verbindung zur starren Oberfliche der Magnetpartikel die-
nen. Durch die Flexibilitdt der Spacerketten sollen neben den sterischen auch die konforma-
tiven Belastungen des immobilisierten «x-Chymotrypsins verringert werden. Dies fiihrt dann
nicht nur zu einer gesteigerten Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms, sondern auch zu
einer verbesserten Standzeit der Immobilisate.

Wie in Abbildung 6.2-1 gut zu erkennen ist, ist der Aktivitdtsverlauf der mit 1,6-Diamino-
hexan Spacer oberflaichenbeschichteten Partikel dem der unbehandelten SIMAG-MeCl Par-
tikel sehr dhnlich. Beide Immobilisate verlieren innerhalb der ersten zwei Lagerungswochen
einen Grofteil ihrer enzymatischen Aktivitdt, wobei der Aktivitdtsverlauf exponentiell ab-
fillt. Durch den Einbau des 1,6-Diaminohexan Spacers ist die Aktivitdtsabnahme jedoch

wesentlich geringer als bei den unmodifizierten Magnetpartikeln. Die unmodifizierten Im-
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mobilisate verlieren innerhalb von zehn Wochen iiber 85%, die der mit dem kurzkettigen
Spacer modifizierten Partikel nur etwa 48 % ihrer anfinglichen Enzymaktivitat.

Der stabilisierende Einfluss des o,w-Bis-amino PEG Spacers auf das immobilisierte «-
Chymotrypsin unterscheidet sich deutlich von dem des 1,6-Diaminohexan Spacers, was am
sigmoidalen Aktivitdtsverlauf der entsprechenden Immobilisate in Abbildung 6.2-2 deutlich
erkennbar ist. Die mit dem o, -Bis-amino PEG oberflichenmodifizierten Immobilisate zei-
gen innerhalb der ersten vier Wochen fast keine Aktivitidtsabnahme. Zwischen der vierten
bis sechsten Lagerungswoche verlieren die Immobilisate dann allerdings massiv an enzyma-
tischer Aktivitdt und besitzen nach sechswochiger Lagerung bei 20 °C nur noch 43% ihrer
zu Versuchsbeginn gemessenen Restaktivitét.

Nach 10 Wochen besitzen beide mit Spacer beladenen Partikelsorten noch 35% ihrer an-
fanglichen Aktivitdit. Demnach ist die beobachtete Langzeitstabilitdt bei den Immobilisaten
mit o,0-Bis-amino PEG Spacer trotz unterschiedlichem Aktivititsverlauf nach dieser Lage-
rungsdauer nicht grofer als die der mit 1,6-Diaminohexan modifizierten Magnetpartikel.
Auf den unmodifizierten MeCl-Partikel waren nach einer Lagerungsdauer von 10 Wochen
nur noch 7% der anfinglichen Restaktivitdt nachzuweisen. Der konformationsstabilisierende
Einfluss der Spacer auf das immobilisierte Enzym und die dadurch erhohte enzymatische
Restaktivitit der Immobilisate ist bei beiden Spacern deutlich nachzuweisen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der vorangegangenen Untersuchungen an spacermodifi-
zierten SIMAG-MeCl-Partikeln (vgl. Kapitel 6.1 und 6.2, S. 69), hat die Wahl des Spacers
erhebliche Auswirkungen auf den Verlauf der Lagerungsstabilitdt der Immobilisate. Inwie-
weit diese auf die unterschiedliche Kettenlinge oder ggf. auf andere Eigenschaften der
Spacer zuriickzuflihren sind, kann anhand der Ergebnissen der in diesem Kapitel beschrie-
benen Versuche nicht abschlieBend geklart werden. Hierzu wéren weitere Versuche not-
wendig gewesen, die im Rahmen dieser Arbeit allerdings nicht durchgefiihrt werden konn-

ten.

6.2.2 Temperaturverhalten der spacermodifizierten Immobilisate

Nachdem im vorangegangenen Kapitel die durch die Einfiihrung der Spacer bewirkten
Veridnderungen auf die Langzeitstabilitit der Immobilisate dargestellt wurde, soll im Fol-
genden das Temperaturverhalten der spacermodifizierten Immobilisate beschrieben und mit
dem des direkt an die Oberfliche der SIMAG-MeCl Partikel gebundenen «-Chymotrypsins
verglichen werden. Die Herstellung der einzelnen Immobilisate erfolgte unter Standardbe-

dingungen (vgl. Kapitel 5, S.66).
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Die spezifischen Restaktivitdten der einzelnen Immobilisate wurden anschlieBend mittels
BTEE-Assay bei Reaktionstemperaturen von T=20-60 °C bestimmt. Abbildung 6.2-2 zeigt

die Ergebnisse dieser Versuche.
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Abbildung 6.2-2: Temperaturabhdngigkeit der spezifischen Aktivitit des auf unmodifizierten, mit 1,6-Di-

aminohexan und mit Polyethylenglykol modifizierten MeCl-Partikeln immobilisierten -

Chymotrypsins

Das direkt an die Partikeloberfliche immobilisierte -Chymotrypsin besitzt ein ausgeprégtes
Temperaturoptimum bei 37 °C. Das Enzym erfihrt durch die Immobilisierung keine er-
kennbare Temperaturstabilisierung und zeigt den gleichen Temperaturverlauf seiner Aktivi-
tit wie das native x-Chymotrypsin.

Ganz anders sieht der Temperaturverlauf der Aktivitdt der beiden spacermodifizierten Im-
mobilisate aus. Der 1,6-Diaminohexan Spacer hat zwar ebenfalls keinen temperaturstabili-
sierenden Einfluss auf das immobilisierte Enzym, doch ist bei den entsprechend oberfli-
chenbehandelten Partikeln auch kein Temperaturoptimum im untersuchten Temperaturbe-
reich erkennbar. Mit steigender Temperatur fillt die enzymatische Aktivitidt dieser Partikel
kontinuierlich. So betrdgt die spezifische Restaktivitit des immobilisierten o-Chymotrypsins
bei einer Reaktionstemperatur von T=20 °C £=6,8 U/mg. Eine Temperaturerhohung um
10 °C fiihrt bei diesen Immobilisaten zu einem deutlichen Aktivitdtsverlust von iiber 25 %.
Bei einer Reaktionstemperatur von 40 °C, die leicht {iber dem Temperaturoptimum des di-
rekt an die Partikeloberfliche gebundenen «x-Chymotrypsins liegt, besitzt das iiber den 1,6-
Diaminohexan Spacer gebundene Enzym nur noch eine Restaktivitit von £=4 U/mg. Das
entspricht weniger als 60 % seiner spezifischen Restaktivitidt bei 20 °C. Die bei einer Reak-

tionstemperatur von T=60 °C noch nachzuweisende enzymatische Aktivitit dieser Immobi-
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lisate liegt mit A=2,3 U/mg noch einmal knapp 25 % niedriger.

Wird das «-Chymotrypsin allerdings iiber a,m-Bis-amino PEG Spacer an die Partikel ge-
bunden, hat dies einen erheblichen, stabilisierenden Einfluss auf das Temperaturverhalten
des Enzyms. Wie in Abbildung 6.2-2 ersichtlich, nimmt mit steigender Temperatur auch die
Aktivitdit der Immobilisate zu. Die spezifische Restaktivitdt des immobilisierten «x-Chymo-
trypsins steigt um iiber 10 % von 5 U/mg bei einer Temperatur von T=20 °C auf 5,6 U/mg
bei T=60 °C. Oberhalb einer Reaktionstemperatur von 30 °C besitzen diese Partikel die
grofBite spezifische Aktivitdt aller drei untersuchten Immobilisate.

Aus der Literatur ist bekannt, dass es im Temperaturbereich von 0-60°C zu reversiblen Be-
wegungen ganzer Enzymsegmente kommen kann. Dieses Phidnomen ist bei aktiven Enzy-
men normal, da die Bewegungen fiir die Substratanbindung, Katalyse oder Produktfreiset-
zungen notwendig sind. Obwohl das «-Chymotrypsin eine gewisse Bewegungsfreiheit be-
sitzt, wird die Konformation durch ein komplexes Gleichgewicht von intramolekularen
Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophoben, ionischen und van der
Waals Wechselwirkungen bestimmt. Treten ab einer bestimmten Temperatur dann zusétzli-
che, thermisch bedingte, intramolekulare Bewegungen auf, kann das zum Verlust der Se-
kunddr- und Tertidrstruktur des Enzyms fiihren. Das Enzym denaturiert und liegt dann zu-
nehmend in einer inaktiven Form vor. Diese denaturierenden Bewegungen werden bei der
Immobilisierung des Enzyms durch die Fixierung an einem starren Trager vermindert.
Gleichzeitig wird durch die kovalente Immobilisierung allerdings das Gleichgewicht der
nichtkovalenten, intramolekularen Wechselwirkungen, die die Enzymkonformation maB-
geblich bestimmen, nachhaltig beeinflusst. Das Enzym wird durch die kovalente Anbindung
deformiert und ist einer konformativen, aktivititsmindernden Belastung ausgesetzt. Durch
die Immobilisierung des «-Chymotrypsins direkt an der Partikeloberfliche iiberwiegt die
Deformation der dreidimensionalen Enzymstruktur gegeniiber dem stabilisierenden Effekt
der Immobilisierung. Wie in den vorangegangenen Kapiteln bereits diskutiert und auch
durch die Ergebnisse der vorangegangenen Immobilisierungsversuche gezeigt wurde (vgl.
Kapitel 4.4.2.1, S. 63), fiihrt dies zu einem deutlichen Aktivitdtsverlust. Mit steigender
Temperatur nimmt die konformative Belastung des immobilisierten Enzyms aufgrund der
einsetzenden, thermisch bedingten Schwingungen weiter zu. Dies flihrt zur weiteren Ab-
nahme der Aktivitdt des immobilisierten Enzyms. Dabei werden die aktivititsmindernden
Einfliisse nur zum Teil durch die Erhohung der Reaktionsgeschwindigkeit mit steigender

Temperatur kompensiert. Das beobachtete Temperaturoptimum des immobilisierten «-Chy-
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motrypsins resultiert schlieflich aus dem Zusammenspiel dieser beiden Effekte (vgl. Kap.
2.1.3, S.8).

Ahnlich ist dies bei der Anbindung des Enzyms iiber den 1,6-Diaminohexan Spacer. Der
Spacer besitzt aufgrund seiner geringen Kettenlidnge keine ausreichende Flexibilitdt, um die
temperaturbedingten, die Enzymstruktur destabilisierenden Bewegungen der Enzymseg-
mente abzufangen und so die konformative Belastung und die Deformierung des immobili-
sierten x-Chymotrypsins entscheidend zu verringern. Die Immobilisate besitzen zwar tiber
den gesamten, untersuchten Temperaturbereich eine hohere Restaktivitét, als die des direkt
an die Partikeloberfliche gebundenen Enzyms, sind aber gegeniiber erhohten Reaktions-
temperaturen in ihrer enzymatischen Aktivitdt nicht bestindig.

Im Gegensatz dazu besitzt der a,-Bis-amino PEG Spacer eine ausreichend grofie Flexibi-
litdt und ermoglicht so die konformationsschonendste Immobilisierung des «-Chymotryp-
sins. Die thermischen, intramolekularen Bewegungen des Enzyms konnen durch den lang-
kettigen Spacer gut abgefedert werden. Offenbar fiihrt dies zu einer Verringerung der De-
stabilisierung und infolgedessen auch der Denaturierung und zu einer besseren Temperatur-
stabilitit. Durch nichtkovalente Wechselwirkungen des Enzyms mit dem o,w-Bis-amino
PEG Spacer wird die Konformation des immobilisierten «-Chymotrypsins moglicherweise
zusétzlich stabilisiert und seine Temperaturbestidndigkeit weiter erhoht. Der aktivierende
Einfluss der Reaktionstemperatur auf die Enzymaktivitdt wird so in deutlich geringerem
Ausmal} durch die Enzymdenaturierung kompensiert, als dies bei der direkten oder iiber den
kurzkettigen 1,6-Diaminohexan Spacer erfolgenden Anbindung an die Partikeloberfliche
beobachtet wird.

6.2.3 pH-Stabilitit der spacermodifizierten Immobilisate

Der Effekt der unterschiedlichen Spacer wurde ebenfalls in Hinsicht auf die pH-Stabilitat
der erhaltenen Immobilisate in einem Bereich von pH 5 bis pH 9 untersucht. Dazu wurden
10 mg Immobilisat fiir 1 h bei Raumtemperatur in 2 mL Puffer mit den entsprechenden pH-
Werten gelagert. AnschlieBend wurde mittels BTEE-Assay die Aktivitdt der Immobilisate
unter Standardbedingungen bestimmt (vgl. Kapitel 11.1.3, S. 117). Abbildung 6.2-3 zeigt
die spezifische Aktivitdt der Immobilisate in Abhidngigkeit des pH-Wertes.

Im Vergleich zum direkt an die MeCl-Gruppe der SIMAG-Partikel gebundenen «-Chymo-
trypsin ist durch die Modifizierung der Partikeloberflache mit Spacern ein deutlich groBerer
Aktivitatserhalt zu verzeichnen. Die spacermodifizierten Immobilisate besitzten iiber den ge-

samten untersuchten pH-Bereich eine etwa dreimal groere spezifische Restaktivitét als das
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direkt an der Oberflache der Magnetpartikel fixierte Enzym.

—m— unmodifizierte SIMAG-MeCl Partikel
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Abbildung 6.2-3: Abhdngigkeit der spezifischen Restaktivitit des immobilisierten o-Chymotrypsins nach

einstiindiger Inkubation vom pH-Wert

Sowohl das iiber den 1,6-Diaminohexan Spacer immobilisierte «-Chymotrypsin als auch
das direkt an die Partikeloberfliche gebundene Enzym besitzen ein Optimum der spezifi-
schen Aktivitdt bei pH=8. Dabei ist das Optimum bei den Immobilisaten mit spacermodifi-
zierter Oberfliche deutlich stirker ausgepréigt als beim direkt an der Partikeloberfliche ge-
bundenen «-Chymotrypsin. Das native Enzym weist ebenfalls im gleichen pH-Bereich ein
Aktivitdtsmaximum auf, so dass die Immobilisierung bei diesen Immobilisaten zu keinem
verdanderten pH-Verhalten flihrt. Die Mikroumgebung des immobilisierten Enzyms bleibt
demnach durch die Tridgermatrix bzw. den Spacer unbeeinflusst.

Eine deutlich andere pH-Abhdngigkeit der spezifischen Aktivitit wird bei dem iiber den
o,-Bis-amino PEG Spacer immobilisierten «-Chymotrypsin beobachtet. Diese Immobi-
lisate besitzen bei pH=6 ihre groflte enzymatische Aktivitdt. Die Mikroumgebung des En-
zyms wird also durch die beiden Spacer unterschiedlich beeinflusst.

Ursache fiir das beobachtete pH-Verhalten der a,w-Bis-amino PEG Immobilisate kann die
Immobilisierung des Enzyms selbst sein. Moglicherweise wird ein Teil der endstéindigen
Aminogruppen des Enzyms durch die kovalente Verknilipfung mit der Trigermatrix
blockiert und so die intramolekulare Beweglichkeit des «-Chymotrypsins eingeschrankt.
Der destabilisierende Einfluss des verdnderten Protonierungsgrades, dessen Ausmall vom
pH-Wert der Reaktionslosung abhéngig ist, kann sich aufgrund dieser eingeschrinkten
Beweglichkeit einzelner Enzymsegmente weniger stark auswirken. Es resultiert eine erhdhte

pH-Stabilitit.
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Denkbar ist allerdings auch, dass die Struktur des a,w-Bis-amino PEG Spacers zur beob-
achteten Verdnderung des pH-Verhaltens flihrt. Der o,w-Bis-amino PEG Spacer ist ein
Polyether, der das in den sauren Bereich verschobene pH-Optimum des immobilisierten «-
Chymotrypsins verursachen kann. Ether sind zwar weniger basisch als Wasser, besitzen aber
eine um mehrere Zehnerpotenzen hohere Basizitét als beispielsweise Aldehyde oder Ke-
tone [Streitwieser; Heathcock, 1986]. Werden die Sauerstoffatome des Spacers protoniert,
sinkt die lokale Protonenkonzentration in der Mikroumgebung des Enzyms. Der unmittelbar
am immobilisierten «-Chymotrypsin vorherrschende pH-Wert wire dann geringer als in der
Reaktionslosung, wodurch sich die Verschiebung des pH-Optimums in den sauren Bereich

erklart.
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7. MagPrep®-Partikel

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit wurden die Immobilisierungsversuche an den
MagPrep®-Partikeln der Firma Merck durchgefiihrt. Da diese Magnetpartikel keine funk-
tionellen Ankergruppen fiir die kovalente Enzymimmobilisierung auf ihrer Oberfliche tra-
gen, miissen sie durch geeignete Oberflaichenmodifizierung fiir die Anbindung des Enzyms
aktiviert werden.

Die aktivierende Oberflichenmodifizierung der MagPrep®-Partikel erfolgte durch Silanisie-
rung. Es wurden verschiedene Silanisierungskomponenten eingesetzt, um unterschiedliche
funktionelle Ankergruppen, einen unterschiedlichen Abstand der Ankergruppen zur Parti-
keloberflache und eine variierende Oberflichendichte der Bindungsanker zu generieren.

Eine der verwendeten Silanisierungskomponenten war Glycidyloxypropyltrimethoxysilan,
wodurch Oxirangruppen auf die Partikeloberfldche aufgebracht wurden (vgl. Kapitel 7.3 &
7.4, S. 83).

Durch die Silanisierung mit N-(6-Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan (vgl. Kapitel
7.5, S. 90) wurden Aminogruppen fiir die kovalente Enzymimmobilisierung auf der Parti-
keloberfliche bereitgestellt. Die derart modifizierten MagPrep®-Partikel besitzen nach der
Oberflichenmodifizierung die gleichen Bindungsanker wie die SIMAG-Partikel, so dass die

Immobilisierungsergebnisse gut miteinander vergleichbar sind.

7.1 Modellrechnung zur maximal méglichen Beladung von MagPrep®-

Partikeln mit a-Chymotrypsin

Zur Abschitzung der maximal moglichen Beladung von MagPrep®-Partikeln mit «-Chymo-
trypsin wurde anhand des in Kapitel 4.1 (S. 33) bereits vorgestellten vereinfachenden
Modelles berechnet, wie viele Enzymmolekiile auf der Partikeloberfliche Platz finden.

Der Flichenbedarf eines einzelnen «-Chymotrypsinmolekiils betragt Agnym= 2-10"7 m? (vgl.
Gleichung (4.1-3), S. 34). MagPrep®-Partikel besitzen nach Angabe des Herstellers eine
Oberfliche zwischen 14 und 25 m’/g, so dass unter Beriicksichtigung einer Oberfla-
chenbelegung von 75%, eine immobilisierbare Stoffmenge an «-Chymotrypsin von 0,87-

1,57 nmol pro mg Partikel errechnet werden kann.

1,4-10721112 14 Zyy
4m: m . 0,75 = 5,25 - 10 5 nl4 mt NA = 0,87111’)10[,‘ (7.1—13)
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1072 0.2 Z, -
=210 M 4 95-934-10; .= = 15Tnmol. (7.1-16)
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Unter Berticksichtigung der Molmasse des «x-Chymotrypsins von Mr=25 kDa fiihrt dieses
Rechenmodell zu einer maximal immobilisierbaren Enzymmenge von 22-40 pg/mg Mag-

Prep®-Partikel.

7.2 Titrations-Assay zur quantitativen Detektion der Oxirangruppen

Nach erfolgter Oberflichenaktivierung der MagPrep®-Partikel soll das Enzym kovalent an
die Partikel gebunden werden. Um die Beladungskapazitit der Partikel mit Enzym voll-
standig ausschopfen zu konnen, muss allerdings sichergestellt sein, dass fiir die Immobili-
sierung von x-Chymotrypsin ausreichend viele Ankergruppen auf der Partikeloberfliche
verfiigbar sind.

Aus diesem Grund musste eine Analysemethode etabliert werden, die es ermdglicht, die
Menge der durch die Silanisierung auf den Partikeln aufgebrachten Epoxidfunktionen zu
bestimmen. Zur Quantifizierung des Modifizierungserfolges erwies sich hierbei die acidime-
trische Bestimmung der Epoxidgruppen mittels Natriumthiosulfat/HCl als grundsitzlich
zuverldssig. Die genaue Versuchsanleitung zum Titrations-Assay ist im Anhang (vgl. Ka-
pitel 11.1.5, S. 118) aufgefiihrt.

Abbildung 7.2-1 zeigt graphisch den Reaktionsmechanismus, der dieser Analysemethode
zugrunde liegt. Das Thiosulfat-lon addiert nucleophil unter Ring6ffhung an das Oxiran-
ringsystem, wobei pro Epoxidgruppe ein Hydroxid-lon freigesetzt wird. Um den pH-Wert
der Reaktionslosung iiber den gesamten Reaktionszeitraum konstant bei pH=7 zu halten,
wird durch einen Titrationsautomaten kontinuierlich verdiinnte Salzséure zutitriert. Die am
Reaktionsende verbrauchte Menge Salzsiure entspricht dann der auf den eingesetzten Mag-

netpartikeln vorhandenen Menge an Oxirangruppen.
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Abbildung 7.2-1: Reaktionsschema zur acidimetrischen Bestimmung der Epoxidgruppen auf der Ober-
fliche der Magnetpartikel

Da die Magnetpartikel nur in begrenzter Menge zur Verfligung standen, musste der Titra-
tions-Assay qualifiziert werden, bevor er zur Quantifizierung der epoxy-funktionellen An-

kergruppen auf den modifizierten MagPrep®-Partikeln eingesetzt werden konnte. Dazu
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wurden Versuche mit 1,2 Propylenoxid und Eupergit C250 L durchgefiihrt. Durch den
Einsatz unterschiedlich groer Mengen der preiswerten Epoxid-Komponenten konnte die
Zuverléssigkeit und Reproduzierbarkeit dieses Analyseverfahrens iiberpriift und die Ver-
suchsparameter den Erfordernissen angepasst werden.

Abbildung 7.2-2 zeigt die Ergebnisse der Titration mit Eupergit C250 L. Deutlich ist der
Sattigungsverlauf der Titrationskurven erkennbar. Nach einer Reaktionsdauer von zwei
Stunden war die Reaktion mit den Epoxidgruppen zwar noch nicht vollstédndig abgeschlos-
sen, aber es wurde bereits ein Umsatz von mehr als 90 % erreicht. Um einen vollstédndigen
Umsatz zu erzielen und einen zuverldssigen Wert fiir die Anzahl der Ankergruppen auf der
Partikeloberfliche zu erhalten, wurde die Reaktionszeit bei der Oxiran-Titration an den si-

lanisierten MagPrep®-Partikeln auf 6 h heraufgesetzt (vgl. Kapitel 11.1.5, S.118).

—— 19 Eupergit
—— 0,5 g Eupergit
—— 0,3 g Eupergit

Zugegebenes Volumen HCI (0,1 M)  [m]

——r—r— T
00:00 00:15 00:30 0045 01:00 01:15 01:30 0145 02:00
Zeit [h:min]

Abbildung 7.2-2: Titration der Epoxidgruppen auf Eupergit C250 L Partikeln zur Qualifizierung des
Titrations-Assays (—- maximaler, theoretischer Verbrauch an HCI bei Umsatz aller
Oxirangruppen)
Die Reproduzierbarkeit der Titration wurde an drei Proben mit 0,3 g Eupergit-Partikeln
untersucht, da hier die geringste Menge an Oxirangruppen eingesetzt wurde. Der relative
Messfehler bei der quantitativen Bestimmung der Oxirangruppen ist bei diesen Proben
folglich am groBten (,, worst case “ -Betrachtung).
Aus den drei Messungen dieser Proben wurde dazu die Standardabweichung der erhaltenen
HCI-Verbriauche nach folgender Formel berechnet:
SD:\/ l 'i(Xl_)_()z
n—1 = : (7.2-1)

mit X = arithmetisches Mittel der erhaltenen Messwerte,

X, = Messwert bei der Probe i, n= Anzahl der Proben.
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Sie betrug SD=+0,032 mL. Der relative Fehler bei der Titration der Epoxidgruppen auf den

Partikeln ist demnach kleiner als +5 %.

7.3 Oberflichenfunktionalisierung der MagPrep®-Partikel mit Glycidyloxy-

propyltrimethoxysilan

In diesem Kapitel sollen die Arbeiten zur Silanisierung der MagPrep®-Partikel dargestellt
werden. Um die MagPrep®-Partikel fiir die Enzymimmobilisierung vorzubereiten, muss die
Partikeloberfliche vorab mit funktionellen Gruppen ausgestattet werden. Diese sollen die
kovalente Anbindung des Enzyms direkt an die Partikeloberfliche ermoglichen, ohne dass
ein weiterer Aktivierungsschritt notwendig ist. Als Ankergruppen wurden Epoxidfunktionen
ausgewahlt. Diese besitzen aufgrund der hohen Ringspannung eine ausreichend hohe Reak-
tivitdt, um die Immobilisierung unter milden Reaktionsbedingungen durchfiihren zu kénnen.
So kommt es bei der Oberflichenmodifizierung der MagPrep®-Partikel mit Glycidyloxy-
propyltrimethoxysilan unter Ringdffnung zu einer Umesterung, bei der die Hydroxid-
gruppen auf der Oberfliche der Magnetpartikel mit den Methoxygruppen der Silanisie-
rungskomponente reagieren (Abbildung 7.3-1).

Die Silanisierung der Magnetpartikel erfolgte mit 0,6 mmol Glycidyloxypropyltrimethoxy-
silan/g MagPrep®-Partikel fiir 2 h bei 80 °C. Eine detaillierte Standard-Versuchsbeschrei-
bung ist im Anhang (Kap. 11.1.4, S. 118) aufgefiihrt.

OH MeO O

Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
(M, = 236,34 g/mol)

S Q

\ OH  MeO O x o o)
§ oH + Meo>3i/\/°\/A - § C,ls,i__/\/o\/A
§ -3 MeOH § /

AN N

Abbildung 7.3-1: Oberflichensilanisierung von MagPrep®-Partikeln mit Glycidyloxypropyl-

trimethoxysilan

7.3.1 Acidimetrische Bestimmung der Epoxidgruppen auf den silanisierten Magnet-
partikeln

Nachdem die Versuchsbedingungen fiir den acidimetrischen Titrations-Assay zur Quantifi-

zierung der aufgebrachten Epoxidfunktionen angepasst und die Fehlerbreite bestimmt war,

wurde der Silanisierungserfolg an den mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan oberflichen-

modifizierten MagPrep®-Partikeln untersucht. Die auf der Partikeloberfliche aufgebrachten

Oxirangruppen wurden unter Standardversuchsbedingungen quantifiziert (vgl. Kapitel

11.1.5, S. 118).
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Abbildung 7.3-2 zeigt den zeitlichen Verlauf der Titration. Es wurden drei Proben einge-
setzt, wobei eine der Proben aus einer vorangegangenen Silanisierung stammte. Alle drei

Proben zeigen einen sehr dhnlichen Titrationsverlauf.
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Abbildung 7.3-2: Zeitlicher Verlauf der Titration zur Bestimmung der auf der Partikeloberfliche
aufgebrachten Epoxidfunktionen

Die Menge der auf der Partikeloberfliche aufgebrachten Ankergruppen wird nach
Titrationsende direkt aus dem HCI-Verbrauch berechnet (vgl. Tabelle 7.3-1).

Tabelle 7.3-1: Ergebnis der Silanisierung (Titration der Epoxid-Gruppen auf 250 ug Partikel)

HCI- Epoxid- G'ff“g:]'/
Probe Verbrauch Gruppen ppen/g
(mL] | Partikel
(kmoll | fumolrg)
1 3,750 37,50 150,00
2 3,799 37,99 151,96
1 4,015 40,15 160,60

Unter den gewéhlten Standardreaktionsbedingungen werden durch die silanisierende Ober-
flichenmodifizierung der MagPrep®-Partikel mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan durch-
schnittlich 154 nmol Oxirangruppen/mg Magnetpartikel auf der Oberflache aufgebracht. Die
Ergebnisse der einzelnen Silanisierungsversuche unterscheiden sich dabei um weniger als
5 % im Silanisierungsergebnis. Diese Ergebnisse zeigen somit auch, dass eine reproduzier-
bare Oberflichenmodifizierung unter den verwendeten Reaktionsbedingungen gewihrleistet

ist.

7.3.2 Berechnung der pro «x-Chymotrypsinmolekiil auf den MagPrep®-Partikeln

zur Verfiigung stehenden Anzahl an Epoxidgruppen

Unter Berlicksichtigung der in Kapitel 7.1 (S. 81) berechneten maximal immobilisierbaren
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Enzymmenge von 22-40 pg/mg MagPrep®-Partikel, soll im Folgenden die dem «-Chymo-
trypsinmolekiil auf der Partikeloberfliche zur Verfligung stehende Anzahl an Ankergruppen
berechnet werden.

Ausgehend von der auf der Partikeloberfliche maximal immobilisierbaren Enzymmenge
und der analytisch bestimmten Epoxidgruppendichte von ca. 150 nmol/mg MagPrep®-Par-
tikel, ergibt sich folgender Flachenbedarf pro epoxidfunktionellem Silanmolekiil; berechnet
fir den niedrigeren bzw. hoheren Bereichswert der fiir die MagPrep®-Partikel angegebenen
Oberfléache:

14 m*

v = mz 0,155nm’ ( fiir eine Oberflichevon14 m*l g Partikel) (7.3-1a)

o = #’Z;N/’: 0,277 nm’ ( fiir eine Oberfliche von 25 m’lg Partikel) (7.3-1b).
Uber die Relation der Flichen ist zu sehen, dass bei maximaler Belegung der MagPrep®-
Partikel mit Epoxidgruppen und Enzym dem einzelnen x-Chymotrypsinmolekiil in erster
Néherung ein Angebot von 70 bzw. 130 Epoxidgruppen (im Mittel also: 100) als Anker-
gruppen zur Immobilisierung gegeniiberstehen.

MagPrep®-Partikel, die ausschlieBlich mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan, mit maximaler

Bedeckung oberflichenmodifiziert werden, bieten demnach «-Chymotrypsinmolekiilen

Ankergruppen in ca. 100-fachem Uberschuss zu deren Immobilisierung an.

7.3.3 Immobilisierung von x-Chymotrypsin an aktivierten MagPrep®-Partikeln
Die Immobilisierung des «-Chymotrypsins an die oberflichenaktivierten MagPrep®-Partikel
erfolgt bei unterschiedlichen Reaktionstemperaturen von T,=6 °C und T,=20 °C. Eine er-
neute Optimierung der Immobilisierungsbedingungen, wie sie an den SiMAG-Partikeln
durchgefiihrt wurde, erfolgte mit den MagPrep®-Partikeln nicht. Die Versuche wurden un-
ter den bekannten Standardbedingungen durchgefiihrt. Der Einfluss der verschiedenen
Oberflichenmodifizierungen auf das Immobilisierungsergebnis steht dabei im Mittelpunkt
der Untersuchungen.

10 mg Magnetpartikel werden vor der Immobilisierungsreaktion dreimal mit je 1 mL PBS-
Puffer gewaschen. AnschlieBend werden sie in 2 mL «-Chymotrypsin (0,5 mg/mL in 1x
PBS, pH 7.4) suspendiert, um das Enzym fiir 3 h bei 6 °C bzw. 20 °C unter Schiitteln mit
850 rpm zu immobilisieren. Nach Reaktionsende werden die Partikel erneut zwei mal mit je
1 mL PBS gewaschen. Die Enzymkonzentration im Uberstand und den vereinigten

Waschwassern wird mittels Bradford-Test bestimmt. Durch Bilanzierung dieser Ergebnisse
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(vgl. Gl 4.3-1, S. 44) wird dann die Menge an immobilisiertem «-Chymotrypsin berechnet.
Die Ergebnisse der Enzymimmobilisierung sind in Tabelle 7.3-2 aufgefiihrt.

Tabelle 7.3-2: Ergebnis der Enzymimmobilisierung an silanisierten MagPrep®™-Partikeln bei einer

Reaktionstemperatur von 6 °C bzw. 20 °C

. Enzymkonzentration Immob.
Probe Reaktions- [mg/mL] Enzymmgnge/
temperatur — mg Partikel

Uberstand |Waschwasser [ug/mg]

1 6°C 0,36 0,09 9+1,4

2 0,39 0,08 7+1,4

1 o 0,34 0,02 14 +0,8

2 20°C 0,33 0,03 13+0,8

Die Temperaturabhidngigkeit der Immobilisierungsreaktion wird anhand dieser Ergebnisse
deutlich. Bei einer Reaktionstemperatur von 6 °C wird mit durchschnittlich 8 pg/mg Parti-
kel eine erheblich geringere Menge «x-Chymotrypsin an die Magnetpartikel gebunden, als bei
einer Immobilisierungstemperatur von 20 °C. Erfolgt die Immobilisierung an die ober-
flichenmodifizierten MagPrep®-Partikel bei 20 °C, werden 13-14 pug o-Chymotrypsin/mg
Magnetpartikel immobilisiert. Die geringere Temperatur wihrend der Reaktion fiihrt zu ei-
ner Verlangsamung der Reaktionsgeschwindigkeit und dazu, dass nur etwa die Hélfte der
Enzymmenge an die aktivierten MagPrep®-Partikeln gebunden wird.

Zur weiteren Charakterisierung der Immobilisate wurde die spezifische Restaktivitdt des
gebundenen o-Chymotrypsins mittels BTEE-Assay unter Standardbedingungen bestimmit.
Die Ergebnisse sind in Tabelle 7.3-3 dargestellt. Trotz der geringeren Enzymmenge, die
unter den milderen Immobilisierungsbedingungen von 6 °C auf der Partikeloberfliche bin-
det, besitzen die Immobilisate vergleichbare enzymatische Aktivitdten. Im Vergleich mit den
Proben des bei 20 °C immobilisierten o-Chymotrypsins, wird bei einer Immobilisierungs-
temperatur von 6 °C demnach eine um den Faktor zwei groBBere spezifische Restaktivitét
des tragergebundenen Enzyms erhalten.

Durch die geringere Reaktionstemperatur wird die Geschwindigkeit der Immobilisierungs-
reaktion deutlich verlangsamt. Dies fiihrt dazu, dass das «-Chymotrypsinmolekiil bei einer
Reaktionstemperatur von 6 °C im beobachteten Reaktionszeitraum mit weniger Anker-
gruppen reagiert. Die geringere Zahl an Bindungen, die das Enzymmolekiil mit der Parti-
keloberfliche verbinden, fiihrt zu einer geringeren Deformation der dreidimensionalen En-
zymstruktur und damit zu einer hdheren spezifischen Restaktivitét.

Die Ausdiinnung des Enzyms auf der Partikeloberfliche fiihrt weiterhin dazu, dass das tra-
gerfixierte o-Chymotrypsin durch benachbarte Enzymmolekiile in seiner Substratzuging-
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lichkeit weniger stark behindert wird, woraus ebenfalls eine hohere spezifische Restaktivitit
des immobilisierten Enzyms resultiert.

Tabelle 7.3-3: Ergebnis der BTEE-Aktivitdtsmessung

Probe Reaktions- AADbs/At Ac/At An/At Sp_e_z."
temperatur |[rel. Einheiten/min]| [mmol/L*min]| [umol/min] | Restaktivitat [%]
1 6°C 0,048 0,049 0,49 16,3
2 0,038 0,039 0,39 18,6
1 20°C 0,050 0,051 0,51 9,4
2 0,042 0,043 0,43 9,5

Basierend auf den Ergebnissen dieser Experimente wurde der Einfluss der Oberfldchenbe-

legung auf die spezifische Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms genauer untersucht.

7.4 Oberflichenfunktionalisierung der MagPrep®-Partikel mit einem

Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan-Gemisch
Um die Oberflichendichte der auf den MagPrep®-Partikeln aufgebrachten Epoxidgruppen
zu variieren, wurden anstelle von Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 1:1-, 1:5- und 1:9-Ge-
mische aus Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan als Silanisierungskom-
ponenten verwendet. Das n-Propyltriethoxysilan stellt dem Enzym keine Ankergruppe fiir
die Enzymanbindung zur Verfiigung. Liegen die beiden Silankomponenten im Gemisch vor,
konkurrieren sie aber bei der Modifizierung der Magnetpartikel miteinander um die Bin-
dungsstellen auf der Partikeloberfliche. Es wird erwartet, dass sich die Belegungsdichte der
Ankergruppen mit zunehmender Verdiinnung der epoxy-funktionalisierten Silankomponente
verringert. Da sich allerdings die Reaktionsgeschwindigkeiten der beiden Silane mit den Hy-
droxidgruppen der Partikeloberfliche voneinander unterscheiden, ist nicht damit zu rechnen,
dass sich die Oberflichendichte der Oxirangruppe in dieser Versuchsreihe gezielt, direkt
proportional zum Verdiinnungsgrad, iiber das Mischungsverhiltnis der beiden Silane ein-
stellen ldsst.
Schon bei einem 1:1 Mischungsverhéltnis der beiden Silankomponenten, sinkt die Oberfld-
chendichte der Epoxidgruppen mit durchschnittlich 15 nmol/mg Partikel auf 10 % des ur-
spriinglichen Wertes.
Auf den mit einem 1:5- und einem 1:9-Gemisch modifizierten Partikeln war eine quantita-
tive Bestimmung der Oxirangruppen mit dem acidimetrischen Titrations-Assay nicht mehr
moglich. Durch die weitere Verdiinnung des Glycidyloxypropyltrimethoxysilans mit n-Pro-
pyltriethoxysilan wurden derart geringe Mengen Epoxidfunktionen auf der Oberfliche der
MagPrep®-Partikel aufgebracht, dass diese unterhalb der Nachweisgrenze lagen.

Um die Vergleichbarkeit der Immobilisierungsergebnisse an MagPrep®-Partikeln mit denen
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der Immobilisierung an SIMAG-Partikeln zu gewéhrleisten, erfolgte die sich der Oberfli-
chenmodifizierung anschlieBende Enzymimmobilisierung unter Standardimmobilisierungs-
bedingungen. Aulerdem kann so auch der Einfluss der Belegungsdichte der Oxirangruppen
auf der Partikeloberfliche auf das Immobilisierungsergebnis am besten beurteilt werden.
Tabelle 7.4-1 fast die beobachteten Immobilisierungsergebnisse zusammen.

Zusitzlich zu den in Tabelle 7.4-1 aufgeflihrten Versuchen wurde die Immobilisierung auch
an den Proben des 1:5- und 1:9-Gemisches bei einer Reaktionstemperatur von 6 °C durch-
gefiihrt. Da auf den Partikeln dieser Proben kein immobilisiertes Enzym nachzuweisen war,
erfolgten alle weiteren Immobilisierungsversuche ausschlieBlich bei einer Reaktionstempera-

tur von 20 °C.

Tabelle 7.4-1: Ergebnis der Immobilisierung an MagPrep®™-Partikeln, die zuvor mit dem aufgefiihr-
ten Mischungsverhdltnis Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan

funktionalisiert wurden

Immobilisierte
Mischungs- |Immobilisierungs-| Absorption [rel. Einheiten] Enzymkonzentration [mg/mL] Enzymmenge/
verhdltnis | temperatur [°C] | . mg Partikel
Uberstand |Waschwasser| Uberstand |Waschwasser|  [ug/mg]
6 0,412 0,070 0,41 0,05 8 £2,1
11 0,431 0,031 0,43 0,01 12 +21
’ 20 0,339 0,023 0,34 0,01 10 +0,6
0,340 0,028 0,35 0,02 9 £0,6
15 20 0,331 0,053 0,38 0,06 12 +0,6
0,331 0,058 0,38 0,06 11 £0,6
19 20 0,337 0,053 0,39 0,06 10 +0,2
0,337 0,051 0,39 0,06 11 0,2

Trotz des groBBen Konzentrationsunterschiedes der auf der Partikeloberflédche aufgebrachten
Epoxidgruppen, zeigen die verschiedenen Partikel bei einer Reaktionstemperatur von 20 °C
keine korrespondierenden Unterschiede im Immobilisierungsergebnis. Die auf den modifi-
zierten MagPrep®-Partikeln immobilisierte Enzymmenge liegt bei allen Proben, unabhéngig
von der Zusammensetzung des Silangemisches, zwischen 9-12 pg/mg Partikel.

Die Reduzierung der Oberflichendichte der Oxirangruppen fiihrt demnach, auch bei den mit
einem 1:5 bzw. 1:9 Gemisch funktionalisierten MagPrep®-Partikeln, noch nicht zu einer
Verringerung der Enzym-Bindungskapazitit. Dem Enzym stehen lediglich weniger Bin-
dungsstellen auf der modifizierten Partikeloberfliche zur Verfiigung. Bei der kovalenten Im-
mobilisierung werden darum mit sinkender Oberflichendichte der Ankergruppen im Mittel
weniger Bindungen zwischen dem Enzymmolekiil und der Tragermatrix gekniipft.

Um den Einfluss der Oberfldchenbelegung mit Oxirangruppen auf das Immobilisierungser-

gebnis weiter zu untersuchen, wurde die Restaktivitdt des immobilisierten -Chymotrypsins
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mittels BTEE-Assay bestimmt. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind in Tabelle 7.4-2

zusammengefasst.

Tabelle 7.4-2: Ergebnisse der Aktivititsuntersuchung an oberflichenmodifizierten Mag-Prep® -

Partikeln

verhaltnis temperatur [°C] |[rel. Einheiten/min] [nmol/min] ug] %]
6 0,065 0,670 82 251
11 0,048 0,495 125 12,2
’ 20 0,025 0,261 99 8,1
0,045 0,465 87 16,5
0,070 0,72 122 15,9

1 2
° 0 0,078 0,81 110 19,6
91 20 0,071 0,736 100 24,0
0,082 0,852 110 25,2

Hierbei ist eine klare Tendenz der spezifischen Restaktivitdt des tragerfixierten Enzyms zu

erkennen. Mit zunehmendem Verdiinnungsgrad des zur Oberflichenaktivierung eingesetz-

ten Glycidyloxypropyltrimethoxysilans und der daraus resultierenden Abnahme der Oxiran-

gruppen auf den MagPrep®-Partikeln steigt die spezifische Restaktivitit des immobilisierten

«-Chymotrypsins kontinuierlich an (Abbildung 7.4-1).

durchschnittliche
spezifische Restaktivitét [%]

25

IS o 8
M I A E
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unverdiinnt 11

1:5

eingesetztes Mischungsverhéltnis
(Glycidyloxypropyl-trimethoxysilan:n-Propyltriethoxysilan)
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Abbildung 7.4-1: Gemittelte spezifische Restaktivitit des immobilisierten a-Chymotrypsins. Die

MagPrep®-Partikel wurden zuvor mit unterschiedlichen Zusammensetzungen der Silani-

sierungskomponente aktiviert.

Wird das Enzym an Partikel gebunden, die zuvor mit dem 1:1-Gemisch der Silanisierungs-

komponenten aktiviert wurden, so betrdgt die spezifische Aktivitit des immobilisierten En-

zyms im Mittel 12,3 % der des nativen Enzyms. Damit ist die mit dieser Oberflichenmodi-

fizierung erreichte spezifische Aktivitidt des trdgergebundenen «-Chymotrypsin fast 3 %
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groBer als bei der Oberflichenmodifizierung mit reinem Glycidyloxypropyltrimethoxysilan.
Um weitere 5,5 % hoher liegt die Restaktivitdt des Enzyms, wenn es an die, mit einem 1:5-
Gemisch aktivierten Partikel immobilisiert wird.

Das beste Immobilisierungsergebnis wird jedoch an den MagPrep®-Partikeln, deren Ober-
fliche mit dem 1:9-Gemisch aktiviert wurde, erzielt. Mit der hierbei erreichten Oberflé-
chendichte der Oxiran-Anker besitzt das Enzym nach der Immobilisierung noch ca. 25% der
spezifischen Aktivitdt des nativen «-Chymotrypsins.

Die Ergebnisse der Aktivitdtsuntersuchung bestéitigen demnach die Annahme, dass durch
die Reduzierung der Oberfldchendichte der flir die Immobilisierung des Enzyms geeigneten
Ankergruppen, das Enzym bei der Immobilisierung besser in seiner aktiven Konformation
erhalten bleibt. Die geringere Anzahl an kovalenten Bindungen zwischen Enzym und Tri-
germatrix fiihrt aufgrund der geringeren Deformation der dreidimensionalen Enzymstruktur
zu einer geringeren konformativen Belastung des trigergebundenen «x-Chymotrypsins. Das
Resultat ist eine gesteigerte spezifische Restaktivitit.

Auch bei den Proben, bei denen die Immobilisierung bei einer Reaktionstemperatur von
6 °C durchgefiihrt wurde, ist dieser Einfluss erkennbar. Hier ist die Aktivitdtssteigerung al-
lerdings nicht so stark ausgeprégt. Die spezifische Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms

steigt lediglich von 17,5 % auf 18,7 %.

7.5 Silanisierung der MagPrep®-Partikel mit N-(6-Aminohexyl)Aminopro-

pyltrimethoxysilan
Die Silanisierung mit 1 umol N-(6-Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan/g MagPrep®-
Partikel stellt eine weitere Methode zur Aktivierung der MagPrep®-Partikel dar, die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit untersucht wurde. Hierbei wird die Partikeloberfliche
durch die Silanisierung mit Aminogruppen funktionalisiert. Der Reaktionsmechanismus ist
der gleiche wie bei der Oberflichenfunktionalisierung mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan.
Allerdings sitzt die Ankergruppe aufgrund der Struktur des Aminosilans (siche Abbildung
7.5-1) nicht direkt an der Partikeloberflache. Thr Abstand zur Partikeloberfliche ist etwas
groBer. Zwischen der als Ankergruppe fungierenden Amingruppe und dem Siliciumatom
liegen elf Atombindungen. N-(6-Aminohexyl)Aminopropyltrimethoxysilan ist damit etwas
langer als der 1,6-Diaminohexan Spacer, der bei der Oberflichenmodifizierung der SIMAG-

Partikel verwendet wurde.
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Abbildung 7.5-1: Strukturformel des N-(6-Aminohexyl)Aminopropyltrimethoxysilans

Die Silanisierung der MagPrep®-Partikel mit N-(6-Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan
erfolgte weitestgehend nach der Standardsilanisierungsvorschrift (vgl. Kapitel 11.1.4, S.
118). Da die Konzentration der vorhandenen N-(6-Aminohexyl)Aminopropyltrimethoxysi-
lan-Losung mit 95% fiir die Silanisierung der Magnetpartikel jedoch zu hoch war, wurde sie
um den Faktor 50 verdiinnt. AnschlieBend wurden 25 pL (£2 pmol) der verdiinnten Lo6-
sung mit 3 mL Isopropanol vereinigt und in eine Spritze aufgezogen. Im Unterschied zur
Standardversuchsvorschrift wird erst diese, nochmals verdiinnte Losung der Silanisie-
rungskomponente langsam, iiber einen Zeitraum von 10 min, in das Reaktionsgefd3 zu den
vorgelegten MagPrep®-Partikeln gegeben.

Die aminosilanisierten MagPrep®-Partikel werden dann in einem zweiten Reaktionsschritt
mit Glutardialdehyd als Linker fiir die kovalente Immobilisierung von «-Chymotrypsin ak-
tiviert. Dazu werden die modifizierten Magnetpartikel in 2 mL der Glutardialdehyd-Reakti-
onslosung resuspendiert. Nach einstiindiger Reaktionsdauer bei 25 °C, 850 rpm wird der
Uberschuss an Glutardialdehyd durch dreimaliges Waschen der Partikel mit 1 mL H,O, ge-
folgt von einem Waschschritt mit 1 mL 1x PBS (pH=7,5), entfernt. AnschlieBend werden
die aktivierten Partikel in 1 mL I1x PBS bis zur Enzymimmobilisierung bei 7 °C im Kiihl-
schrank gelagert. Die genaue Versuchsvorschrift fiir die Aktivierung der Aminogruppen
mit Glutardialdehyd ist im Anhang aufgefiihrt (vgl. Kapitel 11.1.6, S. 119).

Die kovalente Immobilisierung von «x-Chymotrypsin wurde abschlieBend unter den bekann-
ten Standardreaktionsbedingungen durchgefiihrt. Die Menge immobilisierten Enzyms wurde
mittels Bradfordtest, die Restaktivitit des trdgergebundenen «-Chymotrypsins mittels
BTEE-Aktivitdtsassy bestimmt.

Tabelle 7.5-1: Ergebnisse der kovalenten Immobilisierung von o-Chymotrypsin an aminosilanisierte

MagPrep®-Partikel

Immob.
Immobilisierte | Enzymmenge/ AAbs/At Ac/A . EI:EZ.'. .
Probe e ymmenge ugl| Mg beads | [rel. Einheitervmin]| [mmolLimir] | ATVAL [umolmir] R%t?,'/(:]“"tat
[ng/mg]
1 259 26 09 0,163 0,169 160 23
2 241 2 +09 0,150 0,155 155 21,9

Mit durchschnittlich 25 pg/mg Partikel ist die Menge des an die aminosilanisierten Mag-
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Prep®-Partikel immobilisierbaren «-Chymotrypsins anndhernd doppelt so hoch, wie die
Menge, die an die mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und den Silangemischen aktivierten
MagPrep®-Partikel gebunden wurde.

Eine mogliche Ursache dafiir konnte der vergroBerte Abstand des Enzyms von der Parti-
keloberfliche sein. Mit zunehmendem Abstand der Ankergruppe von der Oberfliche der
MagPrep®-Partikel nimmt der Platz, der den «x-Chymotrypsinmolekiilen bei der Anbindung
an die Tragermatrix zur Verfligung steht, zu und es kann mehr Enzym gebunden werden.
Zusétzlich zu der grofen Enzymmenge, die an die aminosilanisierten Partikel gebunden
wird, bleiben bei dieser Oberflichenmodifizierung im Mittel 22,3 % der enzymatischen
Aktivitdt des nativen Enzyms nach der Immobilisierung erhalten. Die spezifische Restakti-
vitét ist damit nur etwa 2 % kleiner als bei der Immobilisierung an MagPrep®-Partikel, die
mit einem 1:9 Gemisch Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan aktiviert
wurden.

Wie die Ergebnisse des Bradford-Tests zeigen, besitzen die aminosilanisierten MagPrep®-
Partikel eine Belegungsdichte mit «x-Chymotrypsin von 1 pmol Enzym/g Partikel. Ausge-
hend von vollstindigem Umsatz der Silanisierungskomponente bei der Oberflichenfunk-
tionalisierung ist demnach jedes Enzymmolekiil iiber eine einzige kovalente Bindung mit der
Tragermatrix verkniipft. Aus den Modifizierungsversuchen mit den unterschiedlichen Gly-
cidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan-Gemischen ist bekannt, dass die ver-
bleibende Restaktivitit des immobilisierten x-Chymotrypsins von der Anzahl der Bindun-
gen, iiber die das Enzyms mit der Tragermatrix verkniipft ist, abhiingt. Wie in den entspre-
chenden Kapiteln gezeigt wurde, nimmt der Aktivitdtsverlust bei der Immobilisierung mit
der Anzahl der Bindungen zwischen Enzym und Trégermatrix zu. Die Anbindung eines En-
zymmolekiils iiber eine einzige kovalente Bindung verursacht demnach die geringste
Deformation der dreidimensionalen Struktur des «-Chymotrypsins, so dass eine hohere
Restaktivitit resultiert. Der lineare Rest des Aminosilans wirkt zusétzlich wie eine flexible
Tentakel, die von der Partikeloberflache absteht. Das immobilisierte &x-Chymotrypsin besitzt
dadurch eine gewisse Beweglichkeit, wodurch sich die Enzymmolekiile gegenseitig weniger
behindern und die Substratzugénglichkeit des aktiven Zentrums erhoht wird.

Die Kombination aus hoher immobilisierbarer Enzymmenge und guter Restaktivitit des
immobilisierten «-Chymotrypsins machen die Oberflichensilanisierung mit N-(6-Amino-
hexyl) Aminopropyltrimethoxysilan zur erfolgreichsten aller bisher an den MagPrep®-Par-
tikeln untersuchten Methoden zur Oberflichenfunktionalisierung.
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7.6 Oberfliichenfunktionalisierung mit 1,5 umol Glycidyloxypropyltri-
methoxysilan/g MagPrep®-Partikel

In Kapitel 7.4 konnte gezeigt werden, dass durch die Reduzierung der kovalenten
Bindungen zwischen dem Enzymmolekiil und der Trigermatrix eine hohere Restaktivitét
des immobilisierten x-Chymotrypsin erreicht wird. Im vorangegangenen Kapitel wurde dann
nach der Oberflichenfunktionalisierung der Partikel mit 1 ymol Aminosilan/g Magnetparti-
kel (21 Bindung/Enzymmolekiil) das bisher beste Immobilisierungsergebnis erreicht.

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse soll im Folgenden bei der Aktivierung der Mag-
Prep®-Partikel anstelle der 0,6 mmol des Gemisches aus Glycidyloxypropyltrimethoxy-
silan/n-Propyltriethoxysilan eine Menge von 1,5 pmol des reinen Glycidyloxypropyltri-
methoxysilans/g Magnetpartikel eingesetzt werden.

Bei vollstdndigem Umsatz der Silankomponente wihrend der Aktivierungsreaktion und mit
maximaler Enzymbelegung der Partikeloberfliche steht dann ebenfalls jedem «-Chymo-
trypsinmolekiil im Mittel nur eine Oxirangruppe als Bindungsanker fiir die kovalente An-
bindung zur Verfligung. Es wird erwartet, dass der Aktivitdtsverlust, der bei den Immobili-

sierungen in Kapitel 7.4 aufgetreten ist, dadurch weiter reduziert werden kann, ohne dabei
jedoch die Beladungskapazitit der MagPrep®-Partikel mit «-Chymotrypsin zu verringern.

Aus der Modellrechnung zur maximalen Belegung der MagPrep®-Partikel mit «-Chymo-
trypsin (vgl. Kapitel 7.1, S. 80) ist bekannt, dass 0,9-1,6 nmol «x-Chymotrypsin auf der

Oberfliche eines Milligramms MagPrep®-Partikel Platz finden. Um derart geringe Silan-
stoffmengen bei der Modifizierung der MagPrep®-Partikel einsetzen zu konnen, wurde die
Glycidyloxypropyltrimethoxysilan-Losung um den Faktor 5.000 mit Isopropanol verdiinnt.

Die Silanisierung erfolgte hauptsdchlich nach Standardversuchsvorschrift (vgl. Kapitel
11.1.4, S. 118). Der Unterschied in der Durchfiihrung bestand darin, dass statt 4 g in dieser

Versuchreihe 6 g MagPrep®-Partikel und anstelle der sonst in Isopropanol geldsten Silani-
sierungskomponente 5 mL der verdiinnten Glycidyloxypropyltrimethoxysilan-Losung mit-
tels einer Spritze {iber einen Zeitraum von 10 min zugegeben wurde.

Nach der Oberflichenaktivierung wurde versucht, die auf der Partikeloberfliche aufge-
brachten Oxirangruppen mit dem acidimetrischen Titrations-Assay zu bestimmen. Die
Oberflichendichte der Oxirangruppen auf den Magnetpartikeln lag jedoch, ebenso wie bei
den Proben des 1:5- bzw. 1:9-Gemisches unterhalb der Nachweisgrenze des Assays, so dass

eine quantitative Bestimmung nicht moglich war.
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Bei der anschlieBenden Enzymimmobilisierung, die unter Standardreaktionsbedingungen bei
20 °C durchgefiihrt wurde, konnten durchschnittlich 20 ug «-Chymotrypsin/mg MagPrep®-
Partikel immobilisiert werden. Dieses Immobilisierungsergebnis zeigt in erster Niherung
gute Ubereinstimmung mit den theoretisch berechneten Enzymmengen aus Kapitel 7.1. Es
werden ca. 0,8 nmol «-Chymotrypsin/mg Magnetpartikel immobilisiert. Hierbei ist aber
festzustellen, dass etwas weniger als die berechnete maximale Enzymmenge an den Mag-
Prep®-Partikeln gebunden wird. Die moglichen Ursachen hierfiir sind vielféltig. Im Gegen-
satz zu den vorangegangenen Silanisierungen mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und den
Silangemischen werden durch die geringe Menge der eingesetzten Silanisierungskompo-
nente nicht alle Hydroxidgruppen auf der Partikeloberfliche mit Silan umgesetzt. Mdogli-
cherweise reagiert ein Teil der auf der Oberfliche der MagPrep®-Partikel aufgebrachten
Oxirangruppen unter Ringdffnung mit den noch verbliebenen, freien Hydroxidgruppen und
steht damit nicht mehr als Bindungsanker fiir die anschlieBende Enzymimmobilisierung zur
Verfligung. Das «x-Chymotrypsin wird bei der Anbindung iiber das Glycidyloxypropyltri-
methoxysilan auBlerdem direkt an der Partikeloberfliche gebunden. Dem einzelnen
Enzymmolekiil steht so weniger Platz als bei der Immobilisierung an den aminosilanisierten
Magnetpartikeln zur Verfligung. Eine weitere Ursache dafiir, dass nicht die maximal
mogliche Enzymmenge an die Partikel immobilisiert werden kann, besteht in der Ab-
schirmung der Oxirangruppen durch bereits immobilisiertes Enzym. Wird ein Teil der aufge-
brachten Epoxidfunktionen durch bereits gebundenes Enzym verdeckt, sind sie fiir weitere
«-Chymotrypsinmolekiile nicht mehr erreichbar und es wird insgesamt weniger Enzym
gebunden.

Die Anzahl der kovalenten Bindungen (Zginaume), iiber die jedes immobilisierte «-Chymo-
trypsinmolekiil bei diesem Immunisierungsverfahren mit den MagPrep®-Partikel verbunden

ist, wurde nach folgender Gleichung berechnet:

_ Stoffmenge der Oxirangruppen auf den Partikeln _ 1,5 nmol
Bindung —— Stoffmenge des immobilisierten «—Chymotrypsins 0,8 nmol

=19 (7.6-1)

Durch die Aktivierung der MagPrep®-Partikel mit stochiometrischen Mengen Glycidyloxy-
propyltrimethoxysilan (1,5 pumol/g Partikel) wird demnach jedes «-Chymotrypsinmolekiil
nicht nur iiber eine, sondern durchschnittlich iiber zwei kovalente Bindungen an die Par-
tikeloberfliche gebunden. Die Berechnung beriicksichtigt allerdings den Anteil, der mogli-
cherweise auf der Partikeloberfliche unter Ringdffnung abreagierten Oxirangruppen nicht,

und stellt somit nur einen groben Anhaltspunkt fiir die Beurteilung der tatsichlichen Bin-
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dungsverhéltnisse dar.

Die enzymatische Aktivitdt der erhaltenen Immobilisate wurde mittels BTEE-Assay be-
stimmt. Insgesamt konnte auf 10 mg dieser MagPrep®-Partikel eine enzymatische Aktivitit
von 1,2 U immobilisiert werden. Das immobilisierte «-Chymotrypsin besitzt eine mittlere
spezifische Restaktivitdt von 6,1 £ 0,2 U/mg, was 16,2 % der spezifischen Aktivitdt des
nativen Enzyms entspricht.

Tabelle 7.6-1: Ergebnis der BTEE-Aktivitdtsmessung (1,5 umol Glycidyloxypropyltri-
methoxysilan/g MagPrep®-Partikel)

Immobilisierte Spez.

Probe .AAb.S/At . AC/A*t . An/At. Enzymmenge | Restaktivitat
[rel. Einheiten/min]| [mmol/L*min] | [umol/min] [ug] [%]
1 0,121 0,126 1,26 216 15,6
2 0,122 0,127 1,27 204 16,7
3 0,107 0,111 1,11 181 16,5

Diese spezifische Restaktivitdt entspricht in etwa der, die bei der Immobilisierung von «-
Chymotrypsin an die mit dem 1:5 Gemisch oberflichenfunktionalisierten Magnetpartikel
erreicht wurde.

Da in den Versuchen mit 20 pg «-Chymotrypsin/mg MagPrep®-Partikel jedoch deutlich
mehr Enzym immobilisiert wurde, und durch den Wegfall der zweiten Silanisierungskom-
ponente eine erhebliche Vereinfachung der Silanisierungsreaktion erreicht wird, ist dieses
Verfahren wesentlich effizienter und stellt somit eine akzeptable Alternative zur Silanisie-
rung mit den Silangemischen dar. Die Effektivitidt der Aminosilanisierung wird jedoch nicht
ganz erreicht. Der groflere Abstand des Enzyms zur Partikeloberfliche und die grofBere
Flexibilitdt des N-(6-Aminohexyl)Aminopropyltrimethoxysilan-Rests fithren bei den amino-
silanisierten MagPrep®-Partikeln immer noch zu héheren Restaktivititen des immobilisierten
Enzyms, als durch die Oberflichenfunktionalisierung mit 1,5 pumol Glycidyloxypropyltri-

methoxysilan erreicht wird.

7.7 Oberflichenmodifizierung der funktionalisierten MagPrep®-Partikel

mit 1,6-Diaminohexan
In diesem Kapitel sollen die Versuche zur Oberflichenmodifizierung der MagPrep®-Partikel
durch den Einbau eines Spacers beschrieben werden. Im Gegensatz zu den Spacermodifi-
zierungen der SIMAG-Partikel und auf den Ergebnissen dieser Versuche basierend, wurde
die Oberfliche der MagPrep®-Partikel allerdings nur mit dem 1,6-Diaminohexan Spacer
modifiziert, da dieser zu den besten Immobilisierungsergebnisse an SIMAG-Partikeln fiihrte

(vgl. Kapitel 5, S. 66). AuBerdem wurden nur die funktionalisierten MagPrep®-Partikel aus
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den Versuchen mit den 1:5- und 1:9-Silangemischen und der Funktionalisierung mit 1,5
umol/g Partikel oberflichenmodifiziert, da diese schon bei der direkten Anbindung des En-
zyms an die Partikeloberflache die besten Immobillisierungsergebnisse zeigten.

Ziel dieser Experimente war, den Einfluss des 1,6-Diaminohexan Spacers auf das Immobi-
lisierungsergebnis an MagPrep®-Partikeln zu bestimmen. Es sollte untersucht werden, ob
durch die Einfithrung des Spacers zwischen Enzym und Partikeloberflidche eine dhnlich hohe
Restaktivitit des immobilisierten «-Chymotrypsins wie bei der Modifizierung der Mag-
Prep®-Partikel mit den strukturell dhnlichen N-(6-Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan
erreicht wird.

Zur Anbindung des Spacers wurden 10 mg MagPrep®-Partikel 3x mit je 1 mL H,O gewa-
schen und in einem Eppendorfreaktionsgefill vorgelegt. Dann wurden 2 mL der 1,6-Dia-
minohexanlésung zugesetzt und fiir 3 h bei einer Reaktionstemperatur von T=40 °C unter
Schiitteln (850 rpm) zur Reaktion gebracht. Nach dem Reaktionsende wurden die Mag-
Prep®-Partikel von der Reaktionslosung magnetisch separiert, 3x mit je 1 mL H,O ge-
waschen und abschliefend in 1 mL 1x PBS resuspendiert.

Der Immobilisierung des «-Chymotrypsins an die oberflichenmodifizierten MagPrep®-Par-
tikel ging allerdings noch eine Aktivierung mit Glutardialdehyd voraus. Die Aktivierung der
spacermodifizierten MagPrep®-Partikel mit Glutardialdehyd erfolgte nach der Spacermodi-
fizierung unter Standardbedingungen (vgl. Kapitel 11.1.6, S. 119).

Abbildung 7.7-1 zeigt die Ergebnisse der Immobilisierungsversuche an den spacermodifi-
zierten MagPrep®-Partikeln.

Wie auch schon an den unmodifizierten MagPrep®-Partikeln beobachtet, nimmt die
immobilisierbare Enzymmenge auch an den spacermodifizierten MagPrep®-Partikeln mit
zunehmendem Verdiinnungsgrad der bei der Oberflichenfunktionalisierung eingesetzten
Silanisierungskomponente ab. Durch die Anbindung des Spacers an die Partikeloberfliche
wird eine Erhéhung der Enzymbindungskapazitit der modifizierten Partikel beobachtet.
Ausnahme dabei sind die Partikel, die zuvor mit 1,5 yumol/g Partikel funktionalisiert wurden.
Diese Partikel besitzen eine unverdnderte Beladungskapazitit mit «-Chymotrypsin von
20 pg/mg Partikel. Die an den mit einem 1:5- bzw. 1:9-Gemisch funktionalisierten Mag-
Prep®-Partikeln immobilisierte o-Chymotrypsin-Menge betrdgt nach der Spacermodifizie-
rung 21 und 17 pg/mg Partikel und ist damit mehr als 40 % hdher als bei den unmodifizier-
ten MagPrep®-Partikeln (vgl. Abbildung 7.7-2). Durch die Spaceranbindung vergroBert sich
der Enzymabstand von der Partikeloberfldche und damit letztlich auch der effektive Radius
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der Partikel, so dass mehr Platz fiir die Enzymimmobilisierung zur Verfiigung steht und

mehr Enzym gebunden werden kann.

MagPrep®-Partikel

I mit 1:5 Silangemisch funktionalisiert

=N mit 1:9 Silangemisch funktionalisiert

I mit 1,5 g Epoxysilan/mg Partikel funktionalisiert

N
[4,]
|

N
o
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1
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MagPrep © -Partikel

Abbildung 7.7-1: Vergleich der auf den spacermodifizierten MagPrep®-Partikeln ( mit 1,6-Diaminohexan
oberflichenmodifizierten) immobilisierten a-Chymotrypsinmenge, Immobilisierungsbe-

dingungen; ¢y=0,5 mg/mL, T=20 °C, t=3 h, 850 rpm

Zur weiteren Charakterisierung des spacergebundenen «-Chymotrypsins wurde im An-
schluss an die Immobilisierungsversuche die spezifische Restaktivitdt des immobilisierten
Enzyms mittels BTEE-Assay unter Standardreaktionsbedingungen bestimmt. Die Ergeb-
nisse der Aktivititsuntersuchungen sind in Abbildung 7.7-2 graphisch einander gegeniiber
gestellt.

Analog zu den Ergebnissen der Aktivitdtstests mit dem direkt an die Partikel immobilisierten
«-Chymotrypsin (vgl. Kapitel 7.4, S.87), nimmt auch die spezifische Restaktivitdt des
spacergebundenen Enzyms mit sinkender Oberflichendichte der Ankergruppen zu. Die
hochste spezifische Restaktivitit von 24 % besitzt das a-Chymotrypsin, dass an MagPrep®-
Partikel gebunden ist, die zuvor mit dem 1:9 Silangemisch funktionalisiert wurde. Eine um
8% kleinere Restaktivitdt besitzt das spacergebundene Enzym an den MagPrep®-Partikel,
die mit 1,5 pumol Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/g Partikel funktionalisiert wurden. Die
spezifische Restaktivitit des «-Chymotrypsins auf den Immobilisaten des 1:5-Gemisches ist
mit 13 % am geringsten.

Auffillig ist, dass durch die Immobilisierung des «-Chymotrypsin iiber den 1,6-Diamino-
hexan Spacer keine Verbesserung der spezifischen Restaktivitit des an die MagPrep®™-Par-
tikel immobilisierten Enzyms erreicht wird. Da das «-Chymotrypsin bei der Immobilisierung

an die spacermodifizierten MagPrep®-Partikel allerdings nicht mehr an Oxiran- sondern an
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Aldehydgruppen auf den Partikeln bindet, sind an der Immobilisierungsreaktion wahr-
scheinlich auch andere funktionelle Reste des Enzyms beteiligt. Dies fiihrt moglicherweise
zu einer unglinstigeren Anbindung des Enzyms, so dass eine Destabilisierung der Enzym-
konformation und damit eine reduzierte Restaktivitit des immobilisierten Enzyms resultiert.
Moglicherweise wird der positive Einfluss des Spacers auf die spezifische Restaktivitit ge-
rade durch die negativen Auswirkungen der verdnderten Ankergruppen kompensiert.

Welchen Einfluss der durch die Spacermodifizierung der MagPrep®-Partikel hervorgeru-
fene Wechsel der mit dem «-Chymotrypsin reagierenden funktionellen Gruppen auf der
Partikeloberfliche auf die Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms hat, wurde jedoch im

Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr néher untersucht.

MagPrep®-Partikel

I mit 1:5 Silangemisch funktionalisiert

=N mit 1:9 Silangemisch funktionalisiert

B mit 1,5 pug Epoxysilan/mg Partikel funktionalisiert
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Spezifische Restaktivifi]

MagPrep ® -Partikel

Abbildung 7.7-2: Vergleich der spezifischen Restaktivitiit des an spacermodifizierten MagPrep®-Partikeln
(mit 1,6-Diaminohexan oberflichenmodifizierten) immobilisierten a-Chymotrypsins;

Immobilisierungsbedingungen; c,=0,5 mg/mL, T=20 °C, t=3 h, 850 rpm
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8. Vergleich der Enzymimmobilisierung an SIMAG- und Mag-
Prep®-Partikeln

Mit den SIMAG- und MagPrep®-Partikeln standen zwei unterschiedliche Partikelsorten zur
Verfligung. Wie bereits in den vorangegangenen Kapiteln gezeigt wurde, eignen sich beide
fir die kovalente Immobilisierung von x-Chymotrypsin. Im Folgenden sollen nun die auf
den jeweiligen Partikelsorten erreichten Immobilisierungsergebnisse einander gegeniiber
gestellt werden.

Im Gegensatz zu den SiMAG-Partikeln, deren Oberfliche bereits mit unterschiedlichen
Bindungsankern flir die Enzymanbindung ausgestattet waren, musste die Oberfliche der
MagPrep®-Partikel durch entsprechende Funktionalisierung mit Ankergruppen fiir die En-
zymimmobilisierung ausgestattet werden.

Die Reaktionsbedingungen bei der kovalenten Anbindung von «-Chymotrypsin an die
unterschiedlichen Magnetpartikel unterschieden sich jedoch nicht wesentlich voneinander.
Alle Immobilisierungen erfolgten bei moderaten Reaktionstemperaturen in wéssriger
Losung bei pH-Werten zwischen pH=5,5-7,5. Trotzdem wurden deutliche Unterschiede im

Immobilisierungsergebnis festgestellt.

8.1 Vergleich der Immobilisierungsergebnisse an unmodifizierten Partikeln
Fiir die Enzymimmobilisierung an SIMAG-Partikel waren Chlormethyl-, Thiol- und Poly-
glutaraldehydgruppen als Bindungsanker auf der Partikeloberfliche verfiigbar. Die kova-
lente Anbindung des «-Chymotrypsins an diese Partikel erfolgte dementsprechend iiber un-
terschiedliche Reaktionsmechanismen, so dass die Reaktionsbedingungen an die einzelnen
Ankergruppen angepasst werden mussten. Unter flir die unterschiedlichen Bindungsanker
optimierten Immobilisierungsbedingungen, werden pro mg SiMAG-Partikel, abhdngig von
der jeweiligen funktionellen Gruppe auf der Oberfliche der SIMAG-Partikel, zwischen 15
und 40 pg o-Chymotrypsin gebunden. Mit 15 pg/mg wird dabei die geringste Menge -
Chymotrypsin iiber die Chlormethyl-Gruppen an den SiMAG-Partikeln immobilisiert.
SiMAG-PGL Partikel besitzen eine mehr als doppelt so gro3e Bindungskapazitit, so dass
32 pg Enzym/mg Magnetpartikel gebunden werden. Die hochste spezifische
Enzymbindungskapazitit von 38 ug/mg wird an SIMAG-SH Partikeln gemessen.

Die direkte Anbindung des Enzyms an die starre Oberfldche der SIMAG-Partikel verursacht
bei der kovalenten Immobilisierung allerdings erhebliche Aktivititsverluste. Durch die Op-

timierung der Immobilisierungsbedingungen konnte die erhaltene Restaktivitdt zwar mehr
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als verdoppelt werden, sie betrégt jedoch bei keiner der SIMAG-Partikelsorten mehr als 6 %
(vgl. Tabelle 8.1-1).

Ein ganz anderes Bild ergibt sich bei der Immobilisierung von «x-Chymotrypsin an Mag-
Prep®-Partikel. Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese Partikel hauptsédchlich mit Oxiran-
gruppen funktionalisiert, um das Enzym kovalent an die Oberfliche zu binden.

Die Silanisierung der MagPrep®-Partikel mit N-(6-Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan
wird hier zunichst nicht betrachtet. Aufgrund der Struktur des N-(6-Aminohexyl) Amino-
propyltrimethoxysilans erfolgt der Vergleich der an derart funktionalisierten MagPrep®-
Partikel erreichten Immobilisierungsergebnisse mit den spacermodifizierten Partikeln im
nédchsten Kapitel.

Waihrend die Oberflachendichte der Bindungsanker bei den Enzymimmobilisierungen an
SiMAG-Partikeln konstant war, wurden die Immobilisierungsversuche an epoxyfunktiona-
lisierten MagPrep®-Partikeln mit unterschiedlichen Belegungsdichten der Bindungsanker auf
der Partikeloberfliche durchgefiihrt. Dabei wurde mit abnehmender Oberflachendichte der
Ankergruppen immer weniger «-Chymotrypsin an die epoxyfunktionalisierten MagPrep®-
gebunden. Abhingig von der wihrend der Oberflichenfunktionalisierung an MagPrep®-
Partikeln eingesetzten Oxiranmenge, betrdgt die immobilisierte Enzymmenge 10-25 pg/mg
Magnetpartikel. Die Enzymbelegung der entsprechend funktionalisierten MagPrep®-Partikel
ist damit um etwa 50-75 % kleiner als die der SIMAG-Partikel.

Die geringere immobilisierte Enzymmenge wird jedoch durch eine deutlich héhere spezifi-
sche Restaktivitit der MagPrep®-Immobilisate kompensiert. Sie liegt bei der Enzymimmo-
bilisierung an MagPrep®-Partikel zwischen 10-25 % und ist damit signifikant groBer als bei
der Immobilisierung des «x-Chymotrypsins an SIMAG-Partikel.

Die Effektivitit der Enzymimmobilisierung hingt sowohl von der immobilisierbaren En-
zymmenge als auch von der auf den Partikeln immobilisierbaren Restaktivitdt des trager-
fixierten «-Chymotrypsins ab und soll im folgenden zur Beurteilung der unterschiedlichen
Immobilisierungsmethoden herangezogen werden. Aus diesem Grund wird die dimensions-
lose Kennzahl der Immobilisierungseffektivitit (e;) als Quotient aus spezifischer Restaktivi-
tdt und immobilisierter Enzymmenge definiert. In Tabelle 8.1-1 sind die Effektivitdtswerte
der Verfahren aufgelistet, bei denen die Enzymanbindung direkt an der Partikeloberflidche
erfolgt. Es ist deutlich zu erkennen, dass, aufgrund der deutlich hoheren Restaktivitdten, die
Immobilisierung von «-Chymotrypsin an MagPrep®-Partikeln effektiver als die an den
SiIMAG-Partikeln ist. Mit geringeren Enzymmengen werden hohere spezifische Restaktivi-
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taten an den MagPrep®-Partikeln erreicht.

Tabelle 8.1-1: Gegeniiberstellung der bei der Immobilisierung an SiMAG- und MagPrep®-

Partikeln resultierenden spezifischen Restaktivititen des a-Chymotrypsins

und der dazugehérigen Immobilisierungseffektivitdt

SiMAG-Partikel MagPrep®-Partikel
Spez. Restaktivitat| € Spez. Restaktivitat| €
Ankergruppe I Ankergruppe I
gruep [%] [rel. E] aruep [%] [rel. E]
Oxiran (rein) 10 0,68
MeCl 5 0,34 .
Oxiran 12 1,37

(1:1 Gemisch)

Oxiran
(1:5 Gemisch) 18 148
PGL 6 0,18

Oxiran

(1:9 Gemisch) 25 2,27

Als Ursache fiir die groBere Effektivitit der Enzymimmobilisierung an den MagPrep®-Par-
tikeln ist die Reduzierung der Ankergruppe auf der Partikeloberfliche zu sehen. Durch die
variable Einstellung der Oberflichendichte der funktionellen Ankergruppen auf den Mag-
Prep®-Partikeln, konnen diese besser an die durchzufiihrende Enzymimmobilisierung ange-
passt und die sterische Belastung des «-Chymotrypsins entsprechend verringert werden.

Daraus resultiert dann schlielich die hohere Effektivitdt der Immobilisierungsmethode.

8.2 Vergleich der Immobilisierungsergebnisse an oberfliichenmodifizierten
SiMAG- und MagPrep®-Partikeln

Nachdem aus der Immobilisierung des «-Chymotrypsins direkt an die Oberfliche der Mag-
netpartikel gerade bei den SIMAG-Partikeln sehr niedrige Restaktivititen resultierten, wur-
den die Partikel durch Einfiihrung von Spacern zwischen Enzym und Partikeloberfliche
oberflaichenmodifiziert. Durch die Modifizierung soll der Abstand des Enzyms zur Parti-
keloberflache vergroBert werden. Dadurch sollen die deaktivierenden Wechselwirkungen
des Enzyms mit der Trigermatrix reduziert und die Substratzuginglichkeit des immobili-
sierten Enzyms erhoht werden.

Die Oberflaichenmodifizierung wurde allerdings nicht mit allen vier SIMAG-Partikelsorten
durchgefiihrt, sondern erfolgte nur an SIMAG-MeCl Partikel. Vier unterschiedliche Spacer,
die sich in ihrer Kettenldnge unterschieden, kamen zum Einsatz (Kapitel 5, S.66). Die
Oberflichenmodifizierung der MagPrep®-Partikel erfolgte ausschlieBlich mit 1,6-Diamino-
hexan, da dieser Spacer bei der Modifizierung der SIMAG-Partikel zu den héchsten Rest-
aktivititen des immobilisierten &x-Chymotrypsins gefiihrt hatte.
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Als Besonderheit soll an dieser Stelle die Silanisierung der MagPrep®-Partikel mit N-(6-
Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan erwdhnt werden. Hierbei handelte es sich nicht
um eine Modifizierung der bereits funktionelle Bindungsanker tragenden Partikeloberfliche,
sondern vielmehr um eine Funktionalisierung der MagPrep®-Partikel. Sie wird aber trotz-
dem an dieser Stelle mit aufgeflihrt, da aufgrund der Struktur des verwendeten Silans,
aminofunktionalisierte MagPrep®-Partikel mit groBerem Enzymabstand zur Partikelober-
fliche erhalten werden, deren Oberfliche der der spacermodifizierten sehr dhnlich ist (vgl.
Abbildung 8.2-1).
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Abbildung 8.2-1: Struktur der Bindungsanker: (a) auf der Oberfliche der SiMAG-Partikel nach Modifi-
zierung mit 1,6 Diaminohexan,
(b) auf der Oberfliche der MagPrep®-Partikel nach der
Funktionalisierung mit N-(6-Aminohexyl)Aminopro-

pyltrimethoxysilan

Vor der Verwendung als Tridgermatrix bei der Enzymimmobilisierung muss bei allen hier
beschriebenen Magnetpartikeln eine Aktivierung der auf der Partikeloberfliche aufgebrach-
ten Amingruppen durch Einflihrung von Glutardialdehyd als Linker erfolgen (vgl. Kapitel
11.1.6, S. 119).

Durch die Oberflichenmodifizierung der SIMAG-MeCl Partikel werden deutlich hohere
Restaktivititen des immobilisierten «-Chymotrypsins erhalten. So betrdgt die spezifische
Restaktivitit des trigergebundenen Enzyms bei der Immobilisierung direkt an die unmodi-
fizierte Oberfliche der SIMAG-MeCl Partikel nur knapp 6 %. Durch die Spacermodifizie-
rung wird die spezifische Restaktivitdt des immobilisierten «x-Chymotrypsins um den Faktor
zwei bis drei, auf Werte zwischen 10 % und 21 % gesteigert. Auch die Immobilisierungsef-
fektivitdt verdreifacht sich annidhernd durch die Spacermodifizierung der SIMAG-Partikel
und nimmt von 0,34 auf 0,90 zu (vgl. Tabelle 8.2-1). Der 1,6-Diaminohexan Spacer fiihrt
dabei zu den besten Immobilisierungsergebnissen. Aufgrund der Kettenlédnge des 1,6-Di-
aminohexan Spacers wird das Enzym bei der Immobilisierung in einem optimalen Abstand
zur Partikeloberflache gebunden, so dass es gut vom Substrat erreichbar ist und ausreichend

von moglichen Wechselwirkungen mit der Partikeloberflache abgeschirmt wird. Zusétzlich
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werden durch die Flexibilitdt des Spacers die konformativen Belastungen des gebundenen
Enzyms, die bei der Anbindung an die starre Partikeloberfliche durch die Deformation der
dreidimensionalen Enzymstruktur auftreten, verringert. Die Anbindung des Enzyms iiber
den langkettigen o,m-Bis-amino-PEG Spacer fiihrt zu etwas schlechteren Immobilisierungs-
ergebnissen. Die spezifische Restaktivitit des liber diesen Spacer immobilisierten a-Chy-
motrypsins betrdgt nur 15 %. Auch die Immobilisierungseffektivitit ist mit €,=0,8 etwas
geringer als beim 1,6-Diaminohexan. Moglicherweise ist der Spacer zu lang und liegt nicht
mehr als lineares, langgestrecktes Molekiil vor. Dadurch kdnnen dann unerwiinschte, die
Enzymaktivitdt mindernde Wechselwirkungen des Spacers mit dem Enzymmolekiil auftre-
ten.

Durch die Spacermodifizierung der SIMAG-MeCl Partikel mit Jeffamine HK-511 und
Ethyleneamine E100 werden nur geringfligig bessere Immobilisierungsergebnisse als bei der
direkten Anbindung des Enzyms an die Partikeloberfliche erhalten. Zusétzlich liegt die Im-
mobilisierungseffektivitit bei diesen Oberflichenmodifizierungen mit €,=0,31 und €,=0,26
deutlich unter der der beiden anderen Spacer. Aus diesem Grund wurde die Oberfldchen-
modifizierung mit diesem beiden Spacern bei weiteren Modifizierungsversuchen nicht fort-
gesetzt.

Tabelle 8.2-1: Gegeniiberstellung der bei der Immobilisierung an spacermodifizierte

SiMAG- und MagPrep®-Partikeln resultierenden spezifischen Restaktivi-

tit des a-Chymotrypsins und der dazugehérigen Immobilisierungeffektivitdit

SiMAG-MeCl Partikel MagPrep®-Partikel
Spez. € Spez. c
Spacer Restaktivitat ! Spacer/Silan Restaktivitat !
[%] [rel. E] (%] [rel. E]
o,m-Bis-amino 1,6-Diaminohexan
PEG 15 0.80 (1:5 Gemisch) 13 0.64

. . 1,6-Diaminohexan
1,6-Diaminohexan 21 0,90 (1:9 Gemisch) 24 1,42
Jeffamine ® HK- 1,6-Diaminohexan
511 10 031 1 (1,5 umol Epoxy) 16 0.77
. N-(6-Amino-
Ethyleneamine E- 11 0,26 |hexyl)Amino-propyl- 22 0,88

100

tri-methoxysilan

Da aus den Modifizierungsversuchen mit SIMAG-Partikeln bekannt war, dass 1,6-Diamino-
hexan die besten Modifizierungsresultaten liefert, erfolgte die Modifizierung der MagPrep®-
Partikel ausschlie8lich mit diesem Spacer.

Modifiziert wurden die mit einem 1:5- und 1:9-Gemisch Glycidyloxypropyltrimethoxysi-
lan/N-Propyltriethoxysilan oberflichenfunktionalisierten Partikel und die MagPrep®-Partikel
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mit einer Oberflichendichte der Bindungsanker von 1,5 umol/g Partikel.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei der Oberflichenmodifizierung der SIMAG-MeCl-
Partikel, wird durch die Spacermodifizierung der MagPrep®-Partikel mit 1,6-Diaminohexan
keine signifikante Verbesserung der Immobilisierungsergebnisse erreicht. Die Immobilisie-
rungseffektivitit sinkt sogar bei allen Proben durch die Anbindung des Spacers geringfligig.
Durch die Anbindung des Enzyms {iber die Carbonylgruppe des Linkers reagieren andere
funktionelle Reste des a-Chymotrypsins mit den Ankergruppen auf der Oberfliache der spa-
cermodifizierten MagPrep®-Partikel. Dies fiihrt moglicherweise zu einer Destabilisierung
der Enzymstruktur woraus dann die reduzierten spezifischen Restaktivititen des Enzyms
resultierten.

Bei der Beurteilung der Immobilisierungsergebnisse der aminosilanisierten MagPrep®-Par-
tikel in Kapitel 7.5 wurde nur die auf den Partikeln immobilisierbare Enzymmenge und die
daraus resultierende enzymatische Aktivitdt der Immobilisate beriicksichtigt. Bezieht man
jedoch auch die Immobilisierungseffizienz bei der Beurteilung mit ein, muss festgestellt
werden, dass diese Partikelfunktionalisierung eine weniger effektive Immobilisierung des -
Chymotrypsins ermdglicht, als beispielsweise die mit 1,6-Diaminohexan oberflichenmodifi-
zierten Partikel, deren Oberfliche mit einem 1:9 Gemisch aus Glycidyloxypropyltrimeth-
oxysilan/N-Propyltriethoxysilan funktionalisiert wurde. Zwar kann an den aminosilanisierten
MagPrep®-Partikel eine groBe Enzymmenge und auch die groBite enzymatische Aktivitat
immobilisiert werden, jedoch besitzt das immobilisierte «-Chymotrypsin eine geringere
spezifische Restaktivitdt als auf den modifizierten Partikeln des 1:9 Gemisches. Die Effek-
tivitdt der Enzymimmobilisierung an aminosilanisierten MagPrep®-Partikeln betragt €,=0,88,
die der spacermodifizierten Partikel des 1:9 Gemisches €,=1,42 (vgl. Tabelle 8.2-1).
Insgesamt hat der Vergleich der Enzymimmobilisierung an oberflichenmodifizierten
SiMAG- und MagPrep®-Partikeln gezeigt, dass bei der kovalenten Immobilisierung von «-
Chymotrypsin an MagPrep®-Partikel bessere Immobilisierungsergebnisse und eine hdhere
Immobilisierungseffektivitit erreicht werden.

Die SiMAG-Partikel besitzen allerdings den Vorteil, dass sie bereits funktionelle Bindungs-
anker auf der Oberfldche tragen, so dass ihr direkter Einsatz bei der Enzymimmobilisierung
moglich ist. Im Vergleich zur Immobilisierung an MagPrep®-Partikeln entféllt dadurch der
Reaktionschritt der Oberfldchenfunktionalisierung.

Durch Optimierung der Immobilisierungsbedingungen und durch die Modifizierung der

Partikeloberfliche kann sowohl die Bindungskapazitit als auch die auf den SiIMAG-Parti-
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keln immobilisierbare enzymatische Aktivitdt deutlich gesteigert werden. Trotzdem werden
bei der Immobilisierung von x-Chymotrypsin an SIMAG-Partikeln fast immer schlechtere
Immobilisierungsergebnisse erhalten, als bei der kovalenten Anbindung des Enzyms an
MagPrep®-Partikel.

Die MagPrep®-Partikel tragen zwar keine fiir die kovalente Enzymimmobilisierung geeig-
neten funktionellen Gruppen auf der Partikeloberflache und miissen deshalb vor der Enzym-
immobilisierung funktionalisiert werden, doch gerade dadurch besteht bei den MagPrep®-
Partikeln die Mdoglichkeit, eine bessere Anpassung der Partikeloberfliche an das Modellen-
zym vorzunchmen. Die groften Verbesserungen der Immobilisierungsergebnisse werden
nicht durch die Optimierung der Reaktionsbedingungen bei der Immobilisierungsreaktion
erreicht, sondern durch die Anpassung der Oberflichendichte der funktionellen Bindungs-
ankern auf den Magnetpartikeln.

Wie experimentell gezeigt werden konnte, hat die Oberflichendichte der Ankergruppen bei
der Immobilisierung von «-Chymotrypsin einen wesentlich groferen Einfluss auf das Im-

mobilisierungsergebnis, als der Reaktions-pH-Wertes oder die Reaktionstemperatur.
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9. Pepsinimmobilisierung an MagPrep®-Partikeln
Zum Abschluss der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die bei der Immobili-

sierung von a-Chymotrypsin gewonnenen Erkenntnisse auf ein weiteres Modellenzym zu
iibertragen sind. Hierbei wurde Pepsin als Modellenzym ausgewéhlt, da es in einem indus-
triell anwendbaren Verfahren zur Biotransformation von Lactoferrin (bLF) eingesetzt wird.
Die Gewinnung bioaktiver Proteine aus Agrarprodukten wie z.B. Molke ist aufgrund ihrer
funktionellen Eigenschaften von groBem Interesse. Durch die Isolierung einzelner Proteine
aus den Rohstoffen Zuckerriibe, Kartoffel und Milch wird die ErschlieBung neuer Mérkte
wie der Lebensmittel-, Kosmetik- oder Pharmaindustrie moglich, was zu einer erheblichen
Steigerung der Wertschopfung fiihrt. Durch anschlieBende Biotransformation dieser Pro-
teine kann moglicherweise die Wertschopfung weiter gesteigert werden, wie dies bei der
enzymatischen Transformation von Lactoferrin zu dem antimikrobiell hher wirksamen
Lactoferricin der Fall ist.

Ein Verfahren zur Biotransformation von bLF, in dem Pepsin als Biokatalysator eingesetzt
wird, wurde in einer am Institut fiir Technische Chemie der Universitit Hannover angefer-
tigten Dissertation bereits entwickelt [Diss. Johann].

Basierend auf den Ergebnissen dieser Dissertation soll nun untersucht werden, ob Mag-
Prep®-Partikel als Tragermatrix fiir die Immobilisierung des Pepsins verwendet und die er-
haltenen Immobilisate bei der Umsetzung von Lactoferrin zu Lactoferricin eingesetzt wer-
den konnen.

Der Einsatz von immobilisiertem Pepsin bei der Biotransformation wiirde neben der Wie-
derverwendung des Enzyms eine einfache und schnelle Abtrennung des Biokatalysators vom
Reaktionsmedium ermoglichen. Derzeit wird das Pepsin durch Cross-flow-Filtration vom
Produkt abgetrennt. Hierbei ist jedoch bereits nach 20 min eine Verblockung der Filtrati-
onsmembran und damit Membranfouling zu beobachten. Die Verwendung von Magnetpar-
tikeln kann in diesem Verfahren zu einer deutlichen Vereinfachung und einer erheblichen
Verbesserung der Pepsinabtrennung fiihren.

Die Versuche zur Immobilisierung von Pepsin wurden an MagPrep®-Partikeln durchgefiihrt,
deren Oberfliche zuvor mit einem 1:9 Gemisch Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Pro-
pyltriethoxysilan funktionalisiert wurde (vgl. Kapitel 11.1.4, S. 118). Die Immobilisierung

des Pepsins erfolgte analog zu den Standardversuchsbedingungen bei der Immobilisierung

von o-Chymotrypsin, allerdings wurden statt 20 mg Partikel 50 mg je Probe und statt 1x
PBS-Puffer (pH=7,5) KPP-Puffer (0,1 M, pH=5,5) eingesetzt. Der Pufferwechsel wurde



9. Pepsinimmobilisierung an MagPrep®-Partikeln 107

vorgenommen, um eine bessere Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen der urspriinglichen,
mit nativem Enzym durchgefiihrten Versuche, zu gewihrleisten [Schwarz, 2006]. Die Im-
mobilisierungsergebnisse sind in Tabelle Tabelle 9-1 (S.109) aufgefiihrt.

Im Mittel wurden 6 pug Pepsin/mg Magnetpartikel immobilisiert. Erwartungsgemal ist die

Bindungskapazitit der MagPrep®-Partikel fiir Pepsin etwas geringer als fiir a-Chymotryp-
sin, da sich die beiden Enzyme in der Grof3e der Molekiile unterscheiden. Pepsin besitzt ein
um etwa 45% hoheres Molekulargewicht von Mr=36 kDa, wodurch sich der grofBeren
Platzbedarf des Enzyms erklart.

Die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms wurde anschlieBend mit einem Titrationsassay
bestimmt. Dabei wird Lactoferrin als Substrat eingesetzt und durch enzymatische Biotrans-
formation zu Lactoferricin umgesetzt. Eine detaillierte Versuchsbeschreibung ist im Anhang
aufgefiihrt (vgl. Kapitel 11.1.7, S. 119).

Der Titrationsassay basiert auf der Freisetzung von Hydroxid-Ionen bei der enzymatischen
Biotransformation von Lactoferrin durch Pepsin. Um aber den pH-Wert der Reaktionslo-
sung {iber den gesamten Reaktionsverlauf konstant bei pH=2 zu halten, muss kontinuierlich
0,1 M Salzsdure zutitriert werden. Uber die Zugabegeschwindigkeit der Salzsiure kann
schlieflich die Aktivitdt des tragerfixierten Pepsins berechnet werden. Ein Unit wird dabei
als die Pepsinmenge definiert, die bei der Reaktion mit Lactoferricin pro Minute bei 37 °C
und pH=2 ein umol Hydroxid-Ionen freisetzt.

Die Aktivititsmessung wurde in einer pH-Stat-Anlage (DL50 Graphix, Mettler Toledo)

durchgefiihrt, wobei der Reaktor {iber einen Wasserbad-Thermostat temperierbar war.
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Abbildung 9-1: pH-Stat-Anlage zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitit des

immobilisierten Pepsins [Diss. Johann]

Da fiir diesen Assay keine Herstellerinformationen iiber die Aktivitdt des nativen Pepsins
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verfligbar waren, wurde diese in Vorversuchen zur Pepsinimmobilisierung bestimmt. Die
spezifische Aktivitdt des Pepsins betrdgt 25 U/mg.

Der zeitliche Verlauf der HCI-Zugabe bei den Aktivitdtsuntersuchungen des nativen und an

MagPrep®-Partikel immobilisierten Pepsins sind in Abbildung 9-2 dargestellt.

250 pg natives Pepsin
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B —— MagPrep-Immobilisat Probe 2
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Abbildung 9-2: Titrationsverlauf der Aktivitdtsbestimmung von direkt an der Partikeloberfldche

gebundenem Pepsin

Fiir das immobilisierte Enzym ergab sich somit eine spezifische Restaktivitidt von ZE(37 o)~

2,4+ 0,6 U/mg.

Ebenso wie bei der Immobilisierung von a-Chymotrypsin wird auch bei der kovalenten An-

bindung von Pepsins an die MagPrep®-Partikel ein deutlicher Aktivititsverlust beobachtet.
Nach der Immobilisierung besitzt das Enzym nur noch 9,6 % der urspriinglichen Aktivitét.
Es konnte mit diesen Versuchen aber gezeigt werden, dass das auf den MagPrep®-Partikeln
immobilisierte Pepsin prinzipiell fiir den Einsatz bei der Biotransformation von Lactoferrin
zu Lactoferricin geeignet ist.

Ausgehend von den guten Ergebnissen der Oberflichenmodifizierung bei der Immobilisie-
rung von o-Chymotrypsin wurde in einer zweiten Versuchsreihe die Oberfliche der Mag-
Prep®-Partikel vor der Enzymimmobilisierung mit 1,6-Diaminohexan modifiziert. Da das
Pepsin grofer als a-Chymotrypsin ist, wird erwartet, dass sich der positive Einfluss des
Spacers auf die Restaktivitit des immobilisierten Pepsins noch deutlicher als bei der Immo-
bilisierung von o-Chymotrypsin auswirkt. Um die Immobilisierungsergebnisse der Spacer-
modifizierung mit den Resultaten der Immobilisierung direkt an der Partikeloberfliche ver-

gleichen zu konnen, wurde die Oberflichenmodifizierung ebenfalls an MagPrep®-Partikeln
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durchgefiihrt, deren Oberfliche zuvor mit einem 1:9 Gemisch Glycidyloxypropyltri-
methoxysilan/n-Propyltriethoxysilan funktionalisiert wurde. AnschlieBend an die Oberfla-
chenmodifizierung wurden die MagPrep®-Partikel mit Glutardialdehyd als Linker unter
Standardbedingungen aktiviert (vgl. Kapitel 5.2, S. 68). Die Immobilisierung an die akti-
vierten Partikel erfolgte dann analog zu der oben beschriebenen Methode zur direkten An-
bindung auf der Oberfliche der MagPrep®-Partikel.

Durch die Einfithrung des Spacers konnte nicht mehr Pepsin an den Magnetpartikeln im-
mobilisiert werden. Wie in Tabelle 9-1 dargestellt, wurde auch an die oberflichenmodifi-
zierten MagPrep®-Partikel eine Enzymmenge von 6 ug Pepsin/mg Partikel kovalent gebun-
den.

Tabelle 9-1: Ergebnis des Titrationsassays zur Bestimmung der Aktivitdt des an den spacermodifi-

zierten MagPrep®-Partikeln immobilisierten Pepsins

Menge A Spez.
Probe | V, [uL/min] An/AL i mmobilisiertes | SP8Z AKIVItL | o Ktivitat
[wmol/min] Enzym [ug] [umol/(min-mg)] %]
1 20,03 2,00 250 8 31,83
2 27,61 2,76 300 9 36,56
(Zggig) 62,93 6,29 250 25 100

Der 1,6-Diaminohexan Spacer brachte jedoch eine deutliche Verbesserung der Restaktivitit
des immobilisierten Enzyms. Die Immobilisate besallen spezifische Aktivititen von 9 +
0,8 U/mg immobilisiertes Pepsin. Damit liegt die spezifische Restaktivitit des spacerge-
bundenen Pepsins erheblich iiber der des direkt an die Partikeloberfliche gebundenen En-
zyms. Durch die Einfilhrung des Spacers bleiben bei der kovalenten Anbindung iiber 34 %
der enzymatischen Aktivitdt des Pepsins erhalten. Hier konnte also durch die Modifizierung
der Partikeloberfliche mit 1,6-Diaminohexan die spezifische Restaktivitdt im Vergleich zum
direkt an die Partikeloberfliche gebundenen Pepsin mehr als verdreifacht werden. Die er-

wartete Verbesserung des Immobilisierungsergebnisses durch die Spacermodifizierung der

MagPrep®-Partikel wurden damit experimentell eindeutig bestitigt.

Insgesamt kann auf der Basis der vorliegenden Ergebnisse das Fazit gezogen werden, dass
der Einsatz von immobilisiertem Pepsin zur Biotransformation von bLF zu Lactoferricin
moglich ist, und nach weiterer Optimierung der Immobilisierungsbedingungen, die im
Rahmen dieser Arbeiten allerdings nicht mehr durchgefiihrt wurden, auch effizient genutzt

werden kann.
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10. Zusammenfassung und Ausblick

Der Einsatz von Enzymen in technischen Verfahren, beispielsweise in der Lebensmittelbran-
che oder auch zur Produktion von Vorstufen pharmazeutischer Wirkstoffe, hat in den ver-
gangenen Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen.

Da freie Enzyme jedoch nur gelost eingesetzt werden konnen und sich ihre Abtrennung
meist nur mit aufwendigen Aufarbeitungsschritten realisieren lasst, wird nach Moglichkeiten
gesucht, die Biokatalysatoren mehrfach zu verwenden.

Durch die Immobilisierung des Enzyms an feste Trigermaterialien ist eine einfache Riick-
gewinnung und eine mehrfache Verwendung moglich. AuBlerdem lassen sich durch die Im-
mobilisierung hohe Katalysatordichten und damit hohe Raum-Zeit-Ausbeuten realisieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden umfangreiche Untersuchungen zur Eignung
para- und superparamagnetischer Silica-Partikel bei der kovalenten Enzymimmobilisierung
erarbeitet. Dabei wurden die mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen auf der Partikel-
oberfliche ausgestatteten SIMAG-Magnetpartikel der Firma Chemicell (Berlin) und der un-
funktionalisierten MagPrep®-Partikelder Firma Merck (Darmstadt) als Tragermatrix und «-
Chymotrypsin als Modellenzym fiir die Enzymimmobilisierung eingesetzt.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Eignung der unterschiedlichen funktionellen Gruppen,
die seitens des Herstellers bereits auf die Oberfliche der superparamagnetischen SIMAG-
Partikel aufgebracht werden, fiir die kovalente Enzymimmobilisierung untersucht. Dabei
konnte gezeigt werden, dass sich prinzipiell alle drei getesteten Ankergruppen fiir die An-
bindung des «-Chymotrypsins an die Magnetpartikel eignen. Anhand eines Vereinfachten
Modells wurde die maximale Oberflichenbelegung der SIMAG-Partikel mit «x-Chymotryp-
sin berechnet und mit den experimentell erhaltenen Immobilisierungsergebnissen verglichen.
Im nidchsten Schritt wurden dann die fiir die Immobilisierung des o-Chymotrypsins an
SiMAG-Partikel optimalen Immobilisierungsparameter, wie eingesetzte Enzymkonzentra-
tion, Reaktionsdauer, pH-Wert der Reaktionslosung, Immobilisierungstemperatur und me-
chanische Durchmischung der Reaktionslosung bestimmt (s. Kap. 4.3). Die Optimierung der
Immobilisierungsparameter erfolgte dabei nicht nur im Hinblick auf eine moglichst grofie
Menge gebundenen Enzyms, sonder auch im Hinblick auf eine moglichst grofle Restaktivitit
des tragergebundenen o-Chymotrypsins.

Um die enzymatische Aktivitdt der Immobilisate bestimmen zu konnen, wurde ein photo-
metrischer Aktivititsassay etabliert, mit dem eine kontinuierliche Aktivitdtsmessung moglich

war.
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Anschlieend wurden die erhaltenen Immobilisate charakterisiert (s. Kap. 4.4). Die kineti-
schen Parameter des an SiMAG-Partikel gebundenen «-Chymotrypsins wurden dabei
ebenso bestimmt, wie die Temperatur- und Langzeitbesténdigkeit der SIMAG-Immobilisate.
In den Versuchen konnte gezeigt werden, dass durch die Immobilisierung des «-Chymo-
trypsins an SiIMAG-MeCl und -PGL Partikel eine Erhohung der Temperaturbestindigkeit
des Enzyms von bis zu 10 °C erreicht wird.

Zur weiteren Verbesserung der Ergebnisse der Enzymimmobilisierung an SiIMAG-Partikel
erfolgte die Modifizierung der Partikeloberfliche der SIMAG-MeCl Partikel mit unter-
schiedlich langen Spacern (Kap. 5). Durch den Einbau der Spacer zwischen Enzym und
Tragermatrix sollte der Enzymabstand zur Partikeloberfliche vergrofert werden, um die
Substratzugénglichkeit des immobilisierten Enzyms zu verbessern und das «-Chymotrypsin
von Wechselwirkungen mit der Partikeloberfliche abzuschirmen. Durch die Spacermodifi-
zierung der Partikeloberfliche konnten die Immobilisierungsergebnisse deutlich gesteigert
werden. Nach Einbau der Spacer wurde eine dreifach groBere Restaktivitidt des immobili-
sierten «-Chymotrypsins erhalten. Auch die Effektivitdt der Enzymimmobilisierung wurde
durch die Oberflichenmodifizierung der SIMAG-Partikel mit Spacern deutlich verbessert.
Zusitzlich zur verbesserten Restaktivitdt stieg auch die auf den spacermodifizierten Mag-
netpartikeln immobilisierbare Enzymmenge um tiiber 40 %. Weiterhin wurden Untersu-
chungen zur Langzeitstabilitdt und zum Temperatur- und pH-Verhalten der spacermodifi-
zierten Immobilisate durchgefiihrt (Kap. 6.2.1-6.2.3). Im Vergleich mit dem direkt an die
Partikeloberfliche gebundenen «-Chymotrypsin konnte bei den oberflichenmodifizierten
Immobilisaten eine erhohte Langzeitstabilitdt beobachtet werden. Die beobachtete zeitliche
Aktivititsabnahme des spacergebundenen «-Chymotrypsins war wesentlich geringer. Durch
die Oberflichenmodifizierung der SIMAG-Partikel mit Spacern wurde auch eine verdnderte
Temperatur- und pH-Stabilitdt der Immobilisate beobachtet. Die Oberflichenmodifizierung
der SIMAG-Partikel mit dem a,®-Bis-amino PEG Spacer filihrte zu einer deutlichen Ver-
besserung der Temperaturstabilitit des immobilisierten Enzyms. Die entsprechenden Im-
mobilisate besalen bei einer Reaktionstemperatur von 60 °C eine mehr als viermal hohere
Aktivitét als das direkt an die Partikeloberflache gebundene «x-Chymotrypsin.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden MagPrep®-Partikel verwendet, die vom Hersteller un-
funktionalisiert geliefert wurden. Bevor die MagPrep®-Partikel zur Enzymimmobilisierung
eingesetzt werden konnten, mussten sie mit funktionellen Ankergruppen fiir die Anbindung

des Enzyms ausgestattet werden. Die Aktivierung der Partikel erfolgte durch Silanisierung
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mit Glycidyloxypropyltrimethoxysilan und N-(6-Aminohexyl) Aminopropyltrimethoxysilan,
wodurch neben Oxiran- auch Aminogruppen auf der Partikeloberfldche aufgebracht wurden.
Die Oberflachendichte der Oxirangruppen wurde dabei durch Verdiinnung der eingesetzten
Silanisierungskomponente mit N-Propyltriethoxysilan variiert (Kap. 7.4). Es konnte gezeigt
werden, dass eine Reduzierung der Belegungsdichte der Partikeloberfliche mit Oxiran-
gruppen erheblichen Einfluss auf das Immobilisierungsergebnis hat. Bei maximaler Belegung
der Partikeloberfliche mit Oxirangruppen und Enzym stehen jedem «-Chymotrypsinmolekiil
ca. 100 Oxirangruppen als Bindungsanker auf der Partikeloberfliche zur Verfligung. Durch
die Verdiinnung der Silanisierungskomponente konnte eine Ausdiinnung der Oxirangruppen
auf der Oberfliche der MagPrep®-Partikel erreicht werden. Erfolgte die Enzymanbindung
an die Magnetpartikel aufgrund der reduzierten Oberfldchendichte der Bindungsanker {iber
weniger kovalente Bindungen, war eine geringere Inaktivierung des Enzyms zu beobachten.
Die Effektivitit der Immobilisierung stieg mit zunehmender Verdiinnung der Silanisie-
rungskomponente deutlich an. Durch die Verwendung eines 1:9 Gemisches Glycidyloxy-
propyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan bei der Oberflichenfunktionalisierung der
MagPrep®-Partikel konnte letztlich die Immobilisierungseffektivitéat im Vergleich zur Immo-
bilisierung an MagPrep®-Partikeln mit maximaler Oberflichenbelegung mit Oxirangruppen,
mehr als verdreifacht werden.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die MagPrep®-Partikel anschlieBend mit sto-
chiometrischen Mengen N-(6-Aminohexyl)Aminopropyltrimethoxysilan funktionalisiert, so
dass jedem x-Chymotrypsinmolekiil nur ein Bindungsanker auf der funktionalisierten Parti-
keloberfliche zur Verfiigung stand. Aufgrund der Struktur des N-(6-Aminohexyl)Amino-
propyltrimethoxysilans sal die an der kovalenten Bindung beteiligte funktionelle Amin-
gruppe jedoch nicht direkt an der Partikeloberfliche, so dass sich der effektive Radius der
Magnetpartikel vergrofert. Dies ist ein moglicher Grund dafiir, warum mehr als doppelt so
viel o-Chymotrypsin an die aminofunktionalisierten, als an die oxiranfunktionalisierten
MagPrep®-Partikel gebunden wurde. Die spezifische Restaktivitit des an die aminosilani-
sierten Partikel immobilisierten «x-Chymotrypsins betrug 22 %.

Insgesamt besitzt die direkte Immobilisierung von «-Chymotrypsin an oberflichenfunktio-
nalisierte MagPrep®-Partikel im Vergleich mit den Ergebnissen der Enzymimmobilisierung
an unmodifizierte SIMAG-Partikel eine bis zu 12fach hohere Immobilisierungseffizienz. Die
MagPrep®-Partikel mussten zwar zuerst funktionalisiert werden, bevor sie zur kovalenten
Enzymimmobilisierung eingesetzt werden konnten, besalen dadurch aber mehr Flexibilitat

bei der Anpassung der Partikeloberfliche an die Immobilisierungsreaktion. Daraus resul-
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tierten deutlich bessere Ergebnisse bei der Immobilisierung des «-Chymotrypsins, wie an-
hand der Immobilisierungseffektivitit gezeigt wurde.

Ein Teil des Aktivitdtsverlustes der bei den Enzymimmobilisierungen beobachtet wurde,
kann auf die Enzymdeformation bei der kovalenten Immobilisierung und auf eine vermin-
derte Substratzuginglichkeit des aktiven Zentrums zuriickgefiihrt werden. Durch den Ein-
bau von Spacermolekiilen zwischen Enzym und Triagermatrix sollte auch bei den Mag-
Prep®-Partikeln der Enzymabstand zur Partikeloberfliche vergrofert und die Substratzu-
ganglichkeit verbessert werden. Auch die konformative Belastung des trigergebundenen
Enzyms sollte durch die flexiblen Spacer reduziert werden.

Basierend auf den Ergebnissen der Oberflichenmodifizierung an SIMAG-Partikeln kamen
bei der Spacermodifizierung der MagPrep®-Partikel allerdings nur noch 1,6-Diaminohexan
und o, o-Bis-amino Polyglutaraldehyd als Spacer zum Einsatz.

Im Gegensatz zu den Resultaten bei den SiIMAG-Partikeln konnte durch die Spacermodi-
fizierung der MagPrep®-Partikel jedoch keine signifikante Verbesserung des Immobilisie-
rungsergebnisses erreicht werden. Mdglicherweise fiihrt die Verdnderung der an der kova-
lenten Bindung beteiligten Ankergruppe dazu, dass die Immobilisierung des Enzyms iiber
andere Aminosédurereste erfolgt und dabei zu einer Destabilisierung des immobilisierten
Enzyms fiihrt.

Welchen Einfluss der durch die Spacermodifizierung der MagPrep®-Partikel hervorgerufene
Wechsels der Ankergruppen auf der Partikeloberfliche auf die Restaktivitit des immobili-
sierten Enzyms hat, wurde jedoch im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht mehr niher un-
tersucht. Dies ist moglicherweise eine Fragestellung, die in weiterfiihrenden Untersuchun-
gen zu kldren wire. Hierzu konnten Aldehydgruppen direkt auf der Partikeloberfliche auf-
gebracht oder Spacer mit endstdndigen Oxirangruppen an die Partikeloberfliche gebunden
werden.

Abschliefend wurden die bei der «-Chymotrypsinimmobilisierung gewonnenen Erkennt-
nisse auf ein weiteres, industriell relevantes Enzym iibertragen (Kap. 9). Dazu wurde die
kovalente Immobilisierung von Pepsin an MagPrep®-Partikel untersucht. Die kovalente
Immobilisierung von Pepsin ist im Hinblick auf eine mogliche Verwendung der Immobilisate
bei der Biotransformation des Molkebestandteils Lactoferrin zu Lactoferricin von besonde-
rem Interesse, da durch die Biotransformation des Lactoferrins eine weitere Steigerung der
Wertschopfung erreicht werden kann.

Zur Bestimmung der Restaktivitit des immobilisierten Pepsins wurde ein auf der

enzymatischen Umsetzung von Lactoferrin zu Lactoferricin basierender, kontinuierlicher
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Aktivitdtsassay entwickelt und etabliert. Die Versuche zur Immobilisierung von Pepsin
wurden an mit einem 1:9 Gemisch Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan
oberflichenfunktionalisierten MagPrep®-Partikeln durchgefiihrt. Die Pepsin-Bindungskapa-
zitit der MagPrep®-Partikel betrug 6 pug Pepsin/mg Magnetpartikel. Die spezifische Rest-
aktivitit des tragerfixierten Pepsins lag bei knapp 10 %, ohne dass im Vorfeld eine Opti-
mierung der Enzymimmobilisierung erfolgte. Die prinzipielle Eignung der MagPrep®-Parti-
kel als Trigermatrix bei der kovalenten Pepsinimmobilisierung konnte somit erfolgreich
gezeigt werden.

Aus der Spacermodifizierung der MagPrep®-Partikel mit 1,6-Diaminohexan resultierte auch
bei der kovalenten Immobilisierung von Pepsin eine deutliche Verbesserung des Immobili-
sierungsergebnisses. Durch diese Oberflichenmodifizierung der Partikel konnte die spezifi-
sche Restaktivitit des immobilisierten Pepsins verdreifachte werden (Kap. 9), so dass nach
der Oberflichenmodifizierung eine wesentlich effektivere Biotransformation des Lactofer-
ricins moglich war.

Analog zur Optimierung der Immobilisierungsparameter bei der x-Chymotrypsinimmobili-
sierung ist die Optimierung der Immobilisierungsbedingungen bei der Pepsinimmobilisierung
eine Aufgabe weiterer Arbeiten. Zusétzlich ist der Aufbau eines Enzymreaktors mit Mag-
Prep®-Partikeln zur Biotransformation von Lactoferricin eine weiterfiihrende Aufgabenstel-
lung. Hierbei wire ein Vergleich der Produktivitdt (bLF-Ausbeute) des Verfahrens mit der
Produktivitdt des etablierten Crossflow-Prozesses von besonderem Interesse.

Neben der Biotransformation von bLF durch immobilisiertes Pepsin sind eine Vielzahl en-
zymkatalysierter Prozesse vor allem aus dem Pharma- oder Lebensmittelbereich denkbar, in
denen an Magnetpartikel kovalent immobilisierte Enzyme Verwendung finden.

Um mogliche Einsatzbereiche der Magnetpartikel in biotechnologischen Verfahren zu iden-
tifizieren und die Vorteile der magnetischen Separation in biotechnologischen Prozessen
nutzbar zu machen, konnten Immobilisierungsversuche mit weiteren Enzymen durchgefiihrt
werden. Zur Kostenersparnis bei diesen Untersuchungen wire es denkbar, die Magnetpar-
tikel selbst herzustellen. Ein entsprechendes Verfahren miisste im Vorfeld entwickelt wer-
den, wobei fiir die Verwendung der Magnetpartikel in Enzymreaktoren die GroBenvertei-
lung der Partikel nicht so eng wie bei den SIMAG- bzw. MagPrep®-Partikeln sein miisste.
Denkbar ist auch eine Oberflaichenmodifizierung der Magnetpartikel mit funktionellen Poly-
meren.

Da die Umgebung des immobilisierten Enzyms mit steigendem Massenanteil des Spacers in

Bezug auf den Triger und das Enzym zunehmend von diesem beeinflusst wird [Kranz,
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2006], konnen die physikalischen und chemischen Eigenschaften des Enzyms iiber die Mo-
difizierung der Partikeloberflache gezielt manipuliert werden. Durch die Polymere wire so
moglicherweise eine noch bessere Anpassung der Partikeloberfliche an das zu immobilisie-
rende Enzymsystem realisierbar.

Die radikalische Atom-Transfer-Polymerisation (ATPR; atom transfer radical polymeriza-
tion) stellt dabei eine Moglichkeit dar, die Partikeloberfliche gezielt mit Polymeren bzw.
Co-Polymeren definierter Kettenldnge und Zusammensetzung zu modifizieren, da die Poly-
merketten bei der ATPR nicht auf die Partikeloberfliche aufgepfropft werden, sondern von
der Oberfliche weg wachsen. Bei dieser Art der Oberflichenmodifizierung besteht so
beispielsweise die Moglichkeit, in definiertem Abstand von der Partikeloberfliche
funktionelle Bindungsanker fiir die kovalente Enzymimmobilisierung zur Verfliigung zu
stellen, wodurch sich mdéglicherweise die Enzymbeladung der Magnetpartikel deutlich
verbessern lieBe, ohne dass dabei grofere Aktivitdtsverluste des immobilisierten Enzyms

einhergehen.
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11. Anhang
11.1 Standard-Vorschriften

11.1.1 Standard-Immobilisierungsvorschrift (x-Chymotrypsin)

200 pL Partikelsuspension (= 10 mg Partikel) werden in einem Eppendorf-Reaktionsgefaf3
vorgelegt und dreimal mit je 1 mL 1x PBS gewaschen. AnschlieBend werden die Partikel in
2 mL Enzymlésung (0,5 bzw. 1,5 mg/mL) resuspendiert und das Enzym fiir 3 h im Ther-
momixer bei 20 °C und 850 rpm immobilisiert. Nach Reaktionsende werden die Magnet-
partikel abgetrennt und dreimal mit je 1 mL 1x PBS gewaschen. Anschliefend werden die
Magnetpartikel mit 1 mL 1x PBS versetzt und im Kiihlschrank bis zur weiteren Verwertung
gelagert. Die Enzymkonzentration im Uberstand und den vereinigten Waschwassern wird

bestimmt und daraus die immobilisierte Enzymmenge berechnet.

11.1.2 Bradford-Proteinassay

Reagenzien:
Auf 100 mL:

0.01%(w/v) = 10 mg Coomassie-Blue G-250

4,7 % (w/v) = 5 mL 95% EtOH

8,5 % (w/v) = 10 mL 85% H;PO,

+ bidest. H,O
10 mg Coomassie-Blue G 250 werden in einem 100 mL Messkolben vorgelegt. 5 mL
Ethanol und 10 mL Phosphorsdure werden zugegeben und der Farbstoff unter Riihren ge-
16st. AnschlieBend wird mit Wasser (bidest) auf 100 mL aufgefiillt. Die Losung wird filtriert
und es wird eine griin-braune, klare, aber sehr dunkle Losung erhalten.
Versuchsdurchfiihrung:
Aus der Reaktionslosung wird eine bestimmte Probemenge (10 — 100 pL) entnommen, mit
1 mL Bradford-Reagenz versetzt und gut durchmischt. Nach ca. 7 Minuten ist die Absorp-
tion bei Amu=595 nm zeitlich konstant; so dass nach dieser Inkubationszeit die Absorpti-
onswerte zur Bestimmung der Enzymkonzentration gemessen werden konnen. Die im
Bradford-Test eingesetzte Probenmenge hingt von der Enzymkonzentration ab, wobei die
Menge so zu wéhlen ist, dass die Kalibrationsgerade iiber den relevanten Konzentra-

tionsbereich moglichst linear verlauft.
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11.1.3 BTEE-AKktivitatsassy
Reagenzien:
- 0,001 M BTEE in 50% v/v MeOH l6sen [M(BTEE)=313,36 g/mol]
Um das BTEE-Reagenz herzustellen werden 62,67 mg BTEE in 200 mL MeOH (50% v/v)
gelost. Die einzusetzende Reaktionslosung wird dann aus gleichen Teilen des BTEE-

Reagenz und 1x PBS-Puffer hergestellt.

(@) Mobicol -
_ Kartusche
/
H

Durchflusskiivette
(UV-Spektrometer)

BTEE-
Reaktionslésung

(10 mL)

Abbildung 11.1-1: (a) Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus beim BTEE-Aktivitdtsassay
(b) Versuchsapparatur zur Bestimmung der Restaktivitdt des immobilisierten Enzyms

(BTEE-Assay)
Versuchsdurchfiihrung:

10 mL der Reaktionslosung werden im Versuchskreislauf vorgelegt und auf 25 °C tempe-
riert. Um sicher zu stellen, dass sich kein gelostes Enzym aus vorangegangenen Versuchen
mehr im Kreislauf befindet und sich die Reaktionslosung auch nicht zersetzt, wird zu Ver-
suchsbeginn die Absorption der Losung bei A=256 nm einige Minuten lang gemessen. Bleibt
wihrend dieser Zeit (2 <t <5 min) die Absorption der Reaktionslosung konstant, ist kein
Enzym im System vorhanden und die Mobicol-Kartusche mit den immobilisierten beads
wird in den Kreislauf eingebaut.

Zum Testen der Aktivitdit des nativen Enzyms, wird eine entsprechende Menge
Enzymlosung in das Reaktionsgefdll eingespritzt. AnschlieBend wird die Absorption der
Probe bei einer Wellenlinge von A=256 nm fiir mindestens 30 Minuten gemessen. Aus der
Anfangssteigung der so erhaltenen Umsatz-Zeit-Kurve kann dann mit dem molaren Extink-

tionskoeffizienten und einer Schichtdicke der Kiivette von d=lcm die Enzymaktivitit be-
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rechnet werden:
A Absorption - V - 10°

Aktivitit |U| = AT s d
. é‘ .

; mit V,= Reaktionsvolumen, (I1.1-1)

11.1.4 Standardversuchsvorschrift zur silanisierenden Oberflichenmodifizie-
rung der MagPrep®-Partikel
Bei den Versuchen zur Oberflichenmodifizierung der MagPrep®-Partikel wurden neben
dem reinen Glycidyloxypropyltrimethoxysilan auch unterschiedliche Gemische (1:1; 1:5,
1:9) aus Glycidyloxypropyltrimethoxysilan/n-Propyltriethoxysilan als Silanisierungskom-
ponente verwendet. Die Silanisierung erfolgte standardmafig mit 0,6 mmol Silanisierungs-
komponente pro Gramm MagPrep®-Partikel.
Reagenzien:
— NaOAc (M=82,03 g/mol) — Isopropanol
— Glycidyloxypropyltrimethoxysilan 98%  — n-Propyltriethoxysilan (Mr=206,36 g/mol;
(Mr=236,34 g/mol; d,s=1,07 g/mL; dy=0,8916 g/mL)
Fp=135 °C)

Versuchsdurchfiihrung:
40 mL Partikelsuspension (£ 2 g) werden in einem 100 mL Dreihalskolben (KPG-Riihrer,

RiickfluBkiihler, Gummistopfen) vorgelegt und mit 4 mmol (£ 328 mg) NaOAc versetzt,
das unter Riihren geldst wird.

1,2 mmol der Silanisierungskomponente werden in 2 mL Isopropanol geldst, auf eine
Spritze aufgezogen und innerhalb von 10 min langsam zu den Partikeln gegeben. Dann wird
die Losung fiir 2 h bei 80 °C geriihrt. Nach Abkiihlen der Reaktionslosung werden die sila-
nisierten Partikel viermal mit je 40 mL H,O, zweimal mit je 40 mL Isopropanol und erneut
einmal mit 40 mL H,O gewaschen, bevor sie zur Lagerung in 40 mL H,O resuspendiert

werden (c=50 mg beads/mL Suspension).

11.1.5 Titrations-Assay zur quantitativen Bestimmung von Epoxidgruppen
Reagenzien:

- 0,1 M (0,01 M) HCI

— 0,1 M NaOH

— 1,3 M Na,S,05 (Mr=156,11 g/mol) (10,277g/50 mL)

Versuchsdurchfiihrung:

In einem thermostatisierten 50 mL Reaktionsgefill (20 °C) werden 20 mL H,O und 15 mL
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NaS,0; (1,3 M) vorgelegt und ein pH-Wert von 7 eingestellt. Anschliefend werden die vom
Uberstand abgetrennten Partikel zugegeben. Ein Titrationsautomat hilt dann den pH-Wert
der Losung automatisch durch Zugabe von verdiinnter HCI konstant auf pH 7. Der End-
punkt der Titration ist erreicht, wenn der pH-Wert der Losung 10 min bei pH 7 stabil bleibt.

Fiir die Berechnung der Menge Epoxidgruppen wird folgende Formel verwendet:

HCI—Verbrauch| mL|* konz. HCI [ mTol]

Stoffmenge Epoxidgruppen [mmol] =

mg mg eingesetzte beads

11.1.6 Standardversuchsdurchfiihrung fiir die Aktivierung der Aminogrup-
pen mit Glutardialdehyd

Reagenzien:

— Glutardialdehyd 50% (w/v); (Mx=100,12 g/mol; d=1,106 kg/L)

— 1x PBS (pH=7.4)

Versuchsdurchfiihrung:

Um die Glutardialdehyd-Reaktionslosung herzustellen, werden die in Tabelle 11.1-1 aufge-
fiihrten Mengen der einzelnen Reaktanden zusammen gegeben und auf das Gesamtvolumen
aufgefiillt. AnschlieBend wird der pH-Wert auf pH= 8,5 eingestellt.

Tabelle 11.1-1: Zusammensetzung der Glutardialdehyd-Reaktionslosung

Gesamtvolumen Glutarodialdehyd H,O Borax
50% (w/v)
[mL] (mL] [mL] [mg]
10 1 9 762,74

Uber eine Glutardialdehyd-Losung (5,53% (w/v)) in 0.2 M Natriumborat pH 8.5 wird der
bifunktionelle Linker Glutardialdehyd eingefiihrt.

10 mg Magnetpartikel werden in 2 mL Glutardialdehydreaktionslosung resuspendiert. Nach
einstiindigem Riihren bei 25°C, 850 rpm wird der Uberschuss an Glutardialdehyd durch
dreimaliges Waschen mit 1 mL H,O und anschlieBend mit 1 mL 1x PBS pH 7.5 entfernt.
AbschlieSend werden die Partikel in 1 mL PBS bei 7 °C im Kiihlschrank gelagert.

11.1.7 Pepsin-Aktivititsassy mittels bLF-Verdau

Reagenzien:
Lactoferrin (25 mg/mL, pH2)
HCI (0,1 M)
30 mL Lactoferrinlosung (c;=25 mg/mL) werden im Reaktor vorgelegt, auf 37 °C tempe-
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riert und mit 0,1 M HCI auf pH=2 eingestellt. AnschlieBend werden 50 mg der zu untersu-
chenden Partikelprobe zugegeben und fiir 4 h zur Reaktion gebracht, wobei der pH-Wert
der Reaktionslosung durch Zugabe von 0,1 M HCI iiber den gesamten Reaktionszeitraum
konstant auf pH=2 gehalten wird. Durch Messung des HCI-Verbrauchs wird der Reakti-
onsverlauf beobachtet. Aus der Anfangssteigung der erhaltenen Kurve (HCI-Verbrauch/

Zeit) kann dann die Aktivitdt des immobilisierten Pepsins bestimmt werden.

11.2 Fehlerrechnung fiir Ky, appy Vinax, app WNA Kot app

Bei der Bestimmung der Steigungen und Achsenabschnitte im Hanes-Diagramm wurden die
Fehler durch lineare Regression ermittelt. Fiir die Berechnung der Fehler der kinetischen
Parameter Kyiapp, Vimax, app UNd Koo, app muss das Fehlerfortpflanzungsgesetz angewendet wer-
den, da diese Grolen aus den fehlerbehafteten Steigungen und den Achsenabschnitten be-

rechnet werden. Es gilt:
y=f(x,X,..,%,) (11.2-1)

df (x,,%,,...,X,) df (x,,x,  x,)
dx,

.....

Ay =

‘Ax,+

Ax, (11.2-2)

Aus Gleichung 11.2-1 bzw. 11.2-2 ergeben sich die Fehler von Ky app, Vimax, app UNd Keat, app

somit zu:

K. K,.
A KM,app = v - )A Vinax, app + Vimas, app'A (V—PP) (1 1 .2-3),

max, app max, app
1 1
AV’”WCJIPP: - ? A( )
( 1 ) Vs, app (11.2-4)
Vmax, app

und

1 1
A kcat,app = [E()] A Vmax, app + Vmax, app N [E] 2 A [E]O (112-5)

0
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11.3 Abkiirzungsverzeichnis
A enzymatische IIs Isoleucin app scheinbar
Resaktivitit (englisch: apparent)
AMR- Anisotrop-magneto- KPP Kaliumhydrogenphos-phat a’ pro Jahr
Sensor resistive Sensoren
Arg Arginin Kap. Kapitel bLF Lactoferrin (bovine)
Asn Asparagin A Wellenliinge bzw. beziehungsweise
AAbs Absorptionsdifferenz L Liter c Konzentration
BARC Bead Array Counter Leu Leucin d Schichtdicke
BSA Rinderserumalbumin MRT Magnetresonanztomogra- e. coli Escherichia coli
phie
BTEE N-Benzoyl-L-Tyrosin- M MoV/Liter € Molarer
ethylester Extinktionskoeffizient
CTAP Arterioportale MSFB magnetically stabilized €, Immobilisierungseffek-
Computer-tomographie fluidised bed tivitiit
DFP Diisopropylfluorphos - PBS Phosphate buffered saline etal. und andere
phat
d, Dichte bei einer PCR Polymerasekettenreaktion ggf. gegebenenfalls
Temperatur von ii °C
Da Dalton Phe Phenylalanin h Stunde
E Enzym PMSF Phenylmethylsulfonyl- k Reaktinsgeschwindig-
fluorid keitskonstante
DNA Desoxyribonucleic Acid [P] Produktkonzentration kat Katal
ELISA Enzyme Linked REM Rasterselktronenmikros- k., Wechselzahl
Immunosorbent Assay kopie
Em Emission S Substrat A Wellenliinge
Ex Exzitation S. Seite u Mikro (£ -10)
[E], Anfangsenzymkonzen- SDO Superoxid-Dismutase mM Millimol/Liter
tration
Gly Gicin Ser Serin min Minute
GMR Giant Magneto SPDP Succinimidyl 3-(2- mL Milliliter
Resistance pyridyldithio)propionat
HCl Salzsiiure [S] Substratkonzentration nm Nanometer
HCV Hepatitis C Virus [S], Anfangssubstratkon- rel. E relative Einheiten
zentration
HGMF High Gradient T Temperatur rpm rounds per minute
Magnetic Fishing
HGMS Hochgradienten- TMR Tunnel- t Zeit
Magnetseparator Magnetwiderstand
(Tunnel Magneto
Resistance)
His Histidin Try Tryptophan v Reaktionsgeschwindig-
keit
I Lichtintensitit Tyr Tyrosin Vimax maximale Reaktions-
geschwindigkeit
ISPR In-situ U Unit vergl. vergleiche
K, Michaelis-Menten- USPIO Ultrakleine viv Volumenanteil
Konstante wiv Gewicht pro Volumen
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11.4 Gerdteverzeichnis
Gerat Hersteller
Durchflusskiivetten Typ 176.000 QS, Hellma
Einwegkuvetten REF 67.742, Sarstedt
Cay 50, Varian
UV/VIS-Spektrometer Uvicon 940, Kontron Instruments
Novaspec Il, Pharmacia
Fluoreszenz-
Photometer Texys-Fluoreszenzsensor
lkamag® Reo, lka Laborgerate
Magnetruhrer
IKA-Combining RCT
Peristaltikpumpe EVA-Pump, Eppendorf
Thermomixer Thermomixer Comfort, Eppendorf
Thermostat C 5B, Julabo
pH-Meter MP 220, Mettler Toledo
pH-Elektrode Inlab® 410, Mettler Toledo
Waage TE 214 S, Sartorius
Pipetten 10 pL, 100 pL, 1000 pL, Eppendorf
Magneten NeoDelteMagnet NE2010, IBS Magnet
Kartusche MoBiTec, Mobicol
Titrationsautomat DL 50 Graphix, Mettler Toledo
Tabelle 11.4-1: Eigenschaften der verwendeten NeFeB-Magnete NE 2010
;\_L/_Il?gnetischer Wert Energieprodukt Remanenz | Koerzetivieldstarke (T=20 °C) rRe?La:in\gnte Temperatur- Max. Einsatz- Dichte 192::1;
Standardmagnete (B e Br Br H H Permeabilitst  Deiwertder | temperatur ratur
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11.5 Chemiekalienverzeichnis

o,0-Bis-amino PEG

o-Chymotrypsin

1,2 Propylenoxid

1,6 Diaminohexan
N-(6-Aminohexyl)Aminopropyltrimethoxysilan
N-Benzoyl-L-Tyrosinethylester (BTEE)
Coommassie Brilliant Blue G250
Di-Natriumhydrogenphosphat
Di-Natriumtetraborat-Decahydrat
Ethanol

Ethylenamine E-100

Edelstahlwolle (Panther)
Glutardialdehyd
Glycidyloxypropyltrimethoxysilan
Isopropanol

Jeffamine® - HK 511

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat

Lactoferrin

Methanol (Rotipur® )
Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumhydroxid
Natriumthiosulfat
ortho-Phosphorsaure
Pepsin

n-Propyltriethoxysilan

Rapp Polymere
Sigma

VWR

Merck

ABCR

Sigma

Serva

Merck

Merck

Sigma
Huntsman
Ernst Haiss GmbH
Sigma

Sigma

Sigma
Huntsman
Fluka

Fluka

Institut fir Technische
Chemie

Karl-Roth GmbH
Fluka

Fluka

Merck

Sigma

Fluka

Sigma

ABCR
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