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I Methoden (29) I 
In den letzten Jahren hat die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (high performance li- 
quid chromatography, HPLC) von Proteinen einen geradezu dramatischen Aufschwung ge- 
nommen. Sie erganzt heute mit einer Vielzahl von Varianten das dem Proteinchemiker zur 
Verfiigung stehende Repertoire an leistungsfahigen Trennmethoden, bei dem auf dem ana- 
lytischen Sektor vorher elektrophoretische Verfahren dominierten. Zudem beschert die 
Gentechnik der Proteinbiochemie gegenwartig eine Renaissance. Dabei sind neue analyti- 
sche und praparative Trennprobleme aufgetaucht, zu deren Losung sich HPLC-Verfahren 
ideal eignen. Die HPLC ist langst keine reine Laboratoriumsmethode mehr, es werden in- 
zwischen auch technische HPLC-Systeme zur Trennung von Proteinen - vor allem solchen 
von hohem pharmazeutischem Interesse - im 100g-MaBstab entwickelt. An zwei Beispielen 
aus der pharmazeutisch-chemischen Praxis - Insulin und Interleukin 2 ~ sol1 die Anwen- 
dungsbreite der analytischen und praparativen HPLC demonstriert werden. 

1. Einleitung Tabelle I .  Einige Anwendungen der HPLC in der Peptid- und Proteinche- 
mie. 

Seit ihrer Entdeckung vor mehr als achtzig Jahren hat 
die Fliissigkeitschromatographie eine zentrale Stellung un- 
ter den Trennmethoden der Biochemie eingenommen. 
Eine differenzierte Verteilung von Biopolymeren zwischen 
einer stationaren und einer mobilen Phase l in t  sich erzie- 
len, indem Unterschiede in der MolekiilgroOe, den ioni- 
schen Eigenschaften, der Loslichkeit, dem polaren oder 
unpolaren Charakter, aber auch den spezifischen Wechsel- 
wirkungen mit anderen Molekiilen (z. B. Enzym-lnhibitor- 
Wechselwirkungen) ausgenutzt werden. Die Fiillmateri- 
alien liel3en friiher aber keine schnellen, hochauflosenden 
Trennungen zu, so daB diese Verfahren iiberwiegend bei 
niedrigem Druck praparativ genutzt wurden. Auf dem ana- 
lytischen Sektor dominierten Elektrophoresemethoden. 

Fur eine hochauflosende Chromatographie benotigt 
man eine mikropartikulare Saulenfiillung geringer Korn- 
groBenverteilung['.21. Zwar wuRte man dies schon recht 
friih, doch dauerte die Umsetzung dieser Uberlegung in 
die Praxis Jahrzehnte, d a  etliche technische Probleme zu 
lasen waren : 

- Entwicklung von Pumpensystemen, die bei hohen Driik- 

- Ersatz der bisher verwendeten ,,weichen" Gele durch 

- Reproduzierbare und gleichmal3ige Packung von Saulen 

ken konstante FluBgeschwindigkeiten garantieren. 

druckstabilere Materialien. 

mit diesen Feinpartikeln. 

Nachdem die apparativen Voraussetzungen erfiillt wa- 
ren, fand die HPLC in einer beeindruckend rasanten Ent- 
wicklung Anwendung in der Biochemie. Dem Proteinche- 
miker wurde damit innerhalb weniger Jahre eine breite Pa- 
lette neuer Trennverfahren an die Hand gegeben. Die An- 
wendungsmoglichkeiten der HPLC (Tabelle 1) beschran- 
ken sich aber nicht nur auf die Analytik. Zunehmend wer- 
den die neuen Techniken auch praparativ - im Laborato- 
rium wie in der industriellen Produktion - genutzt. 
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Analyrik 
- Aminosiureanalyse 
- Reinheitspriifung synthetischer Peptide. Reaktionsoptimierung 
- Identifizierung multipler Proteinformen und Mutanten 
- Molekulargewichtsbestimmungen 
- Strukturanalyse durch Frdgrnentierung (,,Peptide Mapping") 
- Sequenzanalyse (Identifizierung der Abbaustufen) 
- Chemische oder enzymatische Moditizierung 

(Reaktionsoptimierung. Produktcharakterisierung) 
- Ermittlung von Enzymspezifitdten 
- Metabolismusstudien, Prohormonidenhfizierung 

Prapararive Trennungen 
- lsolierung von Naturstoffen aus Extrdktcn 
- Reinigung synthetischer oder gentechnologischer Peptide und Proteine 
- Reinigung modifizierter Peptide und Proteine, speziell rddiodktiv markier- 

- Trennung von diastereomeren Peptiden 
- lsolierung von Proteinfragmenten fur die Sequenzanalybe 

ter Substanzen 

2. Aufbau und Betrieb einer HPLC-Anlage 

Die HPLC ist per se keine neue Methode, sondern die 
Perfektionierung bekannter Techniken in Verbindung mit 
einem erhohten apparativen Aufwand. Die erfolgreiche 
Anwendung der HPLC als quantitative Analysenmethode 
setzt eine sorgfaltige Auswahl und hohe Reinheit der Lo- 
sungsmittel, eine hohe FluBkonstanz und eine standige 
Uberpriifung der Saulenleistung voraus. 

Eine typische HPLC-Anlage (Abb. 1) besteht aus einem 
Hochdruckpumpensystem, einem Probenaufgabeteil (In- 
jektor und Vorsaule), einer Saule und einem Detektor. Die 
Integration eines Fraktionssammlers und/oder eines auf- 
wendigeren Zentralrechners fur die Datenverarbeitung ist 
moglich. Sol1 das Gerat fur Routineanalysen oder prapara- 
tive Zwecke benutzt werden, ist diese Automatisierung 
sinnvoll. 

2.1. Pumpen 

Mit allen heute auf dem Markt befindlichen HPLC- 
PumpenI3] konnen sowohl organische Losungsmittel als 
auch waBrige Pufferlosungen prLzise gefordert werden. 
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nachst eine extrem starke Adsorption und nur eine mini- 
male Wanderung der Proteine stattfindet; bei weiterer Stei- 
gerung folgt eine drastische Abnahme der Adsorption (und 
damit Retention) in einem rnit wachsendem Molekularge- 
wicht zunehmend engeren Bereich, dessen Lage von Pro- 
tein zu Protein auBerordentlich stark differieren kann['-Io1. 
Gradientensysteme sind deshalb fur die Trennung komple- 
xer Proteingemische unverzichtbar, doch mussen hohe An- 
forderungen an die Prazision derartiger Systeme gestellt 
werden. 

Uberwiegend werden die Losungsmittel rnit zwei ge- 
trennt regelbaren Pumpen gemischt. Bei den meisten An- 
wendungen sind biniire Gradienten ausreichend. Ein drit- 
ter Laufmittelstrom kann nutzlich sein zur Aufgabe groRe- 
rer Probenvolumina bei prlparativen Arbeiten oder zum 
Zumischen eines weiteren, starker eluierenden Lasungs- 
mittels am Ende einer Trennung durch Umkehrphasen- 
chromatographie" 'I. 

I Dalenspeicher/Zenlr 
L - - - - - - - - - - - - - - - 

iasungsminelflun 

~ Infortnamn~fi~R 

* nichl zwingend eriorderlich 
- - _ _ - I  

Ahh I Schrmdlischer Aulbdu einer HPLC-Adage 

Die Pumpen mussen einen konstanten und pulsationsar- 2*3. 
men Fliissigkeitsstrom aufrechterhalten. Diese Bedingunp 
wird in idealer Weise von den einer uberdimensionalen 
Spritze ahnelnden Langhub-Kolbenpumpen erfullt, deren 
Flu13 pulsationsfrei und nahezu unabhangig vom Gegen- 
druck der Saule und der Viskositat des Losungsmittels isi. 
Durch ihr Design mit fixiertem, relativ grol3em internen 
Volumen ist ihre Anwendbarkeit begrenzt. 

Uberwiegend werden Fordersysteme auf der Basis von 
Kurzhub-Kolbenpumpen oder Membran-Kolbenpumpen 
eingesetzt. Mit erheblichem elektronischen Aufwand wird 
fur die Einhaltung der eingestellten Forderleistung aucli 
bei wechselndem Gegendruck (veranderte Kompressibili- 
tat) gesorgt. Durch optimierte Pumpenmechanik wird die 
Pulsation reduziert, die durch die Kolbenbewegung ent- 
steht. Weiteres Glatten der Restpulsation erfolgt ublicher- 
weise durch hydraulische Dlmpfung. 

2.2. Cradientenformer 

Die Wahl der Eluentien hangt in erster Linie vom ge- 
wahlten Trennprinzip a b  (siehe Abschnitt 3); zusatzlich 
sind Grenzen durch die Kompatibilitlt rnit der stationaren 
Phase (siehe Abschnitt 2.5) und den Materialien der 
HPLC-Anlage gesetzt. Vor halogenidhaltigen Puffern wird 
oft gewarnt. In der Praxis la131 sich die Korrosion von 
Pumpen und Saulen jedoch vermeiden['*I. Die Auswahl 
von Puffersubstanzen oder organischen Losungsmitteln 
richtet sich weiterhin nach dem Detektionsprinzip und den 
Anforderungen an die Nachweisempfindlichkeit (siehe 
Abschnitt 2.6). Zu beachten ist auaerdem die Viskositat, 
die nicht nur den  entstehenden Gegendruck des Systems, 
sondern auch die Trennleistung einer Saule (gemessen als 
Bodenzahl N['. I3l) rnit bestimmt. 

Filtration aller Eluentien uber ein 0.2 pm- oder 0.45 pm- 
Membranfilter schont nicht nur die Pumpen, sondern er- 
hoht auch die Lebensdauer der Trennsaulen. Danach er- 
folgt griindliches Entgasen, da  geloster Sauerstoff eine 
empfindliche UV-Detektion bei niedrigen Wellenllngen 
unmoglich macht und zu beim Mischen 
Solventien (Luftblasenbildung) fuhren kann, Einleiten 
Helium ist sehr effektiv, die Zusammensetzung der 
mobilen Phase wesentlich zu Sndern[I4l. Bei Pumpentypen, 
die gegen gelostes Helium empfindlich sind, kann Vaku- 

Die Zusammensetzung der mobilen Phase kann durch 
Mischen von zwei oder mehr Losungsmitteln wiihrend der 
Analyse kontinuierlich geandert werden (Gradientenelu- 
tion). Diese Technik wird bei der Trennung von Proteinen 
mit adsorptiven Chromatographieverfahren uberwiegend 
eingesetzt. Die Gradientenelution fuhrt zu gleichma13ig 
scharfen Peaks uber das gesamte Elutionsdiagramm. Im 

oder Ultraschall-Entgasen vorteilhaft 

Gegensatz zur isokratischen Elution, bei der das Losungs- 
mittel wahrend der gesamten Elution unverandert bleibt, 
wird bei der Gradientenelution auch fur stark retardierte 
Komponenten die gleiche Nachweisempfindlichkeit er- 
reicht und die Analysenzeit verkurzt14'. Proteine binden 
uber mehr als eine Kontaktstelle kooperativ an die statio- 
nare Phasei5-']. Nur durch das Zusammenwirken entspre- 
chend vieler Molekiile des .,,Verdrangungsagens" (Salz in 
der Ionenaustauschchromatographie, organisches Lh- 
sungsmittel bei der Umkehrphasenchromatographie usw. I 
werden sie wieder abgelost. Daraus IlBt sich eine mit stei- 
gendem Molekulargewicht zunehmend konkav verlau- 
fende Abhangigkeit der Retention von der Eluenszusam- 
mensetzung ableiten[4."91. In der Praxis bedeutet dies, dal\ 
bei langsamer Steigerung der Verdrangerkonzentration zu- 

2.4. Probenaufgabe 

Die Analyse komplexer Proteingemische und das Aqui- 
librieren der Saulen nach Gradientenelution dauern relativ 
lang. Eine automatische Injektion der Proben ermbglicht 
eine optimale Auslastung der teuren Anlagen; wie bei ma- 
nuellem Betrieb hat man die Wahl zwischen einem fixier- 
ten Probenvolumen (Probenschleifen) oder einer frei wahl- 
baren Dosierung (Spritze). 

2.5. Saulen 

Die Chromatographiesaule ist das H e n  jeder HPLC- 
Anlage. Durch das Design ist sie ebenso wie durch die Art 
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und Qualitat der Fullung entscheidend fur eine gute Auflo- 
sung und minimale Dispersion der Probenkomponenten. 
Im allgemeinen werden Stahlsaulen mit festen, auf mini- 
male Totvolumina optimierten Endstucken eingesetzt. Da- 
neben sind preisgunstigere Kartuschensysteme erhaltlich, 
bei denen fertig gepackte Austauschpatronen in eine Hal- 
terung eingespannt werden. Radial komprimierbare 
Kunststoffpatronen bieten dabei den zusatzlichen Vorteil, 
daR Wandeffekte["I vermieden werden und ein Neupacken 
nach Rifibildung moglich ist. 

Die meisten Stahlsaulen fur analytische Trennungen ha- 
ben einen Durchmesser von 4.0-4.6mm und eine E n g e  
von 10-30 cm. Bei der Gelfiltration sind manchmal Iange- 
re, bei den adsorptiven Techniken auch wesentlich kurzere 
Saulen erfolgreich eingesetzt ~ o r d e n [ ' ~ - ' ~ l .  Das Auflo- 
sungsvermogen einer Saule wird in der Tat von ihrer 
Lange nicht sehr stark beeinflufit (proportional zu N o  sr41). 

Aus dem speziellen Elutionsverhalten der Makromolekule 
(siehe Abschnitt 2.2) und einfachen Modelltrennungen 
kann jedoch nicht der SchluR gezogen werden, daB lange 
Saulen fur Proteintrennungen mit Gradientenelution gene- 
re11 kaum Vorteile brachten['"! In Einklang mit der Gra- 
diententheorie von Snyder et al.i4] trifft dies nur zu, wenn 
kurze Elutionszeiten (steile Gradienten) gewlhlt werden 
konnen. Erfordern schwierige Trennprobleme jedoch lan- 
gere Elutionszeiten (flache Gradienten), so nimmt der Ein- 
fluB der Saulenlange auf die Leistungsfilhigkeit des Sy- 
stems drastisch Z U [ ' ~ ~ ' ~ .  Wenn Kurzsaulen einsetzbar sind, 
haben sie den Vorzug des niedrigeren Gegendrucks (ho- 
here Langzeitstabilitat) und einer geringeren Verdunnung 
der Probe. 

Der Siiulendurchmesser hat theoretisch keinen EinfluR 
auf die Trennleistung einer Saule, wenn die DurchfluRge- 
schwindigkeit entsprechend angepafit wird'"]. Da zudem 
die Wandeffekte["I bei griifierem Durchmesser weniger 
zum Tragen kommen, liegt hier ein groRes Potential zur 
Steigerung der Beladungskapazitat fur praparatives Arbei- 
ten. Verringerung des Durchmessers fuhrt zu kleineren 
Peakvolumina und damit zu niedrigeren Nachweisgren- 
zen"']; diese sogenannte ,,micro-bore"-Technik (Slulen- 
durchmesser < 1 mm) wird fur Proteine bisher nur verein- 
zelt a n g e ~ e n d e t " ~ . ~ ~ ~  und erfordert wie die erwahnten 
Kurzsaulen erhohte Sorgfalt bezuglich einer maglichen 
Peakverbreiterung durch die ubrigen Systemkomponenten. 
Entsprechende Fertigsaulen sind nur mit Fullmaterialien 
geringen Porendurchmessers (ca. 100 A) erhiiltlich, die fur 
Proteine mit Molekulargewichten uber 20000 weniger ge- 
eignet sind als weitporige Partikel (> 300 A)[25-271. 

Hinsichtlich der Korngr6Re der Fullung ist ein Kompro- 
miR zu schlieRen zwischen moglichst hoher Auflosung, die 
mit abnehmender KorngroRe besser wird, und Langzeitsta- 
bilitat der Siulenfullung. Fur hohermolekulare biologische 
Proben und bei Verwendung grofiporiger Partikel ist ein 
Partikeldurchmesser von 5 pn derzeit der untere Grenz- 
wert12'l. 

Kieselgel erfullt die wichtigsten Kriterien weitgehend: 
kleinste Partikel, hohe mechanische Festigkeit bei hoher 
Porositat. Es ist aber nur bei pH-Werten zwischen 2 und 7 
stabil. Organische Polymere sind hingegen auch fur basi- 
sche Puffer geeignet, aber bisher noch nicht mit ahnlicher 
Feinkornigkeit und Druckstabilitat herstellbar. Eine leicht 
austauschbare Vorslule ist unbedingt zu empfehlen, wenn 

rnit komplexen Gemischen wie Zellhomogenisaten gear- 
beitet wird. Filtrationen oder irreversible Adsorptionen 
finden hier statt, und die Hauptsaule wird geschont. 

Viele Proteintrennungen lassen sich bei Raumtempera- 
tur durchfiihren. Die Temperatur beeinflufit aber Auflo- 
sung, Retention und Wiedergewinnung bei allen adsorpti- 
ven T e c h n i k e r ~ [ ~ ~ - ~ " ~ .  

Meistens wird man sich kommerziell erhaltlicher, fertig 
gepackter Saulen bedienen, die mit Testdiagrammen gelie- 
fert werden. Selten werden jedoch Saulen, die speziell fur 
Proteintrennungen angeboten werden, von den Herstellern 
auch mit entsprechenden Probegemischen und unter rele- 
vanten Elutionsbedingungen getestet. In der Praxis wird 
sich daher jeder Anwender fur sein Spezialproblem selbst 
einen Eindruck von der Cute  der Saulenpackung, der Lei- 
stungsfahigkeit des Gesamtsystems und insbesondere der 
Wiedergewinnungsrate von Proteinen verschaffen mussen. 
Dafur werden verschiedene Modellgemische vorgeschla- 
gen13'l. 

2.6. Detektoren 

UV-Detektoren werden fur Proteintrennungen mit Ab- 
stand am haufigsten e i n g e ~ e t z t ~ ~ ~ l .  Bei d = 210-230 nm ab- 
sorbiert die Peptidbindung, wobei die Extinktion von der 
Aminosaurezusarnmensetzung unabhangig i~t["~. Bei 
d = 2 1 5  nm ist auch die Sekundar~truktur['~' ohne Einflufi. 
Die Empfindlichkeit ist 10-20fach hbher als bei il=250- 
280 nm, wo nur die aromatischen Aminosauren absorbie- 
ren. Detektoren, die bei niedrigen Wellenlangen arbeiten, 
stellen aber auch hohere Anforderungen an Art und Rein- 
heit der Losungsmittel und verlangen weitgehenden Aus- 
schluR von Sauerstoff. Bei Gradientenelution ist ein Drift 
der Basislinie kaum vermeidbar. Programmierbare Detek- 
toren (z. B. Diodenarrays) konnen zu verschiedenen Zeiten 
- im allgemeinen in den Peakmaxima - in sehr kurzer Zeit 
den gesamten verfugbaren Wellenlangenbereich abfahren. 
Dies kann vor allem bei der Analyse kurzerer Peptide (z. B. 
aus enzymatischem oder chemischem Abbau) hilfreich 

Die Eigenfluoreszenz (Tryptophan) ist nur in speziellen 
Fallen, z. B. zur Identifizierung von Peptiden mit vielen 
aromatischen Aminosauren, hinreichend e m p f i n d l i ~ h ~ ~ " ~ .  
Universeller einsetzbar ist die Fluoreszenzdetektion in Ver- 
bindung mit einer unmittelbaren Nach-Saulen-Derivatisie- 

Mit o-Phthalaldehyd[ml oder F l ~ o r e s c a m i n [ ~ ' ~  ent- 
stehen Derivate, die bei hoheren Wellenlangen anregbar 
sind und damit auch einen storungsfreien Nachweis in Ge- 
genwart stark UV-absorbierender Puffer ermoglichen. Bei 
praparativen Anwendungen wird rnit Hilfe von Schaltven- 
tilen ein kleiner Teil fur die D e t e k t k  abgezweigt (Split- 
Technik). Auch eine Cystein-spezifische Methode wurde 
bes~hrieben[~'I. 

3. Trennprinzipien 

sein[3S-371 

3.1. Gelfiltration 

Die Gelfiltration nimmt innerhalb der HPLC-Methoden 
eine Sonderstellung ein: Die Trennung erfolgt nicht auf- 
grund von Wechselwirkungen zwischen Probe, stationarer 
Phase und FlieRmittel, sondern es wird lediglich nach Mo- 
IekulgroBe sortiert. Proteine werden bei idealer Gelfiltra- 
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tion aufgrund der Verteilung zwischen mobiler Phase im 
Partikelzwischenraum einerseits und in den Matrixporen 
andererseits getrennt1j3I. Das fur die Trennung nutzbare 
Elutionsvolumen kann sich folglich nur zwischen zwci 
Grenzwerten bewegen: dem Flussigkeitsvolumen zwischen 
den Partikeln (V,)) und dem totalen Diffusionsvolumen als 
Summe aus V,, und dem Porenvolumen Vi. Die Peakkapa- 
zitat ist damit begrenzt. Fur das Elutionsvolumen V, eines 
Substanzpeaks gilt: 

Der Verteilungskoeffizient K , ,  geht gegen 0 fur sehr grol3e 
Molekule. Diese konnen nicht in die Poren diffundieren 
und eluieren daher am schnellsten. K D  ist 1 fur kleine Mo- 
lekule, die ungehindert in alle Poren eindringen konnen 
und so die groljte Verzogerung erfahren. 

Im Bereich K,=0.15-0.80 besteht im allgemeinen ein II- 
neares Verhdtnis zwischen dem Verteilungskoeffizienten 
und dem Logarithmus des Molekulargewichts. Die Gelfil- 
tration kann damit zur Charakterisierung eines Proteins 
herdngezogen werden, wenn Wechselwirkungen zwischcn 
Proteinmolekulen und Partikeloberflache ausgeschlossen 
sind und das Protein in regularer, nicht aggregierter Form 
vorliegt. Nichtideales Saulenverhalten kann mit einfachen 
Testsf4' untersucht werden. 

Das Auflosungsvermogen der Saule hangt von der Sau- 
lendimension, der Packungsdichte der Fiillung, dem Po- 
renvolumen, der Verteilung der Porendurchmesser und 
schlieljlich der Peakbreite ab. Da die Trennung nur inner- 
halb eines begrenzten Elutionsvolumens stattfindet, mu13 
ein moglichst geringes Volumen fur die einzelnen Peaks 
angestrebt werden. 

Die Peakbreite ist mit dem Molekultransport zwischen 
den Phasen verknupft und erreicht ein Optimum bei gerin- 
ger Pa1tikelgr6lje[~~l, niedriger Durchfluljgeschwindigkeit 
und Viskositat des Fliefimittels und hohem Diffusions- 
koeffizienten des Proteins. Aus diesem Zusammenhang 
heraus ist verstandlich, dalj hinsichtlich Probenvolumen 
und Konzentration engere Grenzen (ca. 100 pg bzw. 10 p L  
pro mL Saulenvolumen) gesteckt sind als bei den adsorpti- 
ven T e ~ h n i k e n ~ ~ ~ l .  

Alle anderen, oben genannten Parameter sind feste Ei- 
genschaften der Saulenfullung. Spharische Partikel lassen 
sich wesentlich dichter packen als unregelmaBig geformte, 
so dalj Yo - der nicht fur die Trennung nutzbare Bereich 
nur 37% des Saulenvolumens ausmacht["l. Ein groljes, fur 
die Trennung verfugbares Volumen wird auljerdem durch 
ein groljes Porenvolumen V, erreicht. Dabei ist ein Kom- 
promil3 zwischen groljem Porenvolumen und hoher me- 
chanischer Festigkeit zu schlie13en[".a! Eine enge Poren- 
groljenverteilung ist fur eine hohe Auflosung vorteilhaft. 
aber auch der PackungsprozeB selbst spielt offenbar eine 
bedeutende Rolle fur die Leistungsftihigkeit der Sau- 
Ienl"]. 

Unter den fur die Gelfiltration entwickelten organischen 
Polymerpartikeln wird die TSK-PW-Serie (Fa. Biorad) 
haufiger eingesetzt ; die hydrophoben Wechselwirkungen. 
die bei allen derartigen Materialien unvermeidbar sind 
(siehe Abschnitt 3.3), scheinen hier am wenigsten ausge- 
pragt zu sein und erlauben sehr effiziente Proteintrennun- 
gen, vor allem im extrem hochmolekularen Berei~h~~' ' .  

Kieselgele zeigen bessere Trennleistungen in engeren 
Molekulargewi~htsbereichen[~"~~~. Die Oberflachenbe- 
handlung mit hydrophilen O r g a n ~ s i l a n e n ~ ~ ~ . ~ ' ~  oder orga- 
nischen Polymeren'521 sol1 Silanolgruppen blockieren und 
Adsorptionseffekte ausschlieljen. Sie ist aus sterischen 
Griinden nie ~ o l l s t a n d i g [ ~ ~ ~ ,  so dafi diese Materialien stets 
den Charakter von lonenaustauschern haben. Durch An- 
wesenheit von Salzen im Elutionsmittel kann dies ausgegli- 
chen WerdetP". Eine zu hohe Salzkonzentration ist aller- 
dings ebenso unerwunscht, da dann die hydrophoben 
Wechselwirkungen verstiirkt werden. Besondere Aufmerk- 
samkeit verdient eine neue Variante der Oberflachenbe- 
handlung (Zirconium-Einbau), die einen Trgger mit hohe- 
rer pH-Stabilitlt liefert[541. 

Kieselgele sind auch in Gegenwart chaotroper Salze 
oder Detergentien mechanisch sehr stabil. Guanidinium- 
chlorid, Natriumdodecylsulfat, Harnstoff und organische 
Losungsmittel konnen eingesetzt werden, um Proteine vor 
der Trennung zu denaturieren, die Eigenassoziation zu ver- 
hindern und die Loslichkeit zu erhohen[5s-s811. Dabei kann 
jedoch der hydrodynamische Radius der Proteine stark er- 
hoht und der Fraktionierbereich zu niedrigeren Molekular- 
gewichten verschoben werden. Abbildung 2 zeigt dies am 
Beispiel der Gelfiltration von zwei Proteinstandards. 

t 
Abs280 

r, 

- - 
0 17.5 35 

t Lminl - 
Abb. 2. Gelfiltration von Proteinstandards auf Bio-Sil-TSK 125 (7.5 mm x 6 0  
cm); 0.7 mL/min: Raumtemperatur: AbsIao= Absorption bei A= 280 nm; 
r = Retentionszeit. (A): 20 mM Natriumphosphar/O.I M Natnumsulfat: pH 
6.8. Peaks in der Reihenfolge der Elution: Thyroglobulin (MG 670000): 
Gamma-Globulin (MG l58000): Ovalbumin (MG 44000); Myoglobin (MG 
17000): Vitamin BI2 (MG 1350). (B): 20% EssigsPure/30% Acetonitril; pH 
3.0. Myoglobin (MG 17000). 17.8 min; Cytochrom c(MG 12500). 19.11 min; 
Insulin (MG SSSO), 24.9 min: Insulin-B-Kette (MG 3400). 25.5 min: Phenyl- 
azo-Z-Pro-Leu-Gly-Pro-D-Arg (MG 777). 28.7 min; Natriumazid (MG 65). 
32.7 min. MG = relative Molmasse. Z= Benzyloxycarbonyl. 

3.2. Ionenaustauschchromatographie 

Aufgrund ihres amphoteren Charakters konnen Proteine 
in Abhangigkeit vom pH-Wert kationisch oder anionisch 
vorliegen. Eine charakteristische GroBe ist der iso- 
elektrische Punkt, a n  dem die Nettoladung des Proteins 
Null ist. Dieser bestimmt den pH-Wert des Mediums und 
die Wahl des Ionenaustauschertyps. Die Bindungsstarke 
wird von der Anzahl kooperativ wirksamer ionischer 
Gruppen am Protein, der Ladungsdichte des lonenaustau- 
schers (theoretische Kapazitat) und der Ionenstarke der 
mobilen Phase beeinflufit. Die Elution der Proteine kann 
demzufolge durch Anlegen eines Gradienten steigender 
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lonenstarke, eines pH-Gradienten oder einer Kombination 
aus beidem erreicht werden. Fur den Anwender ergibt sich 
ein breiter Spielraum zur Beeinflussung von Retention und 
Selektivitat. 

Lange standen vom Kieselgel abgeleitete Tragermateri- 
alien im Vordergrund. An ihnen wurde die uberwiegende 
Zahl systematischer Studien zur lonenaustausch-HPLC 
von Proteinen d~rchgefiihrt~~’]. Organische Polymere auf 
Methacrylat-Basis, die nur mit relativ grobem Korn erhalt- 
lich und relativ hydrophob sindl6”1, setzten sich nicht 
durch. In neuerer Zeit sind jedoch hydrophile organische 
Polymere wie die erwahnte TSK-PW-Serie hinzugekom- 
men, die - bei etwas geringeren DurchfluBgeschwindigkei- 
ten und Driicken - auf analytischem und praparativem 
Sektor gute Ergebnisse liefern[6’-651. lhre Stabilitat im alka- 
lischen Bereich 1aBt eine groaere Bandbreite an Puffersy- 
stemen und effizientere Regenerierverfahren zu. Das er- 
hbht die Lebensdauer der Saulen, auch wenn sie zur Tren- 
nung von Rohextrakten verwendet werdenr6*I. 

Kieselgele stehen mit vielen PorengroBen und ionischen 
Liganden zur Verfugung. An stark sauren und stark basi- 
schen Ionenaustauschern werden im allgemeinen hohere 
Auflirsung und Detektionsempfindlichkeit erzielt, weil 
durch bessere Desorption das Peakvolumen kleiner wird. 
Die pH-Variation der mobilen Phase ist in der Regel so 
gering, daB sich der Ionisierungsgrad des Austauschers 
nicht andert ; das Optimierungsproblem ist also weniger 
k o r n p l e ~ ~ ~ ~ . ~ ~ ~ .  Eine besonders stabile und effiziente Ab- 
schirmung unspezifischer Bindungsstellen auf der Kiesel- 
geloberflache und eine hohe Austauscherkapazitat erreicht 
man, wenn man die ionischen Liganden in einer dunnen 
Polymerschicht v e r n e t ~ t [ ~ ~ - ~ ” ] .  Die theoretische Kapazitat 
ist dabei proportional zur gesamten Partikeloberflache und 
daher bei kleinporigem Material am groBten. Ionenaustau- 
scher rnit weiteren Poren sind aber fur htihermolekulare 
Proteine besser zuganglich und weisen deshalb die groBere 
effektive Kapazitat auf. Zusatzlich spielt die Optimierung 
der Peakscharfe durch moglichst ungehinderte Diffusion 
eine Rolle. Fur die meisten Proteintrennungen ist daher 
ein 300kMaterial die beste Wahl, wahrend fur Molekule 
mit einem Molekulargewicht uber 150000 Materialien rnit 
einem Porendurchmesser von 1000 A und mehr vorzuzie- 

Ublicherweise wird die Elution mit einem Salzgradien- 
ten bei konstantem pH-Wert durchgefuhrt. Da die Ver- 
drangungswirkung einer Reihe von Ionen fur verschiedene 
Proteine vollig verschieden sein kannI2’], kann ein Aus- 
tausch des Verdrangeragens zu veranderten Selektivitaten 
fuhren. Daneben 18Bt sich durch geschickte Wahl des Salz- 
typs die Verteilung der Probenkomponenten und die Auf- 
losung im Anfangsbereich des Gradienten optimieren und 
der Wiedergewinnungsanteil besonders fest adsorbierter 
Proteine erhohen[2’1. 

Die Retentionszeit eines Proteins ist um so Ianger, je 
gr6Ber der Abstand zwischen isoelektrischem Punkt des 
Proteins und pH-Wert des Puffers ist1621. Auch uber diesen 
Parameter ist die Selektivitat zu beeinflussen, d a  die Form 
der Titrationskurve fur jedes .Protein charakteristisch ist. 
Als gunstiger Ausgangspunkt kann pH 7 angesehen wer- 
den, der bei Anionen- und Kationenaustauschchromato- 
graphie zur besten durchschnittlichen Selektivittit fuh~t[*~] .  
Fur die Trennung einzelner Proteinpaare kann ein anderer 

hen Sind[16.27.661 

pH-Wert vorteilhafter sein. Dieser IaBt sich jedoch oft nur 
empirisch ermitteln und nicht zwangslaufig aus der Titra- 
tionskurve eines Proteins ableiten[’]. 

Einfacher als die Zusammensetzung der mobilen Phase 
sind die ubrigen Bedingungen zu optimieren. Das Gesamt- 
volumen des Salzgradienten liegt im allgemeinen zwischen 
5 und 15 Saulenvolumen. Erniedrigung von DurchfluBge- 
schwindigkeit und Gradientensteigung verbessern die Auf- 
losung erhebl i~h“~.~’~ .  Auch eine Temperaturerhohung hat 
einen positiven EinfluB[I6]. Die Beladbarkeit der heute er- 
haltlichen Saulentypen ist hoch: 2-3 mg Protein pro mL 
Packungsvolumen lassen sich durchaus ohne Verlust an 
Auflosung trennen116.631. Von wenigen Ausnahmen abgese- 
hen, liegt die Wiedergewinnungsrate weit uber 90%12’.711. 

3.3. Hydrophobchromatographie (Aussalzchromatographie) 

Hydrophobe Wechselwirkungen sind fur die Faltung 
von Proteinen und die Stabilisierung ihrer Tertiarstruktur 
wichtig[’’I. Bei loslichen Proteinen sind unpolare Amino- 
saureseitenketten im wesentlichen im abgeschirmten Inne- 
ren der dreidimensionalen Struktur lokalisiert. Trotzdem 
haben Proteine auch einige hydrophobe Kontaktstellen 
auf der Oberflache, die zur Adsorption an unpolare statio- 
nare Phasen fuhren. In der konventionellen Affinitatschro- 
matographie wurde dieser Effekt zunachst als anormales 
Retentionsverhalten registriert und spater gezielt fur die 
Trennung von Proteinen an alkylierten Agarosegelen ein- 
g e ~ e t z t [ ~ ~ - ~ ~ I .  Adsorption von Proteinen an H PLC-Gelfil- 
trationssaulen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen 
wurde unter bestimmten Bedingungen b e o b a ~ h t e t ~ ~ ~ . ’ ~ ] .  
Spater wurden fur diese Varianten der HPLC spezielle 
Phasen auf der Basis von K i e ~ e l g e l l ~ ~ - ~ ” ~  oder organischen 
Polymeren[x’.x21 entwickelt. 

Die Bindung erfolgt in Gegenwart hoher Ionenkonzen- 
t r a t i ~ n e n [ ~ ’ . ~ ~ ] .  Salztyp und -konzentration sind entschei- 
dend fur die Retention: Sie ist grol3er mit Salzen, die einen 
hohen Aussalzeffekt auf Proteine a ~ f w e i s e n [ ~ ’ ~ ~ ’ - ~ ~ ~ .  Die 
Starke der hydrophoben Wechselwirkung nimmt rnit stei- 
gender Temperatur durch Zusatz geringer Anteile 
eines organischen Lbsungsmittels oder chaotropen Agens 
(Harnstoff, Guanidiniumchlorid) wird die Retention dage- 
gen geringer[30.X21. Theoretisch sollte am isoelektrischen 
Punkt die Bindung am starksten ~ e i n [ ” ~ ,  in der Praxis kann 
aber der EinfluR des pH-Werts auf die Retention verschie- 
dener Proteine je nach Matrix unterschiedliche GroBen- 
ordnungen und Formen annehmen, die moglicherweise 
auf Ladungseffekte der stationaren Phase zuruckzufuhren 
sind[”.”]. AuRerdem kann die Selektivitat der Trennung 
durch Temperaturanderung und Zusatz organischer Lo- 
sungsmittel zum Eluens stark beeinfluBt ~ e r d e n ~ ~ ” . ” . ’ ~ ~ .  

Der Salztyp ist auch fur die Auflosung von Bedeutung: 
Fur hydrophilere Proteine (schwach bindend) sind Neu- 
tralsalze mit hohem Aussalzeffekt, fur hydrophobere Pro- 
teine (stark bindend) solche rnit niedrigem Aussalzeffekt 
~orteilhaft[”~. Die Auflosung kann durch langere Sau- 
len122.”1, geringere Durchflu13geschwindigkeiten[”21, fla- 
chere Gradienteni22.”21, Zusatz chaotroper Agentien oder 
organischer Losungsmittel[30~”1 weiter erhoht werden. 
Niedrigere Temperaturen sind ebenfalls von V ~ r t e i l [ ” ~ ~ ~ ~ .  
Denaturierung durch Matrixkontakt‘22.”61 ist bei dieser Me- 
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thode selten. Beladbarkeit der Saulen und Wiedergewin- 
nungsraten liegen etwa im gleichen Bereich wie bei der lo- 
nenaustauschchromatographie. 

3.4. Umkehrphasenchromatographie 

Die Umkehrphasenchromatographie (Reversed-Pha- 
se(RP)-Chromatographie) wurde bereits 1950 eingefiihrt''*l 
und hat sich aufgrund der vielfaltigen Einsatzmoglichkei- 
ten zur bevorzugten HPLC-Methode entwickeltLxx'. Sie ist 
im Grunde eine Variante der Hydrophobchromatographlr 
(siehe vorigen Abschnitt). In beiden Fallen findet eine Bin- 
dung zwischen unpolaren Oberflachen von stationarer 
Phase und Proteinen und damit eine Abschirmung gegen- 
iiber der polaren (waBrigen) mobilen Phase ~tatt["-~'I. lrn 
Gegensatz zur Hydrophobchromatographie werden hier 
jedoch wesentlich unpolarere, d. h. hoher alkylierte, statio- 
nare Phasen eingesetzt, so daB die Proteine schon aus wa13- 
rigem Puffer niedriger Ionenstarke an die Matrix binden. 
Die differenzierte Ablosung erfolgt durch Gradientenelu- 
tion mit steigendem Gehalt an organischem Losungsmittel. 
Dieses erniedrigt einerseits die Oberflachenspannung d r r  
mobilen Phase und begiinstigt die Bildung einer Solvat- 
hiille um das freigesetzte M ~ l e k i i l [ ' ~ - ~ ~ ~ ,  und es bewirkt an- 
dererseits die Desorption durch direkte kompetitive Wech- 
selwirkung mit Protein und Matrix. Eine Reihe von theore- 
tischen Ansatzen zur quantitativen Beschreibung der kom- 
plexen thermodynamischen und kinetischen Phanomene 
in den Wechselwirkungen zwischen stationarer Phase, 
Komponenten des Eluens und Probenmolekiilen, insbe- 
sondere der Beziehung zwischen Retention und FlieBmii- 
telzusammensetzung, sind in der D i s k u s ~ i o n [ ~ ~ - ~ ~ ~ .  

An der Wechselwirkung eines Proteins mit der Matrix 
konnen zahlreiche Bindungsstellen beteiligt sein[s.6.17."'1. 
Adsorptionseffekte, nicht eine Verteilung zwischen statio- 
narer und mobiler Phase, sind daher maBgebend[9s,%1. Im 
Verlauf der Gradientenelution werden die schwlcher bin- 
denden Losungsmittelmolekiile zunachst nur freie Kon- 
taktstellen auf der Matrix und der nicht an der Adsorption 
beteiligten Proteinobertlache belegen. Bei Erreichen einer 
kritischen K~nzentration~'. 10.94.971 wird das Protein dann 
schlagartig von der Matrixoberflache verdrlingt. Dieses 
Konzept der kompetitiven Wechselwirkungen zwischen 
Matrix, Protein und Losungsmittel ist die Basis eines neue- 
ren stochiometrischen Verdrangungsmodells18], das in Ein- 
klang rnit der allgemeinen Gradientenelutionstheorie"" 
sehr gut die experimentell gefundenen Einfliisse der Mole- 
kiilgroBe und der Losungsmittelzusammensetzung erklart. 

Die Retention eines Probenrnolekuls hangt vom Verhalt- 
nis polarer und unpolarer Aminosaureseitenketten auf 
dem Teil der Oberflliche ab, der die Bindung an die statio- 
niire Phase bewirkt. Bei kleineren Polypeptiden (< 20 Anii- 
nosauren) kann die Retentionszeit aus der Summe der rela- 
tiven Hydrophobien einzelner AminosiIuren gut berechnet 
~ e r d e n ~ ~ ~ - ' " ' ~ .  Bei Proteinen lassen sich jedoch aufgrund 
der Tertiarstruktur kaum Voraussagen machen~lo2-'"'l. 
Selbst im Fall der B30-Analoga von Insulin (siehe Ah- 
schnitt 4.1 und Abb. 5) fuhrt der Einbau bestimmter Ami- 
nosauren zu einer Abweichung der Retentionszeiten vom 
vorherberechneten Wert. Unter den fur die RP-HPLC iibli- 
chen Elutionsbedingungen miissen auDerdem Konforma- 

tionsanderungen in Betracht gezogen werden[Ins1, die von 
der Zusamrnensetzung des Eluens und anderen Parame- 
tern abhangen und im Extremfall sogar zu multiplen Peaks 
(native und denaturierte Formen) fiihren konnenfl""-l""l. 

Das Verhalten einer Matrix auf Kieselgelbasis wird 
nicht nur durch die unpolaren Liganden, sondern in erheb- 
lichem Umfang durch die freien Silanolgruppen bestimmt. 
Silanophile Wechselwirkungen konnen d a m  fuhren, dab  
bei Erhohung des Anteils an organischem Losungsmittel 
im Eluens die Retention zunachst wie erwartet zuriickgeht, 
dann aber erneut an~teigt''~'. Ionische FlieBmittelkompo- 
nenten unterdriicken diese Wechselwirkungen, fiihren zu 
scharferen Peaks und hoherer Auflosung. Bestimmte lo- 
nenpaar-Reagentien ermoglichen besonders milde Elu- 
tionsbedingungen. Erst die Einbeziehung dieser Erkennt- 
nisse in die Optimierung der Trennbedingungen fiihrte zur 
Uberwindung der anfanglichen Schwierigkeiten" '"I in der 
RP-HPLC von Proteinen. 

Der HPLC-Anwender sieht sich heute einer fast uniiber- 
schaubaren Vielfalt stationarer Phasen gegeniiber, die von 
den Kieselgel-Derivaten eindeutig dominiert wird. Zwei 
weitporige Materialien auf Polystyrolbasis sind erst seit 
kurzer Zeit auf dem Markt[l'2.1131. Ihr Vorteil liegt in der 
Moglichkeit zur effektiveren Regenerierung durch Wa- 
schen rnit verdiinnter Natronlauge. Stationare Phasen rnit 
PorengroBen von etwa 300 A sind hinsichtlich Beladungs- 
kapazitat, Auflosung und Wiedergewinnung fur Proteine 
rnit Molekulargewichten uber 20000 am giinstig- 

ie Retention der meisten Proteine 
ist bei gleicher Belegungsdichte im wesentlichen unabhan- 
gig von der Kettenlange des Alkylliganded' ''. ' 17. ' IXl . D a- 
gegen ist der Alkylierungsgrad fur das Auflosungsverma- 
gen und die schonende Elution von Proteinen eine kriti- 

. Weitporige Partikel haben dabei 
den Vorteil, daB wegen der kleineren Cesamtoberflache 
eine optimale Belegungsdichte (ca. 3-4 pmol Alkylrest/m2) 
schon bei einem sehr niedrigen Kohlenstoffanteil (2-4 
Gew.-% C) erreicht wird1l2". '*I1. Dies wiederum erlaubt die 
Elution der Proteine bei niedrigeren Konzentrationen des 
organischen L i i s u n g s m i t t e l ~ [ ~ ~ ~ ~ ~ .  l2"]. Octyl- oder Octade- 
cylreste fiihren gegeniiber kurzen Alkylresten ( <C4) zur 
effektiveren Abschirmung noch vorhandener Silanolgrup- 

Die weitere Unterdriickung silanophiler Wechsel- 
wirkungen durch Nachbehandlung der alkylierten Kiesel- 
gele rnit reaktiven Silanen geringer Gr6Be (,,end-capping") 
wird e m p f ~ h l e n ~ ~ ~ .  I2"l. 

Elektrostatische Wechselwirkungen mit freien Silanol- 
gruppen fiihren zu starken Peakasymmetrien oder sogar zu 
irreversibler Adsorption von Proteinen an die RP-Matrix. 
Da bei niedrigen pH-Werten ( c 4) die Dissoziation der Si- 
lanolgruppen stark zuriickgedrangt werden dort im 

gelangen befriedigende Proteintrennungen schon mit ver- 
dunnter S a l z s a ~ r e ~ ~ ~ ~ ~ ' *  IO4* I 16* I ''I. Verschiedene Puffersub- 
stanzen konnen aber iiber eine Ionenpaarbildung den Pro- 
teinen eine vollig neue Retentionscharakteristik verlei- 

. eispiele sind Phosphorsaure, Perchlor- 
saure, perfluorierte Carbonsauren oder Alkylsulfonsauren 
und ihre Salze. Phosphorsaure verkurztI'261, perfluorierte 
Carbonsauren verlangern die R e t e n t i o n s ~ e i t ~ ~ ~ . ' ~ ~ ~ .  Katio- 
nische Eluenskomponenten beeinflussen direkt die Ma- 
trixeigenschaften. Ammonium-, Alkylammonium-, Pyridi- 

sten[25.26.96. 104.I14-116l D . 

sche GroBe[92. 93. I 19- 1221 

allgemeinen die besten Resultate e r~ ie l t [ " .~~ .  I 16. ; so 

hen[92.93. I I 1. lZSl B 
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nium- oder Morpholinium-lonen desaktivieren Silanol- 
gruppen durch Wasserstoffbruckenbindung und elektro- 
statische Wechselwirkunged". 12'! Chaotrope Salze (z. B. 
NaCIO,, Na,SO,) tragen in hoheren Konzentrationen 
(< 0.1 M) durch besondere, uber die elektrostatische Ab- 
schirmung von Silanolgruppen hinausgehende Effekte zu 
erhohter Peakscharfe und verbesserter Elution bei[Io0. lz9-I3l1. 

Unter allen bekannten Puffersystemen hat verdunnte 
Trifluoressigsaure (TFA) die weiteste Verbreitung gefun- 

, wahrend langerkettige perfluorierte 
Carbonsauren wesentlich seltener eingesetzt wer- 

leicht fliichtig und damit auch fur praparative Arbeiten ge- 
eignet. Sie wird, ebenso wie verdunnte Ameisen~aure['~'], 
besonders fur die Trennung hydrophober Proteine oder 
Proteinfragmente ernpfohlen[". 1271. Die Elution von Struk- 
turproteinen des Poliovirus gelang allerdings mit keinem 
dieser Systeme, sondern nur mit hochkonzentrierter Amei- 
s e n ~ a u r e [ ' ~ ~ ~ .  Pyridin/Essigsaure oder PyrididAmeisen- 
saure sind ebenfalls fliichtige Puffer, die bei p H  3-5, also 
fur die Arbeit rnit saurelabileren Proteinen, rnit sehr gutem 
Erfolg anwendbar sind126.'4'-'451. Nachteilig ist hier die ge- 
ringe UV-Durchlassigkeit, die zur Detektion bei 
A = 280 nm oder einer Nach-Saulen-Derivatisierung (siehe 
Abschnitt 2.6) zwingt. Elutionsmittel rnit noch hoherem 
pH-Wert enthalten Ammoniumhydrogencarbonat (pH 
7.8)['471 oder Hexafluoraceton/Ammoniak (pH 7.2)[14". 

Als nichtfliichtiger Puffer wird am haufigsten Phosphat 
, sehr oft in Form von Tri- oder 

Tetraalkylammoniumsalzen[' I 150-'533 und unter Zusatz 
von Nat r i~mperchlora t '~~ .  loo. 129-1311 . M eistens wird auch 
dabei unterhalb p H  4 gearbeitet, seltener bei hoheren pH- 
Werten[lS4l. Auch uber Trennungen rnit Tris-Puffer bei pH 
7.5 wurde beri~htet'"'~. 

Die organische Komponente muO einerseits einen unpo- 
laren Charakter haben, um die Desorption von der Matrix 
zu bewirken, andererseits aber noch geniigend polar sein, 
damit das Protein nicht ausfallt. Dadurch ist man im we- 
sentlichen auf Acetonitril und Alkohol angewiesen. Fur 
die Reinigung von Interferon wurde Dioxan b e n ~ t z t " ~ ~ ~ .  
Die Elutionskraft steigt in der Reihenfolge Methanol, 
Ethanol, Acetonitril, Propanol, B~tanol [ '~~ .  Durch Ande- 
rung oder Kombination der Losungsmittel lassen sich an- 
dere Selektivitaten erzielen[yx. 13 ' .  14'. 157-1601. Geringe Zu- 
satze von Methoxyethanol konnen die Auflasung verbes- 
~ e r n l ~ ~ . ' ~ ' ] .  Propanol wird fur groRere, hydrophobe Pro- 
teine empfohlen. Da der Gehalt an organischer Kompo- 
nente im Eluat damit geringer gehalten werden kann, sind 
weniger Probleme durch Ausfallung und Denaturierung zu 
e r ~ a r t e d ' ~ ~ .  1411, Gelegentlich erhalt man dabei aber brei- 

,was  sich - bei hinreichender Stabilitlt 
des Proteins - durch Temperaturerhohung wieder ausglei- 
chen 1a13t[2x1. Im ubrigen wurden bei Temperaturerhohun- 
gen sowohl Verbesserungen[ynl als auch Qualitatseinbu- 
,3enlln3. 116. 128) in der Trennleistung beschrieben. Die Auflii- 
sung nimmt rnit sinkender Durchflufigeschwindigkeit und 
flacherem Gradienten zu126,92.1 IY. 

Die Elutionsbedingungen der RP-HPLC vermindern 
nicht nur die Loslichkeit vieler Proteine, sondern konnen 
auch Konformationsanderungen i n d u ~ i e r e n [ ' ~ ~ ~ .  Bei labile- 
ren Proteinen kann es zu volliger Denaturierung rnit irre- 
versibler Adsorption oder Ausfallung kommen. Dies stort 

den[ 17- 1'3.83.95.96. 132-1371 

den[95. 104. 133. 13x1 . T rifluoressigsaure ist UV-durchlassig und 

verwendet[28.g8. 100. 103. 1 1 .  1491 

tere peaks[1l?". 112. 14x1 

vor allem bei praparativem Arbeiten, es kann aber auch 
die Exaktheit quantitativer Analysen beeintrachtigen. Bei- 
spiele fur die erfolgreiche Isolierung funktionell intakter 
Proteine durch RP-HPLC in Gegenwart von stabilisieren- 
den Cofaktoren oder durch spezielle Nachbehandlung der 
Fraktionen sind ~ o r h a n d e d " ~ . ' ~ ~ .  161-1631 . E s kommt jedoch 
auch vor, dalj bestimmte Proteine rnit geringer Ausbeute 
oder zunachst inaktiv eluiert werden[I2l. Neuere Studi- 

zum Mechanismus dieser Vorgange erga- 
ben, dal3 sich bei Saulenkontakt eine je  nach Protein unter- 
schiedlich schnell verlaufende Denaturierung vollziehen 
kann; der Denaturierungsgrad hangt davon ab, wie lang 
das Protein rnit der Matrix und dem Losungsmittel in Kon- 
takt ist. Bei der Desorption wird eine Ruckfaltung in die 
natiirliche Struktur eingeleitet. Von der Kinetik dieser 
Teilschritte im Vergleich zur Separationskinetik wird 
das Elutionsverhalten bestimmt: a) einzelne Peaks gerin- 
ger Breite, wenn es sich entweder um besonders stabile 
Proteine handelt (keine Denaturierung) oder die Ruck- 
faltung stark gehemmt ist (nur Denaturierungspro- 
dukt); b) multiple[106-109. I l 2 . l 6 S l  oder extrem asymmetri- 
sche[28. 112.121.122.164.1651 p eaks, wenn native und (mehrere) 
denaturierte Formen im Gleichgewicht vorliegen. Starker 
eluotrope Losungsmittel, hydrophile lonenpaarreagentien, 
Senkung der Konzentration perfluorierter Carbonsauren 
oder steilere Gradienten hemmen die Denaturierung a n  
der stationaren Phase['"'. Dies fuhrt zu hoheren Wie- 
dergewinnungsraten und weitgehender Erhaltung der-nati- 
ven, biologisch aktiven Form['x. ' Hohe Salzkon- 
zentrationen konnen sich dagegen negativ auswirken['3. I '''I, 
da  sie den Matrixkontakt verstarken. Hohe DurchfluOge- 
schwindigkeiten und Temperaturen lassen keine ausrei- 
chende Ruckfaltung zu, so daO im Extremfall nur die de- 
naturierte Form eluiert wird""" oder sogar irreversible 
Bindung stattfindet" ".lf"]. Man erhllt dann zwar eine 
hohe Auflosung["], aber geringe Wiedergewinnungsra- 
ten['"]. 

Die RP-HPLC ist rnit Sicherheit eine der  leistungsfiihig- 
sten Trennmethoden, deren groBtes Potential in der Sepa- 
ration eng verwandter Proteine und Proteinderivate liegt, 
da  Selektivitat und Auflosung in vielfaltiger Weise mani- 
puliert werden konnen. Die proteinchemischen Konse- 
quenzen der Elutionsbedingungen miissen jedoch fur jede 
Anwendung neu erarbeitet werden. 

en[X6. ll16.122. 164. 1651 

I If', l n s l  . 

3.5. Andere Techniken 

Die Adsorption an Hydroxyapatit ist zentraler Bestand- 
teil eines Systems zur Reinigung monoklonaler Antikor- 

IaRt sich aber auch fur andere Trennprobleme nut- 
Die Affinitatschromatographie1l6"] trPgt das Merk- 

ma1 biospezifischer Selektion aus komplexen Gemischen 
und stellt daher keine hohen Anforderungen an die Elu- 
tionstechnik. Bei der HPLC-Version dieser Methode steht 
folglich auch mehr die Geschwindigkeit als die Hochauflo- 
sung im Vordergrund. Stationare Phasen wurden durch 
Kupplung der jeweiligen Liganden an G l a ~ " ~ " ~ ,  Kiesel- 

l7*] oder organische P ~ l y m e r e ~ ' " ~  von den Anwen- 
dern selbst hergestellt. Einige Liganden wie Adenosinmo- 
n ~ p h o s p h a t " ~ ' ~ ,  Protein A1l7"], L e ~ t i n e ~ ' ~ ~ ~  oder der Pseudo- 
affinitatsligand C i b a c r o n b l a ~ ~ ~ ~ ~ ~  sind vielfaltig nutzbar; 
hier waren Fertigsaulen denkbar. Bei der Fulle anderer 
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spezifischer Liganden wird sich eine Eigenherstellung nie 
umgehen lassen. Zur Vereinfachung kann man jedoch auf 
eine fertig gepackte, voraktivierte Saule zuriickgreifen, die 
im langsamen DurchfluB mit dem Liganden umgesetzt 
~ i r d [ ' ~ ' I .  Mit kommerziell erhaltlichen Ionenaustauschern 
und Pufferlosungen kann die Chromatofokussierung 
durchgefuhrt ~ e r d e n [ " ~ .  1781. Sie trennt wie ihr elektropho- 
retisches Gegenstiick nach dem isoelektrischen Punkt. 

4. Insulin 

Das blutzuckersenkende Hormon Insulin ist ein kleines 
Protein. Es hat ein Molekulargewicht von 5800 und ist aus 
zwei uber zwei Disulfidbrucken verknupften Peptidkettrn 
aufgebaut; die A-Kette hat 21 Aminosluren und die H- 
Kette 30. Eine dritte Disulfidbriicke verbindet die Cystein- 
reste an Position 6 und 11 innerhalb der A-Kette['7y.'sol. 

Insulin hat eine relativ starre Struktur1'8'1 und eine vc'r- 
gleichsweise hohe Stabilitat; fur die HPLC-Analytik ist es 
deshalb ein einfaches uber HPLC ge- 
trennte lnsuline bleiben normalerweise biologisch und irn- 
munologisch a k t i ~ [ ' ~ ' - ' " ~  . Da ruber hinaus hat Insulin eine 
herausragende Bedeutung in pharmazeutischer Forschung 
und Anwendung, weshalb es sich wie kein anderes Protein 
als Beispiel zur Demonstration der Anwendungsbreite der 
HPLC von Proteinen eignet. 

Fur das praparative und analytische Arbeiten ist dabei 
wichtig, daR Insulin in der Nahe seines isoelektrischen 
Punktes bei pH 5.4 schwerloslich ist, in saurec Losung dis- 
soziiert, in neutraler dagegen Dimere und Hexamere bil- 
det. Das Hexamer wird durch Zink stabilisiert. Trennun- 
gen oberhalb des isoelektrischen Punktes gelingen nur mit 
Zink-chelierenden und dissoziierenden Zusatzen, wie etwa 
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) und Alkoholen["'"r, 
Harnstoff oder Detergentien'iY'l. 

Zur Gewinnung von Insulin haben heute zwei Metho- 
den, die Isolierung aus tierischem Pankread'"' und die 
gentechnische Herstellung, Bedeutung. Das Insulin aus 
den Bauchspeicheldriisen von drei Schweinen deckt den 
Bedarf eines Diabetikers fur etwa zehn Tage. Aus Schwei- 
neinsulin laBt sich durch Semisynthese Humaninsulin her- 
stellen. Praktisch nicht limitiert ist demgegenuber die En- 
pression von Humaninsulin in genetisch veranderten Mi- 
k r o o r g a n i ~ m e n ~ ' ~ ~ - ' ~ ~ ~  , de ren Kohlenstoffquelle Glycerin 
oder einfdche Zucker sind. 

4.1. Semisynthese von Humaninsulin 

Humaninsulin unterscheidet sich von Schweineinsulin 
nur in der Aminosaure an Position 30 der B-Kette. N-ter- 
minal dazu befindet sich a n  Position B29 Lysin, so daR ein 
Austausch von Alanin (Schweineinsulin) gegen Threonin 
(Humaninsulin) prinzipiell mit Hilfe von Trypsin mdglich 
ist (Abb. 3). Obwohl das Enzym Trypsin in waBrigem Me- 
dium bei pH 7 Peptidbindungen an basischen Aminoslu- 
ren spaltet, kann es auch bei niedrigerem pH und in geeig- 
netem Medium die Knupfung von Peptidbindungen[iyX~'""l 
oder auch direkt den Austausch einer Aminosaure ohiie 
Auftreten eines intermediaren Hydrolyseprodukts kataly- 
sieren~ 199-2011 . D~ r Austausch entspricht formal einer Ami- 
nolyse des Acyl-Enzymkomplexes. Hinweise auf einen Di- 
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Abb 3 Semisynthese von Humaninsulin aus Schweineinsulin 

rektaustausch bei der Humaninsulin-Semisynthese ergeben 
sich aus der HPLC-Analyse von Reaktionsgemischen 
(Abb. 4): Nach Umsetzung mit Threonin-tert-butylester, 
dessen OH-Gruppe ebenfalls tBu-geschutzt ist, ist Des- 
(B30)-lnsulin nicht nachweisbar, sondern es erscheinen 
nur der gewunschte seitenkettenveretherte Humaninsulin- 
ester (111), unumgesetztes Schweineinsulin (11) und Des- 
(B23-B30)-Insulin (I), ein durch Proteolyse an Argi- 
nin(B22) entstandenes, unerwunschtes Nebenprodukt, das 
aber offenbar aus sterischen Grunden nur zu geringen An- 
teilen entsteht[2021. 

m 

1 I 
0 25 50 

t Irninl - 
Abb. 4. Chromatogramm der H PLd-Trennung des Reaktionsgemisches der 
Humaninsulin-Semisynthese. HPLC-System: Waters-RCCS-RP-8, 10 pm, 
50 mM Tetraethylammoniumphosphat, 0.25 M Natriumperchlorat, 10% Ace- 
tonitril, p H  = 3  (Puffer A) und 50 mM Tetraethylammoniumphosphat, 90% 
Acetonitril, p H = 3  (Puffer B), Gradient von 2894 bis 40% 8, 1.5 mL/min. 
Raumtemperatur, Detektion bei 1=210 nm. I = Retentionszeit. 1-111: siehe 
Text. 

Durch Semisynthese sind eine Reihe von B30-Derivaten 
von Insulin hergestellt worden'20i1, deren Verhalten in der 
Umkehrphasen-HPLC genau der Hydrophobieande- 
rungfi@" der C-terminalen Region der B-Kette entspricht 
(Abb. 5) .  Aus dieser Serie fallen allerdings zwei Derivate 
heraus, das Thr(B30)-lnsulin (Humaninsulin) und das 
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Tyr(B30)-lnsulin, fur die eine lokale Strukturveranderung, 
z. B. das Vorhandensein einer zusatzlichen Wasserstoff- 
briicke, postuliert werden kann. 

I 0 Phe TFA 

TEAP 

10 
0.0 0 2  0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.1 

lg  ire1 Hydrophobiel- 

Abb. 5. Retentionszeiten verschiedener B30-Derivate von Insulin in der RP- 
HPLC als Funktion der relativen Hydrophobie der Aminosiure an Position 
830, in den HPLC-Systemen TFA: Nucleosil-300-7-Protein-RP-SSlule und 
0.1% Trifluoressigsiure, p H =  2.1, Grsdient von 30% bis 40% Acetonitril, 
0.8 mL/min, Raumtemperatur, und TEAP: Tetraethylammoniumphosphat- 
puffer, pH-3. wie in Abbildung 4. 

4.2. Gentechnische Herstellung von Humaninsulin 

Das Verfahren zur gentechnischen Herstellung von Hu- 
maninsulin mit Mikroorganismen ist - mit Ausnahme der 
letzten Reinigungsstufen - grundlegend verschieden von 
der Isolierung aus Bauchspeicheldriisen, bei der auf allen 
Stufen Insulin in der biologisch aktiven, nativen Tertiar- 
struktur vorliegt. Bei der gentechnischen Gewinnung sind 
die Vorstufen inaktive, zumeist schwerlosliche Vorltiufer, 
die z. B. in der E.-coli-Zelle in groBer Menge in Form von 
EinschluSkorpern deponiert werden (Abb. 6). Diese mus- 
sen durch aufwendige Proteinchemie - begleitet von ent- 
sprechender Analytik - in die native Struktur iiberfiihrt 
werden (Abb. 6). Bei dem hier gezeigten Proinsulinkonzept 
wird die natiirliche Faltungstendenz des physiologischen 
lnsulinvorlaufers g e n ~ t z t ~ ~ " ~ . ' ~ ~ l ,  in dem A- und B-Kette 
durch ein Peptidsegment, das  C-Peptid, verkniipft sind. 
Das alternative Konzept, die getrennte Herstellung von A- 
und B-Kette, fuhrt bei deren Rekombination zu niedriger 
Ausbeute und vielen Nebenprodukten. Dies war aber der 
zuerst beschrittene und auch in technischem MaDstab er- 
folgreiche Weg zur gentechnischen Herstellung von Hu- 
m a n i n s ~ l i n ~ ' ~ ~ ~ .  

Die Aufarbeitung kann wie folgt geschehen: Nach Fer- 
mentation werden die Mikroorganismen abgeerntet und 
der Insulinvorlaufer angereichert. Der Vorlaufer wird 
dann chemisch an Methionin fragmentiert, wobei das 
,,Praproinsulin", ein N-terminal um einige Aminosauren 
verlangertes Proinsulin, entsteht. Die sechs Cysteinreste 
des Praproinsulins, die auf dieser Stufe zunlchst in nicht 
exakt definierter Form vorliegen (E. coli hat kein Enzymsy- 
stem, das die Disulfidbriicken spezifisch kniipft), werden 
durch Sulfitolyseizosl in die S-Sulfonate uberfiihrt. Auf die- 
ser Stufe ist das Produkt erstmals durch HPLC erfal3bar; 
in den davor vorhandenen Reaktionsgemischen sind ent- 
weder zu viele Nebenprodukte vorhanden oder die interes- 
sierenden Molekiile werden an Umkehrphasen irreversibel 
adsorbiert. Dies demonstriert eine der Limitierungen der 
HPLC-Analytik (Abb. 7A). 

Pra- 
proinsulin- 

.S-sulfonat 

Insulin-Argl 

Enzymat Spallurg 

Ins u I i n 

Abb. 6. Links: Schema dcr gentechnischen Clewinnung *on Humaninsulin. 
Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Insulinvorlaufer-pro- 
duzierenden E.-coli-Stammes (oben) und der daraus isolierten Rhomboeder 
von Humaninsulin (kristallisiert in Gegenwart von Zink-Ionen) (unten). 

77 I 
0 31 5 63 

tlminl - 
Abb. 7. Chromatogramme der HPLC-Trennung eineb Keaktionsgemisches 
der gentechnischen Gewinnung von Humaninsulin nach Sulfitolyse und 
fraktionierender Fallung (B) und eines Gemisches nach chemischer Frdg- 
mentierung des angereicherten lnsulinvorlaufers (A). HPLC-System: PLRP- 
S-300-A (4.6 mm x 25 cm). Puffer A: 0.1 M Hexafluoraceton/NH,, 2% Buta- 
nol, 8% Acetonitril, p H = 7 ;  Puffer B: 0.1 M HexafluoracetonINH,, 9"h Buta- 
nol, 81% Acetonitril, p H = 7 :  Gradient von 20% bis 35% Puffer B, 0.8 mL/ 
min, 40°C. 1-111: siehe Text. 

Das Praproinsulin-S-sulfonat ist ein stark saures Mole- 
kul. In der Umkehrphasen-HPLC kommen die ublicher- 
weise verwendeten, sauren mobilen Phasen aus Grunden 
der Loslichkeit deshalb nicht in Frage. Es wurde ein neu- 
trales Hexafl~oracetonsystem['~~~ angewendet, mit dem das 
PrPproinsulin-S-sulfonat (I) auch von einem chemisch sehr 
iihnlichen Vorlauferfragment (11) getrennt analysiert wer- 
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den kann (Abb. 7B). 111 ist ein weiteres Fragment aus dem 
Vorlaufer, das jedoch keine Cysteine enthllt und daher 
schon ohne Herstellung eines stabilisierenden Derivats in 
einem scharfen Peak eluiert werden kann (Abb. 7A). 

Das Praproinsulin-S-sulfonat ist nicht nur ein Zwischen- 
produkt mit Schlusselstellung fur Analytik und Reinigung. 
sondern aus ihm ist auch das  nativ gefaltete Praproinsulin 
in hoher Ausbeute z ~ g a n g l i c h [ ~ ~ ~ . ~ " ~ ~ .  Die Faltung und die 
korrekte Kniipfung der beiden kettenverbindenden Disul- 
fidbrucken konnen mit einer Fingerprint-Analytik unter- 
sucht werden. Voraussetzungen waren 

- die Bildung einer limitierten Anzahl von Fragmenten 
- minimale unspezifische Reaktionen 
~ die ldentifizierung der Fragmente 
~ eine schnelle und effektive Trenn- und Detektionsmz- 

thode. 

Proteolytische Fragmentierung mit Staphylococcus-au- 
reus-Protease V8 unter speziellen Bedingungen in Verbin- 
dung mit HPLC-Analytik erfiillen diese Bedingungen[2"'1. 
S.-aureus-Protease V8 spaltet C-terminal zu Glutamat; d;i\ 
theoretische - und auch praktisch verifizierte - Spahung+ 
muster ist in Abbildung 8 gezeigt. Von besonderer Bedeu- 
tung fur die Analyse sind die Fragmente I, I1 und 111. 
Fragment 111 enthalt die C-terminale Region der B-Kette 
und ist vorhanden unabhangig davon, o b  Praproinsulin-S- 
sulfonat, Disulfid-verknupftes Praproinsulin oder anderc 
Spezies gleicher Sequenz vorliegen. Es dient als innerer 
Standard zur Quantifizierung. Die Fragmente I und I1 wer- 
den demgegenuber nur dann quantitativ gefunden, wenti 

die in ihnen jeweils enthaltene Disulfidbrucke vollstandig 
erhalten geblieben ist. Nebenprodukte, wie etwa inkorrekt 
Disulfid-verkniipfte Spezies, wurden neue Peaks auf Ko- 
sten der Peaks von 1 und I1  ergeben. Fingerprint-Analytik 
von Praproinsulin-S-sulfonat liefert keine Fragmente I und 
11, und Praproinsulin-S-sulfonat, das mit einem Uber- 
schul3 an Thiol reduziert wurde, zeigt entsprechend ernied- 
rigte Anteile an beiden Fragmenten. Ein S.-aureus-Protea- 
se-V8-Fingerprint von korrekt gefaltetem Praproinsulin ist 
als Vergleich in Abbildung 9 gezeigt. 

Abb. 9. tingerprint-H PLC -Analyse yon S.-aureus-Proteare-V8-tragnientge- 
mischen von (A) Prllproinsulin-~-sulfonat, (B) mit geringem UberschuD an 
Thiol reduziertem Praproinsulin und ( C )  korrekt gefaltetem Praproinsulin. 
HPLC-System: Waters-Rad-Pak-C-18, 5 pm, Puffer A und B wie in Abbil- 
dung 4,jedoch Gradient von 20% his 45% B in 25 min. 1-111 entsprechen den 
Fragmenten in Abbildung 8. 

Abb. 8. Peptidfragmente von Praproinsulin nach Proteolyse mit S.-aureus I'rotcase V8. Die Vorsilbe .,Pra" kennzeichnet, daO 
das Proinsulin N-terminal um fiinf Aminosiuren (weiOe Kreise) verlangen 1st. 
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Die HPLC-Analytik ist auch fur die Kontrolle der nach- 
folgenden Stufe, der enzymatischen Spaltung von Prapro- 
insulin in Insulin-Arg2 und Insulin-Arg essentiell (Abb. 
10). Die Proteolyse von PrPproinsulin mit Trypsin erfolgt 
prinzipiell an sechs Arginin- und Lysinresten (siehe Abb. 
8). Kinetisch bevorzugt sind die Spaltungen an Argi- 
nin(AO), N-terminal zur A-Kette, an Arginin(BO), N-termi- 
nal zur B-Kette und an Arginin(B32). Spaltung a n  Ly- 
sin(B29) liefert in geringer Menge das Des-Thr(B30)-Insu- 
lin, wahrend Spaltung an Arginin(B22) zu Des-(B23-30)- 
Insulin - ahnlich wie bei der Semisynthese - aus offenbar 
sterischen Griinden praktisch nicht stattfindet. 

r. - -. 1 
0 tlminl - 50 

Ahh. 10. C.'hromatograrnrne der HPLC-Trennungen von Prvhen einer Urnset- 
zung von gefaltetem PrBproinsulin mit Trypsin nach venchiedenen Reakti- 
onszeiten; HPLC-System: Waters-Rad-Pak-C-I6,5 krn. Puffer. Gradient und 
sonstige Bedingungen wie in Abbildung 4. 

Die Trennung von Des-Thr(B30)-Insulin, Humaninsu- 
lin-Arg, und Humaninsulin durch RP-HPLC ist in starkem 
MaRe davon abhangig, ob Perchlorat im Eluens ist oder 
nicht. Bei Verwendung von Triethylammoniumphosphat- 
Losungen ohne Perchlorat als mobile Phase (Abb. 11) ist 
die Reihenfolge der Elution dieser Spezies umgekehrt wie 
bei Verwendung des Tetraethylammoniumphosphatsy- 
stems mit Perchlorat (Abb. 10). Eine HPLC-Trennung des 
Produktgemischs der Spaltung von gereinigtem Humanin- 
sulin-Arg, mit Carboxypeptidase B mit dem perchlorat- 
freien Triethylammoniumphosphatsystem (Abb. 11) ergibt 
deutlich schlechtere Peakscharfen (siehe auch Abschnitt 
3.4). 

4.3. Reinheitsbeurteilung und Qualitatskontrolle 

Um eine optimale Vertraglichkeit und minimale Antige- 
nitat zu gewahrleisten, sind alle heute therapeutisch einge- 
setzten Insuline von hoher Reinheit. 1925, wenige Jahre 
nach der Entdeckung von Insulin, therapierte man mit ei- 
nem Material von 5 Einheiten pro mg, 1935 waren es etwa 
20 Einheitedmg, und hochreines Insulin hat heute 28 Ein- 

Abb. I I .  C hnim~iogrdmrne der HI'LC -Ircnnungen \on Probrn ciner Urnbet- 
zung von Humaninsulin-Arg, mit Carboxypeptidase B nach verschiedenen 
Reaktionszeiten. HPLC-System: Waters-Rad-Pak-C-16, 5 prn: Puffer A :  
0.25 M Triethylamrnoniumphosphat, 2Wh Acetonitril, pH = 3: Puffer B: 
0.25 M Triethylammoniumphosphat, 500'0 Acetonitril, pH = 3 ; Gradient von 
19% B his 32% B in 40 rnin, 1.5 rnL/min, 35°C. 

heitenlmg. Fremdproteine sind im Endprodukt durchweg 
im ppm-Bereich oder darunter; sie sind nur durch Radio- 
immunoassay nachweisbar. Gleiches gilt fur Proinsulin, 
das durch Gelchromatographie und Ionenaustauschchro- 
matographie sehr effektiv abgetrennt wird. Die lonenaus- 
tauschchromatographie (Abb. 12) liefert ein Produkt, das 
dariiber hinaus von Insulinderivaten, die bei der Herstel- 
lung und Lagerung entstehen, weitgehend frei ist. So wer- 
den beispielsweise unter den sauren Bedingungen der 
Ethanolextraktion die Saureamidgruppen von Asparagin- 

4 fraMtIOn0 

Ausgangsmaterial 

n NaCl 
t lminl  - 40 

,U\' 
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Abb. 12. lonenaustauschchrornatographie von rohem. semisynlhetischcn Hu- 
maninsulin (B) und HPLC-Analytik der einzelnen Fraktionen (A). Die Be- 
dingungen der lonenaustauschchromatographie an Diethylaminoethyl- 
(DEAE)-Tr&ger mil einem detergenshaltigen Laufmittel und einem Koch- 
salzgradienten sind in 11921 beschrieben. Bedingungen for die HPLC wie in 
Abbildung 4 beschrieben. 
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resten, insbesondere die von Asn(A21) zu Aspartat hydro- 
lysiert - die Desamidoinsuline~'u'l und ihre Ethylester enr- 
stehen. 

Die HPLC erlaubt die Identifizierung der einzelnen Pro- 
dukte und ermoglicht die Gewinnung hochreiner Fraktio- 
nen (Abb. 12). Sie dient gleichermanen der Qualitatspru- 
fung fur die Reinsubstanz (z. B. hinsichtlich Speziesidenti- 
tat) und das fertige Arzneimittel sowie der Kontrolle der 
Haltbarkeit bei verschiedenen Temperaturen und uber 
mehrere Jahre. 

Die Gelfiltrations-HPLC wird heute routinemal3ig eberi- 
falls fur die Qualitatskontrolle und Haltbarkeitsuntersu- 
chung herangezogen (Abb. 13); mit ihr sind ,,hochmoleku- 
lare" Insulinderivate, wie etwa durch Transamidierung 
entstandene Dimere, nachweisbar. Fur die Therapie dur- 
fen nur hochreine Insuline verwendet werden, bei- 
spielsweise mu13 der Proinsulinanteil kleiner als 10 ppm 
sein, und der Anteil hochmolekularer Derivate mu13 untrr 
1% IiegenI2 lol. 

0 35% i l  

IIIII I 

I I 

- I I 
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Abb. 14. Chromatogramme der HPLC-Trennung von S.-aureu5-l'rotearr-VX. 
Fragmenten von (A) Humaninsulin, verunreinigt mit Desamido(A2 I)-Human- 
insulin, und (B) Humaninsulin. verunreinigt mil Schweineinsulin. HPLC- 
System wie in Abbildung 9 beschrieben. 

gut aufeinander abgestimmt sind. Standig erhohte Blutzuk- 
kerwerte werden fur diabetische Spatschaden zurnindest 
mitverantwortlich gemacht[" 

Konventionelle Therapie Therapie mit  Insulinpurnpe 
0 4 8 12 16 20 2 4  28 32 

tlrninl - 
Ahh. 13. ~ellillrdlionh-HPLC riner Probe \on gentcchnisLh hrrgrstelltriii 
Humaninsulin-Arg,. HPLC-Bedingungen: TSK-G-2000-SW-SBule; mobd.. 
Phase: 2094 Essigsaure, 30% Acetonitril, 50% Wasser, 0.7 mL/min, Raumteni 
peratur. Probenmenge 200 pg. 

Ein etwas komplizierteres analytisches Problem ist dsr  
Nachweis der Abwesenheit von Schweineinsulin in semi 
synthetischem Humaninsulin. Zwar lassen sich Human- 
und Schweineinsulin durch HPLC trennen, aber Desami- 
do(A2I)-Humaninsulin, das eine Begleitsubstanz sein 
kann, wird mit Schweineinsulin eluiert. Der Nachweis gr-  
lingt aber auf der Vorstufe des H~rnaninsulinesters[~~"1. 
oder aber durch S.-aureus-Protease-V8-Fingerprint. 131 

Schweineinsulin im Humaninsulin, so wird Fragment II I 
(Abb. 8) einen kleinen Nachpeak aufweisen, ist dagegen 
Desarnido(A2I)-Humaninsulin zugegen, so wird bei Frap 
ment 11 dieser Nachpeak auftreten (Abb. 14). 

4.4. Stabilitat von Insulin in Dosiergeriiten 

Die Pharrnakokinetik von Insulin ist beim Gesunden 
sehr komplex; der Pankreas sezerniert kleine Dosen al\ 
Basalversorgung und grol)e nach Glucoseaufnahme. Der 
Blutzuckerspiegel steigt dann zwar etwas, pendelt sich abrr  
sehr schnell bei ca. 80 mg/dL ein. Die Substitutionsthera- 
pie mit subcutan appliziertem Insulin kann diesen ProzelJ 
nur sehr unvollkomrnen imitieren. Als gute Einstellung gilt 
heute ein relativ gleichbleibender Blutzuckerspiegel von 
150-200 mg/dL; ein solches Profil (Abb. 15 links) ist zu- 
dem nur moglich, wenn Praparat und Nahrungsaufnahrnc 

. .  

' 7 12 18 2i --- i ii ii 2 k  
Tageszeit lUhrl -. 

Ahb. 15. Vergleich der mittlerrn Blutruckerwerte von zwoll' Typ-I-Uiabeti- 
kern unter konventioneller Therapie mil Depot-H-Insulin Hoechst" (links, 
Prof. Skrabalo, Zagreb 1982) mit denen einer Patientengruppe unter Thera- 
pie mir einer externen Insulinpurnpe (rechts, adaptiert von Rizzu et al. [2231). 
Dunkel schattiert ist der Blutzuckerbereich beim gesunden Menschen. 

Die lnsulinausschiittung beim gesunden Menschen la& 
sich mit einem Infusionssystem simulieren (Abb. 15 
rechts). Solche Infusionssysteme sind heute in rniniaturi- 
sierter Form in der klinischen Prufung. Kommerziell er- 
haltlich sind derzeit extern zu tragende Gerate, wobei das 
Insulin in der Regel uber einen Katheter subcutan zuge- 
fiihrt ~ i r d [ ~ ' ~ ] ;  Implantate befinden sich noch in der Ent- 
w i c k l ~ n g s p h a s e ~ ~ ' ~ ~ .  Bei Implantaten wird das Insulin in 
die Bauchhohle oder das GefaOsystem abgegeben, und das 
Reservoir wird durch die Haut von Zeit zu Zeit nachge- 
fiillt. 

Schon friih bei der Entwicklung dieser Systeme trat je- 
doch ein gravierendes Problem auf: Insulin ist in Dosiersy- 
stemen in neutraler Losung nicht stabil ; innerhalb weniger 
Tage fallt denaturiertes, biologisch inaktives Insulin 
aus[2 16.2 I71 
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Physikalisch - das heiRt gegen Denaturierung - ver- 
gleichsweise stabil sind saure (pH = 3) Insulinlosungen. 
Unter den Bedingungen in Implantaten bildet sich aber in- 
nerhalb eines Nachfullcyclus von drei Wochen eine Reihe 
von modifizierten Produkten, so daR schlieBlich natives 
Insulin nurmehr in Spuren vorhanden ist. Dies lie13 sich 
durch HPLC leicht analysieren (Abb. 16). Die Stabilitat 
von Insulin in saurem Milieu in Dosiergeraten war dem- 
nach fur die Humananwendung nicht ausreichend[2iu1. 

~ E l u a t  nach  , 3 Wochen 

Eluat nach 
' 2 Wochen 

saure Insulinlosung 
.. - t 

0 25 50 
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Abb 16 C hrOmdtOgrdmme von HPLC-Trennungen einer sauren Schweinein- 
sulinl6sung (pH=3)  bei der Nachfilllung und nach Passage durch eine im- 
plantierbdre lnsulinpumpe bei einer Dosierung von 240 pL/Tag, bei kon- 
stanter Schuttelbewegung und bei 37°C. nach 0, 2 und 3 Wochen Desami- 
do(A21)-lnsulin (bei 25 min Retentionszeit) 1st bei !=O in gennger Menge 
enthalten (Pfeil), wahrend natives Insulin nach drei Wochen auf Kosten ei- 
ner Vielzdhl von Derivaten stark dbgenommen hat (Neil) HPLC System wie 
in Abbildung 4 beschrieben. 

Die Adsorption a n  hydrophoben Oberflachen kann als 
der Initialschritt zur Denaturierung von Proteinen angese- 
hen werdeni2'y1. Durch einen kleinen Anteil einer grenzfla- 
chenaktiven Substanz la13t sich auch im neutralen Medium 
die Adsorption von Insulin ~ e r h i n d e r n [ ' ' ~ . ~ ' ~ ~ .  Eine derart 
stabilisierte Insulinlosung ist nicht nur physikalisch, son- 
dern wegen des neutralen Milieus auch chemisch ver- 
gleichsweise stabil. Die HPLC-Untersuchungen zeigten, 
daR Insulin bei 37°C durch eine Pumpe gefordert nur we- 
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Abb. 17. Chromatogramme von HPLC-Trennungen einer stabilisierten, neu- 
tralen Humaninsulinl6sung (Hoe 21 PH) unter den gleichen Test- und Ana- 
lybebedingungen wie in  Abbildung 16 beschrieben. 

nig mehr Veranderungen erfahrt als dies unter den erhoh- 
ten Temperaturen allein der Fall ware (Abb. 17). Es ent- 
steht dabei ein spezifisches Derivat, das in der HPLC bei 
einer Retentionszeit von 1.25 relativ zu Insulin eluiert. Die- 
ses Produkt wurde durch praparative HPLC mit einem Bu- 
tanol-Ethanol-Wasser-System[20s1 isoliert ; es ist ein mono- 
meres Insulinderivat, das im N-terminalen Bereich der B- 
Kette, moglicherweise an B3[2211, modifiziert ist; es hat 
volle biologische Wirksamkeit und eine niedrige Antigeni- 
faf12221. 

5. Weitere analytische und semipraparative 
Anwendungen der HPLC in der Proteinchemie 

Nach dem heutigen Stand der Technik sind alle konven- 
tionellen saulenchromatographischen Methoden in die 
HPLC-Version iibertragbar; Saulenmaterialien und Pum- 
pen lassen auch Puffersysteme zu, wie sie bei der Gelfiltra- 
tions-, der Ionenaustausch- (Abb. 18), der Hydrophob- 
(Abb. 19) oder der Affinitatschromatographie (Abb. 20) 

0 tlminl - 45 

Abb. 18. lonenaustauschchromiitographir ron Glucoae-h-phosphat-I)ehy- 
drogenase aus Bakterienextrdkt (300 pg). Redingungen: Protein-Pak-DEAE- 
5PW, 7.5 mm x 7.5 cm (Waters); h e a r e r  Gradient von 0.02 M Tris-HCI, 
pH=8.5 auf 0.02 M Tris-HCI. 0.5 M NaCI, pH=8.5 in  25 min; 5 mL/min. 
Detektion bei 1 = 2 8 0 n m ;  0.1 Absorption Units Full Scale. Die Aklivillt 
wurde zu 100%. die Proteinmenge zu 81% wiedergewonnen. (Mit Genehmi- 
gung von Millipore-Waters, Eschborn.) 
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Abb. 19. Trennung verschiedener Ca".bindender Proteinr durch Hydro- 
phobchromatographie. Bedingungen: TSK-Phenyl-5PW 7.5 mm x 7.5 cm 
(LKB), Gradient von 1.5 M Na2S04 in 0.1 M Phosphatpuffer, pH=7,  1 mM 
Ca'+ in 0.1 M Phosphatpuffer, pH=7,  I mM Ca'+ in 74min in der einge- 
zeichneten (---) Form: 0.75 mL/min. Detektion bei 1=206 nm. Die Wieder- 
gewinnungsrate der einzelnen Proteine betrug mehr als 90%. (Aus [258] mit 
Genehmigung von Academic Press.) 
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angewendet werden. Die erreichbare Auflosung gleicht in 
vielen Fallen durchaus der von elektrophoretischen Ver- 
fahren; dabei ist man jedoch nicht auf GroDen- oder La- 
dungsdifferenzen als Trennprinzip beschrankt. Zusatzlich 
ist der nahtlose Ubergang in den semipraparativen Mag- 
stab mit problemloser Wiedergewinnung und - mit Aus- 
nahme der Gelfiltration - die Anreicherung aus sehr ver- 
dunnten Losungen moglich. 

0 5  10 15 20 25 
n- 

Abb. 20. Al'linitdtschromatographie von Acetylcholin-Esterase (AChE) au\ 
Rohextrakt (I mL). n= Fraktionszahl. Bedingungen: UltraaffinitBtssBulr. 
4.6 mm x 5.0 cm (Beckman), derivatisiert mit Procainamid (8 mg): Beladung 
mil 0.1 M Kaliumphosphat, pH=7.0; Elution mit 0.1 M Decamethoniumsab 
in 0.1 M Kaliumphosphat, pH=7.0: 0.15 mL/min, Detektion bei A=280nm 
(0---0) und AChE-AktivitBt (0-0). Fiinffache Anreicherung mtt 

75prOZ. Wiedergewinnung in 2.5 h. (Mit Genehmigung von Beckman Instru 
ments, Miinchen.) 

Ein gutes Beispiel hierfur ist die Isolierung des Colon!: 
Stimulating Factors (CSF) aus menschlichem Urin durch 
HPLC uber Hydrophobchr~matographie[~~~]. Thymosin p4 
IieD sich nach grober Voranreicherung und anschlieaende 
RP-HPLC in Zellkulturextrakten nachweisen[1461. Ubli- 
cherweise werden mehrere Trennprinzipien kombinien: 
die direkte Gewinnung von Inhibin aus Follikelflussigkeit 
gelang durch Gelfiltration und RP-HPLC[22S1, und zur 
Reindarstellung von y-Interferon erwiesen sich Ionenaus- 
tauschchromatographie und RP-HPLC als gut geeignet12'". 
Semipraparative Trennungen sind ein Hilfsmittel zur Cha- 
rakterisierung von Proteinen. Schnelligkeit, Sicherheit und 
Empfindlichkeit der Sequenzanalyse von Proteinen wur- 
den durch HPLC-Methoden entscheidend verbessert. Die 
Primarstruktur von Proteinen lBDt sich heute mit Mikro- 
grammengen ohne weiteres bestimmen, die durch HPLC in 
idealer Weise zuganglich ~ i n d [ ~ ~ . ~ ~ . ~ ~ ~ ~ .  

Schwierig ist die Bearbeitung membrangebundener Pro- 
teine; hier werden selten die Auflbsungen erreicht, die 
man von leicht wasserloslichen Proteinen gewohnt ist. Die 
erfolgreiche Anwendung der Ionenaustauschchromatogra- 
phie in Gegenwart nichtionischer oder zwitterionischer 
Detergentien wurde beschrieben1228.2291. Durch derart scho- 
nende Trennbedingungen wird die Antigenitat der Pro- 
teine erhalten123"1. Dies ist bei der Isolierung viraler Pro- 
teine von besonderer Bedeutung; sie dient der Gewinnunp 
von Antiseren zur Erkennung von Virusinfektionen oder 
der Entwicklung kunstlicher I m p f ~ t o f f e l ~ ~ ' , ~ ~ ~ ~ .  Es zeigte 
sich allerdings auch, daD Proteine, die unter drastischen 
RP-HPLC-Bedingungen isoliert worden waren, zwar nicht 
mehr von Antikorpern gegen die native Struktur erkannt 

wurden, ihrerseits aber als Antigene zur Erzeugung von 
Antiseren gegen die nativen, viralen Proteine geeignet 

Haufig genutzt wird die HPLC inzwischen auch zur Rei- 
nigung radioaktiv markierter Polypeptidhormone und An- 
tikorper fur radioimmunologische Bestimmungen. Die 
hohe Selektivitat der RP-HPLC IaDt sich fur die Trennung 
der an verschiedenen Positionen markierten Molekule und 
somit zur Reaktionsoptimierung, Abtrennung von Neben- 
produkten und Isolierung einzelner Spezies n ~ t z e n ~ ~ " . ~ ~ ~ ] .  
Hierdurch wird eine hohe spezifische Aktivitat und Stabili- 
t8t erreicht. Die Reinigung von Antikorpern kann durch 
Chromatographie uber Hydr~xyapat i t l '~~ ' ,  durch Hydro- 
phobchrornat~graphie[~~l, durch Ionenaustauschchromato- 
graphie allein[23s1 oder in Kombination mit der Gelfiltra- 
tion[2361 gleich effektiv durchgefuhrt werden. 

Die rein analytischen Anwendungen der Protein-HPLC 
sind noch wenig verbreitet. So sind lediglich fur Insulin in 
den Vorschriften des neuesten Europaischen Arzneibuchs 
auch HPLC-Methoden eingeschlossen. Dies wird sich je- 
doch mit Sicherheit Pndern, wenn durch die Gentechnolo- 
gie eine Reihe neuer, pharmazeutisch nutzbarer Polypep- 
tide oder Proteine verfugbar wird. Das Beispiel Insulin 
zeigt, welche Moglichkeiten die HPLC rnit der Trennung 
aufarbeitungsbedingter Mikroheterogenitaten fur die Pro- 
zeDoptimierung und Qualitatskontrolle bietet. 

Auch im diagnostischen Bereich sind die Maglichkeiten 
bei weitem noch nicht ausgeschopft. Interessante Beispiele 
sind die Identifizierung anormaler Insuline und Proinsu- 
line in hyperinsulinamischen Patienten[1R3.2371, die Analyse 
genetisch bedingter Hamogl~bin-Varianten~~~~~~~~~, die 
Charakterisierung der durch Stoffwechselentgleisung her- 
vorgerufenen glykosylierten H P m ~ g l o b i n e ' ~ ~ " ~ ,  die Auftren- 
nung von R e ~ e p t o r - I s o f o r m e n ~ ~ ~ ~ ]  und die Bestimmung 
von Immunglobulin E im Serum durch Affinitatschroma- 
t ~ g r a p h i e [ ~ ~ * ] .  Bestimmte Isoformen von Transferasen kon- 
nen mit Myocardinfarkt in Zusammenhang gebracht wer- 
den[z431; in Seren von Krebspatienten wurden durch HPLC 
spezifische Wachstumsfaktoren gefunded2"I. Beim quali- 
tativen Serum-Screening ist die Elektrophorese mit ihrem 
hohen Probendurchsatz unschlagbar; bei der HPLC ist 
man jedoch unabhangig von der Probenkonzentration, und 
die HPLC ist besonders bei quantitativen Analysen von 

waren[140.231.232] 

Vorteil[239. 240.2421 

6. Praparative Trennung von Proteinen durch HPLC 

GroDporige Kieselgele mit geringer Kohlenstoffbele- 
gungl9-. ' 93, I IS .  I l6.I l9-l22.2451 sind eine der Grundvorausset- 
zungen fur praparative RP-HPLC. Als besonders geeignet 
fur die praparative Trennung von Proteinen hat sich das 
TP-Material von Vydac (TP= totally porous) erwie- 

Durch die geringe Kohlenstoffbelegung und 
Restabsattigung von Silanolgruppen durch ,,double bon- 
ding", d. h. Nachderivatisierung rnit niedermolekularen Li- 
ganden, ermoglicht es selektive Trennungen; trotz geringe- 
rer KapazitBt sind die erreichbaren Ausbeuten gut. Die 
spharischen Partikel (Durchmesser 15-20 pm) lassen sich 
gerade noch trocken packen, so daD rnit radialkomprimier- 
baren Kunststoffkartuschen und diesem Material ein sim- 
ples, aber effizientes Trennsystem erhalten wird. 
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Fur praparative Zwecke werden vor allem fliichtige Puf- 
fer als Eluens eingesetzt. Mit grol3em Erfolg wird iiberwie- 
gend das Trifluoressigsaure/Acetonitril-System verwen- 

, es fiihrt durch den Gegenioneneffekt zu 
scharfen Peaks, und die Produkte konnen nach Gefrier- 
trocknung salzfrei erhalten werden. Empfindlichere Pro- 
teine konnen mit PyridinIEssigsaure oder PyridinIAmei- 
~ e n s a u r e ~ ~ ~ . ~ ~ ~ ]  bei pH 4-5 getrennt werden. Auch hier kon- 
nen die Proteine salzfrei isoliert werden. Zwar hat sich 
Acetonitril als Elutionsmittel bestens bewahrt (scharfe 
Peaks), doch in immer groRerem AusmaR werden das we- 
niger giftige, in der Elutionskraft starkere Propanol und 
Mischungen aus Propanol und Butanol eingesetztC2'. '". '661, 

um die Belastung des Proteins mit denaturierender organi- 
scher Phase moglichst klein zu halten. Am Beispiel von In- 
terleukin 2 sol1 gezeigt werden, daR eine analytische Tren- 
nung direkt in den praparativen MaBstab iibertragen wer- 
den kann. 

det[17. 127. 1361. 

fur Interleukin 2 exprimieren. Die Bindung von 1L-2 a n  
den Rezeptor induziert die Zellteilung, die sich solange 
wiederholt, wie IL-2 prasent ist, d. h. von T-Helfer-Zellen 
ausgeschuttet wird. 

Die durch IL-2 eingeleitete Zellteilung verstarkt die spe- 
zifische Abwehrreaktion des Immunsystems. Die Zahl der 
reaktiven Zellen wird um den Faktor 100-1000 angehoben. 
IL-2 ist als lmmunstimulator fur eine ganze Reihe von the- 
rapeutischen Anwendungen interessant. So zeigen 
Versuche am National Cancer Institute der USA, daR IL-2 
auch zur Tumorbekampfung eingesetzt werden kann12481. 

Humanes IL-2 wurde zuerst aus Uberstanden aktivierter 
Lymphocyten in Spuren angereichert und zum Teil auch 
iiber RP-H PLC g e r e i ~ ~ i g t [ ~ ~ ' - ~ ~ ' ] .  Mit der Aufklarung der 
Nucleotidsequenz durch Tuniguchi et al.[2521 wurde die 
gentechnische Herstellung mbglich. Das Protein besteht 
aus 133 Aminosauren und hat ein Molekulargewicht von 
ca. 15000. Zwei der drei Cysteinreste bilden eine Disulfid- 
b r i i ~ k e [ ~ ~ ~ ~  (Abb. 22), die fur die biologische Aktivitat es- 

6.1. Interleukin 2 
CHO 

Interleukin 2 (IL-2) ist eines der immunologisch aktiven 
Proteine, die, wie z. B. y-Interferon, Interleukin 1 und CSF, 
jetzt aufgrund der Fortschritte in der Gentechnik groBte 
Aufmerksamkeit genieBen. Seine Bedeutung liegt in der 
zentralen Rolle, die es im lmmunsystem wilhrend einer Im- 
munreaktion spielt (Abb. 21). IL-2 ist der Proliferations- 

Antigen (Virus1 

Makrophage *'gna1 

T-Helfer- 
Zelle 

natiirliche 
Killerzellen 

Proliferation 
von aktivierten 
T-und 8-Zellen 

lnfizierte 
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Abb. 21. Rolle von Interleukin 2 im lmmunsystem wiihrend einer Immunre- 
aktion. Modifiziert nach 12591. 

faktor, der fur die Vermehrung der aktivierten T- und B- 
Lymphocyten - Blutzellen, die fur die spezifische Immun- 
reaktion verantwortlich sind - notig ist. Kommt der Kor- 
per mit einem Antigen, z. B. mit einer virustransformierten 
Zelle oder Bruchstiicken davon, in Beriihrung, so wird die- 
ses Antigen zuerst von den Makrophagen beseitigt. Diese 
verdauen das Antigen und exprimieren Teile hiervon zu- 
sammen rnit anderen notwendigen Erkennungsproteinen 
an ihrer Oberflache. Gleichzeitig schiitten sie ein Signal- 
protein, lnterleukin 1, aus, das die Lymphocyten aktiviert. 
Durch Interleukin 1 und das Antigen an der Makropha- 
gen-Oberflache werden die fur dieses Antigen spezifischen 
T-Helfer-Lymphocyten aktiviert; sie reagieren rnit der 
Ausschuttung einer Reihe von Botenstoffen. Dazu gehort 
Interleukin 2, das an die Lymphocyten bindet, die nach 
Aktivierung durch Antigen und Interleukin 1 den Rezeptor 

20 

Abb. 22. Struktur von IL-2 mil der essentiellen Disulfidbriicke und der Gly- 
kosylierungsstelle (CHO). 

sentiell ist. Hurnanes lnterleukin 2 wurde in der Zwischen- 
zeit von mehreren Gruppen kloniert und expri- 
miert[252. 254.2551 und ist in therapeutischen Mengen verfug- 
bar. Sowohl aus Hefe als auch aus E. coli konnte IL-2 ge- 
wonnen werden. Die spezifische Aktivitat des natiirlichen, 
an Thr3 glykosylierten Molekuls (Abb. 22) entspricht der 
von glykosyliertem IL-2 aus Hefe und von nicht glykosy- 
liertem IL-2 aus E. coli. Daraus folgt, daB die Glykosylie- 
rung fur die Aktivitat nicht essentiell ist. 

Die physikalischen Eigenschaften des nicht glykosylier- 
ten Proteins erschweren allerdings die Reinigung auf tradi- 
tionellem Weg, denn in E. coli liegt das Protein als Aggre- 
gat in EinschluRkorpern vor. Es ist in herkommlichen Puf- 
fern unloslich und kann deshalb relativ leicht angereichert 
werden. Dies gelingt durch ein Waschen mit Puffern unter- 
schiedlicher Ionenstarke mit und ohne Detergentien oder 
organischen Losungsmitteln. Dadurch werden Fremdpro- 
teine und andere Zellbestandteile ausgewaschen, und 1L-2 
wird grob angereichert. Dieses Rohmaterial wird dann mit 
einem Gemisch aus Essigsaure und Alkoholen extrahiert. 
Solch ein Extrakt enthalt bis zu 40% IL-2. Durch RP- 
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HPLC wird schlieRlich hochreines IL-2 erhalten; aufgrund 
der groRen Hydrophobie von 1L-2 wird das Protein erst 
nach allen Verunreinigungen eluiert. 

Schon die ersten Versuche rnit einer analytischen Saule 
und Trifluoressigsaure/Acetonitril als Eluens gaben her- 
vorragende Trennungen und trotz der zur Elution notwen- 
digen hohen Acetonitrilkonzentration keinen Memoryer- 
fekt (nachtragliche Elution denaturiert gebundener Pro- 
teine in den nachfolgenden Gradientencyclen) durch prs- 
zipitiertes IL-2. Bei Rechromatographie von 20 pg I L - 2  
wurden ca. 18 pg eluiert, d. h. die Wiederfindungsrate he- 
trlgt etwa 90%. 

j ' IL-2 

1L-2 i i 
! '  I( 
I '  I 

1 I i l  IL-7 I ' 1 '  

0 tlrninl - 125 

Ahh. X Analjlirchr und praparative HPLC-l'rennung von gentechnisch niit 
E. coli gewonnenern IL-2. (A) Analytische Trennung eines Essigslure/Bula- 
nol-Extrakts iiber eine Biorad-Hipore-C 18-SBule (4.6 mm x 25.0 cm) mit Viir- 
saule; Eluens A :  0.1% Trifluoressigslure/Wasser, Eluens B: 0.1% Trifluorr,- 
sigsiure/80% Acetonitril in Wasser; Gradient von 35% B auf 85% B in 
60 min. 1.5 mL/min. Detektion bei 1=210 nm. (B) Prlparative Trennung von 
etwa 60 mg IL-2 iiber eine radialkomprimierbare Waten-RepPak-Kartusche 
(5.7 cm x30.0 cm), gefiillt mit Vydac-TP218 (15-20 pn). 300kPoren. Eluen- 
tiensystem und Gradient wie bei (A), 50 mL/min, Detektion Ober einen I 
50-Split. (C) Analytische Trennung der Hauptfraktion der priparativen Treii- 
nung: Trennbedingungen, Eluentiensystem wie bei (A). Die Basislinienkriin- 
mung wird durch oberlappung eines n+n*-Ubergangs der freien Siurc 
CF3COOH mil dem n-n*-Ubergang des Anions CF3CO? verursacht [2571 

Die Bedingungen der analytischen Trennung wurden zu- 
erst in den semipraparativen MaRstab (2cm-Saule) iibertra- 
gen. Nach Optimierung von DurchfluBgeschwindigkeit 
und Elutionsgradient konnten wir IL-2 in mg-Mengen iso- 
lieren. Fur die praparative Trennung verwendeten wir radi- 
alkomprimierbare Kunststoffkartuschen des Formats 
5.7 cm x 30.0 cm, gefullt mit groRporigem Vydac-Material. 
Trotz der grofleren Partikel (15-20 pm) gelingt die Tren- 
nung von IL-2 auf solch einer Kartusche genauso gut wie 
auf der analytischen Saule (Abb. 23). Pro Lauf wurden 
etwa 60 mg hochreines, pyrogenfreies Interleukin 2 erhal- 
ten. 

Es ist bekannt, daR sich bei einer Belegung von Kiesel- 
gel rnit kiirzeren Alkylketten wie C3, C4 oder C6 die Wie- 
dergewinnungsrate von hydrophoben Proteinen bei der 
Chromatographie erhbhen kann. Die Proteine werden wc- 
niger stark gebunden, und oft reicht fur die Elution ein ge- 
ringerer Anteil organischer Phase. Die Vorziige der Belr- 
gung mit kiirzeren Alkylketten konnten auch im Fall von 
IL-2 demonstriert werden. Auf Cln-Material sinkt nach 
einmaligem Uberladen die Ausbeute betrachtlich. Nur 
nach einer Regeneration mit 60% Essigsaure/Guanidini - 
umhydrochlorid werden urspriingliche Trenncharakteristik 
und Wiedergewinnungsraten erhalten. Demgegeniiber i h t  

das C,-Material relativ unempfindlich gegen Uberladunp. 

Fur praparative Routinereinigungen ist also das C4-Mate- 
rial dem Cln-Material vorzuziehen. 

6.2. Andere Proteinreinigungen im praparativen Manstab 

Anders als bei 1L-2, das durch praparative HPLC rein 
und hochaktiv erhalten werden kann, fiihren bei vielen an- 
deren Proteinen die pH-Bedingungen, die organischen 
Eluentien und Adsorptionseffekte an der Umkehrphase zu 
Teilentfaltung und Denaturierung. Durch sorgfgltige Wahl 
von stationarer Phase und Elutionssystem sowie Nachbe- 
handlung der Fraktionen ist es jedoch auch mbglich, En- 
zyme wie Trypsin und.alkalische Phosphatase ohne Aktivi- 
tatseinbuRe zu reinigen[i3s~2561. Beispielsweise ist eine Pra- 
paration von Trypsin, das an RP-18 gereinigt wurde, so- 
weit frei von anderen proteolytischen Aktivitaten, daR es 
fur hochselektive Peptidspaltungen, z. B. bei der Sequenz- 
analyse, eingesetzt werden kann. 

Wahrend sich die praparative Trennung von Proteinen 
mit einem Molekulargewicht groBer als 20000 noch auf 
wenige Beispiele beschrankt, hat sich die Isolierung und 
Reinigung von Antikorpern rnit einem Molekulargewicht 
von ca. 180000 durch Ionenaustausch- und Hydroxyapa- 
tit-Adsorptionschromatographie im Hochdrucksystem 
durchgesetzt. Unter der Bezeichnung ,,MAPS" ist ein kom- 
plettes System zur Reinigung monoklonaler Antikdrper 
kommerziell erhal t l i~hl '~ '~.  

7. Zusammenfassung und Ausblick 

HPLC-Versionen aller konventionellen saulenchromato- 
graphischen Techniken wurden innerhalb der letzten Jahre 
fur die Proteinchemie nutzbar gemacht. Dabei entstanden 
leistungsfahige Analysensysteme, die nun verstlrkt in An- 
wendungsgebiete vordringen, die vorher eine Domane von 
Elektrophoresemethoden waren. Liegen die Vorteile der 
Elektrophorese in der immens hohen Zahl maglicher Par- 
allelanalysen (notwendig z. B. beim Serum-Screening), so 
imponiert die HPLC durch die Schnelligkeit der Einzel- 
analyse rnit direkter Detektierbarkeit der Komponenten. 
Neu entwickelte Tragermaterialien aus extrem kleinen, 
nicht porosen Partikeln (< 2 pm) lassen noch weitere Ver- 
besserungen erwarten. Die hochauflosenden Trennungen 
kbnnen auch praparativ durchgefiihrt werden. Hier geht 
die Entwicklung dahin, moglichst preiswerte stationare 
Phasen rnit groberem Korn anzubieten, die sich vom An- 
wender selbst in grol3en Saulen leicht packen und rnit ho- 
her Langzeitstabilitat betreiben lassen. 

Ein zentrales Thema ist die Frage der Biokompatibilitat 
von stationarer und mobiler Phase. Gelfiltrations- und Io- 
nenaustauschchromatographie werden unter annahernd 
physiologischen Bedingungen durchgefuhrt. Trennungen 
an Umkehrphasen bergen dagegen immer noch das Risiko 
der Proteindenaturierung in sich, auch wenn erhebliche 
Anstrengungen unternommen wurden, die Elutionsmittel, 
z. B. durch Verwendung von Detergentien, zu ,,entschiir- 
fen". Derartige Problemlbsungen sind in der Regel auf das 
jeweilige Protein zugeschnitten und selten direkt auf an- 
dere Trennungen ubertragbar. Die Hydrophobchromato- 
graphie trennt nach ahnlichen Kriterien wie die RP-HPLC, 
aber prinzipiell unter schonenderen Bedingungen. Da- 
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durch wird eine hohe Wiedergewinnungsrate bei biolo- 
gisch aktiven Proteinen erzielt. Auf diesem relativ jungen 
Gebiet ist daher noch mit wesentlichen Weiterentwicklun- 
gen zu rechnen. 

Wir danken Dr. H .  H .  Schone fur sein Interesse an diesen 
Arbeiten und fur hilfeiche Diskussionen. C. Miiller und R.  
Lohfink danken wir fur die Hirfe bei der Erstellung des Ma- 
nuskripts. 
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