Hochdruckfliissigkeitschromatographie (HPLC) von Proteinen

Von Gerhard Seipke*, Hubert Miillner und Ulrich Grau

Neue analytische
Methoden (29)

In den letzten Jahren hat die Hochdruckfliissigkeitschromatographie (high performance /i-
quid chromatography, HPLC) von Proteinen einen geradezu dramatischen Aufschwung ge-
nommen. Sie ergidnzt 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 gegenwiirtig eine Renaissance. Dabei sind neue analyti-
sche und priparative Trennprobleme aufgetaucht, zu deren Losung sich HPLC-Verfahren
ideal eignen. Die HPLC ist ldngst 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-Ma@stab entwickelt. An zwei Beispielen
aus der pharmazeutisch-chemischen Praxis - Insulin und Interleukin 2 - soll die Anwen-
dungsbreite der analytischen und priparativen HPLC demonstriert werden.

1. Einleitung

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 stationdren und einer mobilen Phase 143t sich erzie-
len, indem Unterschiede in der Molekiilgrofle, den ioni-
schen Eigenschaften, der Loslichkeit, dem polaren oder
unpolaren Charakter, aber auch den spezifischen Wechsel-
wirkungen mit anderen Molekiilen (z. B. Enzym-Inhibitor-
Wechselwirkungen) ausgenutzt werden. Die Fiillmateri-
alien lieBen friiher aber keine schnellen, hochauflésenden
Trennungen zu, so daB diese Verfahren iiberwiegend bei
niedrigem Druck priparativ genutzt wurden. Auf dem ana-
lytischen Sektor dominierten Elektrophoresemethoden.

Fir eine hochauflésende Chromatographie bendtigt
man eine mikropartikulire Saulenfiillung geringer Korn-
groBenverteilung!"%, Zwar wuBte man dies schon recht
friih, doch dauerte die Umsetzung dieser Uberlegung in
die Praxis Jahrzehnte, da etliche technische Probleme zu
16sen waren:

- Entwicklung von Pumpensystemen, die bei hohen Driik-
ken konstante FluBgeschwindigkeiten garantieren.

- Ersatz der bisher verwendeten ,,weichen* Gele durch
druckstabilere Materialien.

- Reproduzierbare und gleichmiBige Packung von Siulen
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) beschrin-
ken sich aber nicht nur auf die Analytik. Zunehmend wer-
den die neuen Techniken auch pridparativ - im Laborato-
rium wie in der industriellen Produktion - genutzt.
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Tabelle 1. Einige Anwendungen der HPLC in der Peptid- und Proteinche-
mie,

Analytik

- Aminosiureanalyse

Reinheitspriifung synthetischer Peptide, Reaktionsoptimierung
ldentifizierung multipler Proteinformen und Mutanten
Molekulargewichtsbestimmungen

Strukturanalyse durch Fragmentierung (,,Peptide Mapping™)
Sequenzanalyse (Identifizierung der Abbaustufen)

Chemische oder enzymatische Modifizierung
(Reaktionsoptimierung, Produktcharakterisierung)

- Ermittlung von Enzymspezifititen

- Metabolismusstudien, Prohormonidentifizierung

t

Prdparative Trennungen

- Isolierung von Naturstoffen aus Extrakten

- Reinigung synthetischer oder gentechnologischer Peptide und Proteine

- Reinigung modifizierter Peptide und Proteine, speziell radioaktiv markier-
ter Substanzen

- Trennung von diastereomeren Peptiden

- lIsolierung von Proteinfragmenten fiir die Sequenzanalyse

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 sorgfiltige Auswahl und hohe Reinheit der Lo-
sungsmittel, eine hohe FluBkonstanz und eine stindige
Uberpriifung der Sdulenleistung voraus.

Eine typische HPLC-Anlage (Abb. 1) besteht aus einem
Hochdruckpumpensystem, einem Probenaufgabeteil (In-
jektor und Vorsiule), einer Siule und einem Detektor. Die
Integration eines Fraktionssammlers und/oder eines auf-
wendigeren Zentralrechners fiir die Datenverarbeitung ist
maéglich. Soll das Gerit fiir Routineanalysen oder prépara-
tive Zwecke benutzt werden, ist diese Automatisierung
sinnvoll.

2.1. Pumpen

Mit allen heute auf dem Markt befindlichen HPLC-
Pumpen® kdnnen sowohl organische Lésungsmittel als
auch wilrige Pufferldsungen prizise gefordert werden.
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Abb. . Schematischer Autbau einer HPLC-Anlage.

Die Pumpen miissen einen konstanten und pulsationsar-
men Flissigkeitsstrom aufrechterhalten. Diese Bedingung
wird in idealer Weise von den einer iiberdimensionalen
Spritze dhnelnden Langhub-Kolbenpumpen erfiillt, deren
FluB pulsationsfrei und nahezu unabhingig vom Gegen-
druck der Siule und der Viskositdt des Lésungsmittels is.
Durch ihr Design mit fixiertem, relativ groBem internen
Volumen ist ihre Anwendbarkeit begrenzt.

Uberwiegend werden Férdersysteme auf der Basis von
Kurzhub-Kolbenpumpen oder Membran-Kolbenpumpen
eingesetzt. Mit erheblichem elektronischen Aufwand wird
fur die Einhaltung der eingestellten Forderleistung auch
bei wechselndem Gegendruck (verinderte Kompressibili-
tit) gesorgt. Durch optimierte Pumpenmechanik wird dic
Pulsation reduziert, die durch die Kolbenbewegung ent-
steht. Weiteres Glitten der Restpulsation erfolgt iiblicher-
weise durch hydraulische Ddmpfung.

2.2. Gradientenformer

Die Zusammensetzung der mobilen Phase kann durch
Mischen von zwei oder mehr Lésungsmitteln wihrend der
Analyse kontinuierlich gedndert werden (Gradientenelu-
tion). Diese Technik wird bei der Trennung von Proteinen
mit adsorptiven Chromatographieverfahren iiberwiegend
eingesetzt. Die Gradientenelution fiihrt zu gleichmaBig
scharfen Peaks iiber das gesamte Elutionsdiagramm. Im
Gegensatz zur isokratischen Elution, bei der das Losungs-
mittel wahrend der gesamten Elution unverindert bleibt,
wird bei der Gradientenelution auch fir stark retardierte
Komponenten die gleiche Nachweisempfindlichkeit er-
reicht und die Analysenzeit verkiirzt”’. Proteine binden
iber mehr als eine Kontaktstelle kooperativ an die statio-
nare Phase® . Nur durch das Zusammenwirken entspre-
chend vieler Molekiile des.,,Verdringungsagens™ (Salz in
der Ionenaustauschchromatographie, organisches Lo-
sungsmittel bei der Umkehrphasenchromatographie usw.)
werden sie wieder abgelost. Daraus 146t sich eine mit stei-
gendem Molekulargewicht zunehmend konkav verlau-
fende Abhingigkeit der Retention von der Eluenszusam-
mensetzung ableiten® . In der Praxis bedeutet dies, dai}
bei langsamer Steigerung der Verdringerkonzentration zu-
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nichst 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 mit wachsendem Molekularge-
wicht zunehmend engeren Bereich, dessen Lage von Pro-
tein zu Protein auBerordentlich stark differieren kann-'".
Gradientensysteme sind deshalb fiir die Trennung komple-
xer Proteingemische unverzichtbar, doch miissen hohe An-
forderungen an die Prizision derartiger Systeme gestellt
werden.

Uberwiegend werden die Losungsmittel mit zwei ge-
trennt regelbaren Pumpen gemischt. Bei den meisten An-
wendungen sind bindre Gradienten ausreichend. Ein drit-
ter Laufmittelstrom kann niitzlich sein zur Aufgabe groB3e-
rer Probenvolumina bei priparativen Arbeiten oder zum
Zumischen eines weiteren, starker eluierenden Losungs-
mittels am Ende einer Trennung durch Umkehrphasen-
chromatographie!''.

2.3. Eluentien

Die Wah! der Eluentien hidngt in erster Linie vom ge-
withlten Trennprinzip ab (siche Abschnitt 3); zusitzlich
sind Grenzen durch die Kompatibilitit mit der stationdren
Phase (sieche Abschnitt 2.5) und den Materialien der
HPLC-Anlage gesetzt. Vor halogenidhaltigen Puffern wird
oft gewarnt. In der Praxis laBt sich die Korrosion von
Pumpen und Siulen jedoch vermeiden!'?. Die Auswahl
von Puffersubstanzen oder organischen L&sungsmitteln
richtet sich weiterhin nach dem Detektionsprinzip und den
Anforderungen an die Nachweisempfindlichkeit (siche
Abschnitt 2.6). Zu beachten ist auBerdem die Viskositat,
die nicht nur den entstehenden Gegendruck des Systems,
sondern auch die Trennleistung einer Sdule (gemessen als
Bodenzahl N'>'3) mit bestimmt.

Filtration aller Eluentien iiber ein 0.2 pum- oder 0.45pum-
Membranfiiter schont nicht nur die Pumpen, sondern er-
hoht auch die Lebensdauer der Trennsdulen. Danach er-
folgt griindliches Entgasen, da geldster Sauerstoff eine
empfindliche UV-Detektion bei niedrigen Wellenldngen
unmoglich macht und zu Problemen beim Mischen von
Solventien (Luftblasenbildung) fithren kann. Einleiten von
Helium ist sehr effektiv, ohne die Zusammensetzung der
mobilen Phase wesentlich zu dndern!'¥. Bei Pumpentypen,
die gegen gelostes Helium empfindlich sind, kann Vaku-
um- oder Ultraschall-Entgasen vorteilhaft sein.

2.4. Probenaufgabe

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

2.5. Siulen

Die Chromatographieséule ist das Herz jeder HPLC-
Anlage. Durch das Design ist sie ebenso wie durch die Art
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und Qualitit der Fiillung entscheidend fiir eine gute Aufls-
sung und minimale Dispersion der Probenkomponenten.
Im allgemeinen werden Stahlsdulen mit festen, auf mini-
male Totvolumina optimierten Endstiicken eingesetzt. Da-
neben sind preisgiinstigere Kartuschensysteme erhiiltlich,
bei denen fertig gepackte Austauschpatronen in eine Hal-
terung eingespannt werden. Radial komprimierbare
Kunststoffpatronen bieten dabei den zusétzlichen Vorteil,
daB Wandeffekte!' vermieden werden und ein Neupacken
nach RiBbildung moglich ist.

Die meisten Stahlsdulen fiir analytische Trennungen ha-
ben einen Durchmesser von 4.0-4.6 mm und eine Linge
von 10-30 cm. Bei der Gelfiltration sind manchmal ldnge-
re, bei den adsorptiven Techniken auch wesentlich kiirzere
Siulen erfolgreich eingesetzt worden''*'". Das Auflé-
sungsvermogen einer Siule wird in der Tat von ihrer
Linge nicht sehr stark beeinflut (proportional zu N%*™),
Aus dem speziellen Elutionsverhalten der Makromolekiile
(sieche Abschnitt 2.2) und einfachen Modelltrennungen
kann jedoch nicht der SchluB3 gezogen werden, dal3 lange
Séaulen fiir Proteintrennungen mit Gradientenelution gene-
rell kaum Vorteile brachten®. In Einklang mit der Gra-
diententheorie von Snyder et al."! trifft dies nur zu, wenn
kurze Elutionszeiten (steile Gradienten) gew#hlt werden
kénnen. Erfordern schwierige Trennprobleme jedoch ldn-
gere Elutionszeiten (flache Gradienten), so nimmt der Ein-
fluB der Siulenlinge auf die Leistungsfihigkeit des Sy-
stems drastisch zu/>2%, Wenn Kurzsiulen einsetzbar sind,
haben sie den Vorzug des niedrigeren Gegendrucks (ho-
here Langzeitstabilitit) und einer geringeren Verdiinnung
der Probe.

Der Sdulendurchmesser hat theoretisch keinen EinfluB
auf die Trennleistung einer S3ule, wenn die DurchfluBige-
schwindigkeit entsprechend angepa8t wird®!. Da zudem
die Wandeffekte!'"! bei groBerem Durchmesser weniger
zum Tragen kommen, liegt hier ein grofles Potential zur
Steigerung der Beladungskapazitit fiir praparatives Arbei-
ten. Verringerung des Durchmessers fiihit zu kleineren
Peakvolumina und damit zu niedrigeren Nachweisgren-
zen™'!; diese sogenannte ,,micro-bore*“-Technik (S#ulen-
durchmesser <1 mm) wird fiir Proteine bisher nur verein-
zelt angewendet”?¥ und erfordert wie die erwihnten
Kurzsdulen erhohte Sorgfalt beziiglich einer moglichen
Peakverbreiterung durch die iibrigen Systemkomponenten.
Entsprechende Fertigsdulen sind nur mit Fiillmaterialien
geringen Porendurchmessers (ca. 100 A) erhiltlich, die fir
Proteine mit Molekulargewichten iiber 20000 weniger ge-
eignet sind als weitporige Partikel (> 300 A)?5-27),

Hinsichtlich der KorngrdBe der Fillung ist ein Kompro-
miB zu schlieBen zwischen moglichst hoher Auflosung, die
mit abnehmender KorngréBe besser wird, und Langzeitsta-
bilitat der Saulenfiillung. Fiir h6hermolekulare biologische
Proben und bei Verwendung groBporiger Partikel ist ein
Partikeldurchmesser von 5 um derzeit der untere Grenz-
wert??'),

Kieselgel erfiillt die wichtigsten Kriterien weitgehend:
kleinste Partikel, hohe mechanische Festigkeit bei hoher
Porositit. Es ist aber nur bei pH-Werten zwischen 2 und 7
stabil. Organische Polymere sind hingegen auch fiir basi-
sche Puffer geeignet, aber bisher noch nicht mit dhnlicher
Feinkérnigkeit und Druckstabilitit herstellbar. Eine leicht
austauschbare Vorsiule ist unbedingt zu empfehlen, wenn
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mit komplexen Gemischen wie Zellhomogenisaten gear-
beitet wird. Filtrationen oder irreversible Adsorptionen
finden hier statt, und die Hauptsdule wird geschont.

Viele Proteintrennungen lassen sich bei Raumtempera-
tur durchfithren. Die Temperatur beeinflut aber Aufls-
sung, Retention und Wiedergewinnung bei allen adsorpti-
ven Techniken!?*-,

Meistens wird man sich kommerziell erhiltlicher, fertig
gepackter Siulen bedienen, die mit Testdiagrammen gelie-
fert werden. Selten werden jedoch Siulen, die speziell fiir
Proteintrennungen angeboten werden, von den Herstellern
auch mit entsprechenden Probegemischen und unter rele-
vanten Elutionsbedingungen getestet. In der Praxis wird
sich daher jeder Anwender fiir sein Spezialproblem selbst
einen Eindruck von der Giite der Siulenpackung, der Lei-
stungsfihigkeit des Gesamtsystems und insbesondere der
Wiedergewinnungsrate von Proteinen verschaffen miissen.
Dafiir werden verschiedene Modellgemische vorgeschla-
gent'l

2.6. Detektoren

UV-Detektoren werden fiir Proteintrennungen mit Ab-
stand am haufigsten eingesetzt*?. Bei A =210-230 nm ab-
sorbiert die Peptidbindung, wobei die Extinktion von der
Aminosiurezusammensetzung unabhingig ist*?. Bei
A =215 nm ist auch die Sekundarstruktur®! ohne EinfluB.
Die Empfindlichkeit ist 10-20fach héher als bei A=250-
280 nm, wo nur die aromatischen Aminosduren absorbie-
ren. Detektoren, die bei niedrigen Wellenldngen arbeiten,
stellen aber auch héhere Anforderungen an Art und Rein-
heit der Lésungsmittel und verlangen weitgehenden Aus-
schluB von Sauerstoff. Bei Gradientenelution ist ein Drift
der Basislinie kaum vermeidbar. Programmierbare Detek-
toren (z. B. Diodenarrays) kénnen zu verschiedenen Zeiten
- im allgemeinen in den Peakmaxima - in sehr kurzer Zeit
den gesamten verfiigbaren Wellenldngenbereich abfahren.
Dies kann vor allem bei der Analyse kiirzerer Peptide (z. B.
aus enzymatischem oder chemischem Abbau) hilfreich
seint*3-*71

Die Eigenfluoreszenz (Tryptophan) ist nur in speziellen
Fillen, z.B. zur Identifizierung von Peptiden mit vielen
aromatischen Aminosiuren, hinreichend empfindlich®®¥,
Universeller einsetzbar ist die Fluoreszenzdetektion in Ver-
bindung mit einer unmittelbaren Nach-Sdulen-Derivatisie-
rung®. Mit o-Phthalaldehyd™” oder Fluorescamin'*"! ent-
stehen Derivate, die bei hoheren Wellenlingen anregbar
sind und damit auch einen stérungsfreien Nachweis in Ge-
genwart stark UV-absorbierender Puffer ermoglichen. Bei
priparativen Anwendungen wird mit Hilfe von Schaltven-
tilen ein kleiner Teil fiir die Detektion abgezweigt (Split-
Technik). Auch eine Cystein-spezifische Methode wurde
beschrieben!?,

3. Trennprinzipien
3.1. Gelfiltration

Die Gelfiltration nimmt innerhalb der HPLC-Methoden
eine Sonderstellung ein: Die Trennung erfolgt nicht auf-
grund von Wechselwirkungen zwischen Probe, stationérer
Phase und FlieBmittel, sondern es wird lediglich nach Mo-
lekiilgroBe 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 getrennt'*’. Das fir die Trennung nutzbare
Elutionsvolumen kann sich folglich nur zwischen zwei
Grenzwerten bewegen: dem Fliissigkeitsvolumen zwischen
den Partikeln (V) und dem totalen Diffusionsvolumen als
Summe aus ¥, und dem Porenvolumen V;. Die Peakkapa-
zitdt ist damit begrenzt. Fir das Elutionsvolumen V. eines
Substanzpeaks gilt:

Vi=Vo+Kp-V,

Der Verteilungskoeffizient K, geht gegen 0 fiir sehr groile
Molekiile. Diese konnen nicht in die Poren diffundieren
und eluieren daher am schnellsten. K, ist 1 fiir kleine Mo-
lekule, die ungehindert in alle Poren eindringen kénnen
und so die groBte Verzogerung erfahren.

Im Bereich Kp =0.15-0.80 besteht im allgemeinen ein li-
neares Verhiltnis zwischen dem Verteilungskoeffizienten
und dem Logarithmus des Molekulargewichts. Die Gelfil-
tration kann damit zur Charakterisierung eines Proteins
herangezogen werden, wenn Wechselwirkungen zwischen
Proteinmolekiilen und Partikeloberfliche ausgeschlossen
sind und das Protein in reguldrer, nicht aggregierter Form
vorliegt. Nichtideales Sdulenverhalten kann mit einfachen
Tests“* untersucht werden.

Das Auflosungsvermogen der Sdule hingt von der Sdu-
lendimension, der Packungsdichte der Fiillung, dem Po-
renvolumen, der Verteilung der Porendurchmesser und
schlieBlich der Peakbreite ab. Da die Trennung nur inner-
halb eines begrenzten Elutionsvolumens stattfindet, mul}
ein moglichst geringes Volumen fiir die einzelnen Peaks
angestrebt werden.

Die Peakbreite ist mit dem Molekiiltransport zwischen
den Phasen verkniipft und erreicht ein Optimum bei gerin-
ger PartikelgroBe!*®), niedriger DurchfluBgeschwindigkeit
und Viskositdt des FlieBmittels und hohem Diffusions-
koeffizienten des Proteins. Aus diesem Zusammenhang
heraus ist verstindlich, daB hinsichtlich Probenvolumen
und Konzentration engere Grenzen (ca. 100 pug bzw. 10 ul.
pro mL Saulenvolumen) gesteckt sind als bei den adsorpti-
ven Techniken!®),

Alle anderen, oben genannten Parameter sind feste Ei-
genschaften der Sdulenfiillung. Sphérische Partikel lassen
sich wesentlich dichter packen als unregelmiBig geformte,
so daB3 ¥V, - der nicht fiir die Trennung nutzbare Bereich -
nur 37% des Saulenvolumens ausmacht'*, Ein groBes, fiir
die Trennung verfiigbares Volumen wird auBerdem durch
ein groBBes Porenvolumen V; erreicht. Dabei ist ein Kom-
promill zwischen groBem Porenvolumen und hoher me-
chanischer Festigkeit zu schlieBen**, Eine enge Poren-
groBenverteilung ist fiir eine hohe Aufldsung vorteilhaft,
aber auch der Packungsprozel3 selbst spielt offenbar eine
bedeutende Rolle fiir die Leistungsfihigkeit der Siu-
lent*,

Unter den fiir die Gelfiltration entwickelten organischen
Polymerpartikeln wird die TSK-PW-Serie (Fa. Biorad)
héaufiger eingesetzt; die hydrophoben Wechselwirkungen,
die bei allen derartigen Materialien unvermeidbar sind
(sieche Abschnitt 3.3), scheinen hier am wenigsten ausge-
pragt zu sein und erlauben sehr effiziente Proteintrennun-
gen, vor allem im extrem hochmolekularen Bereich!®”,
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Kieselgele zeigen bessere Trennleistungen in engeren
Molekulargewichtsbereichen®4%],  Die Oberflichenbe-
handlung mit hydrophilen Organosilanen*®*" oder orga-
nischen Polymeren’®? soll Silanolgruppen blockieren und
Adsorptionseffekte ausschlieBen. Sie ist aus sterischen
Griinden nie vollstindig®®, so daB diese Materialien stets
den Charakter von lonenaustauschern haben. Durch An-
wesenheit von Salzen im Elutionsmittel kann dies ausgegli-
chen werden*¥, Eine zu hohe Salzkonzentration ist aller-
dings ebenso unerwiinscht, da dann die hydrophoben
Wechselwirkungen verstiirkt werden. Besondere Aufmerk-
samkeit verdient eine neue Variante der Oberflichenbe-
handlung (Zirconium-Einbau), die einen Triger mit héhe-
rer pH-Stabilitat liefert!, ,

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 Léslichkeit zu erhdhen®*-**., 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.
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Abb. 2. Gelfiitration von Proteinstandards auf Bio-Sil-TSK 125 (7.5 mm x 60
cm); 0.7 mL/min; Raumtemperatur; Abs,y= Absorption bei 4=280nm;
t=Retentionszeit. (A): 20 mm Natriumphosphat/0.1 M Natriumsulfat; pH
6.8. Peaks in der Reihenfolge der Elution: Thyroglobulin (MG 670000);
Gamma-Globulin (MG 158 000); Ovalbumin (MG 44 000); Myoglobin (MG
17000); Vitamin B,; (MG 1350). (B): 20% Essigsaure/30% Acetonitril; pH
3.0. Myoglobin (MG 17000), 17.8 min; Cytochrom ¢ (MG 12500), 19.11 min;
Insulin (MG 5850), 24.9 min; Insulin-B-Kette (MG 3400), 25.5 min; Phenyl-
azo-Z-Pro-Leu-Gly-Pro-pD-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 GréBe ist der iso-
elektrische Punkt, an dem die Nettoladung des Proteins
Null ist. Dieser bestimmt den pH-Wert des Mediums und
die Wahl des lonenaustauschertyps. Die Bindungsstirke
wird von der Anzahl kooperativ wirksamer ionischer
Gruppen am Protein, der Ladungsdichte des lonenaustau-
schers (theoretische Kapazitit) und der ITonenstirke der
mobilen Phase beeinfluBt. Die Elution der Proteine kann
demzufolge durch Anlegen eines Gradienten steigender
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lonenstirke, eines pH-Gradienten oder einer Kombination
aus beidem erreicht werden. Fiir den Anwender ergibt sich
ein breiter Spielraum zur Beeinflussung von Retention und
Selektivitat.

Lange standen vom Kieselgel abgeleitete Trigermateri-
alien im Vordergrund. An ihnen wurde die iiberwiegende
Zahl systematischer Studien zur Ionenaustausch-HPLC
von Proteinen durchgefiihrt'®”, Organische Polymere auf
Methacrylat-Basis, die nur mit relativ grobem Korn erhilt-
lich und relativ hydrophob sind®”, setzten sich nicht
durch. In neuerer Zeit sind jedoch hydrophile organische
Polymere wie die erwihnte TSK-PW-Serie hinzugekom-
men, die - bei etwas geringeren DurchfluBgeschwindigkei-
ten und Driicken - auf analytischem und priparativem
Sektor gute Ergebnisse liefern!®'-*%, Thre Stabilitat im alka-
lischen Bereich 148t eine groBere Bandbreite an Puffersy-
stemen und effizientere Regenerierverfahren zu. Das er-
hoht die Lebensdauer der Siulen, auch wenn sie zur Tren-
nung von Rohextrakten verwendet werden®?,

Kieselgele stehen mit vielen PorengroBen und ionischen
Liganden zur Verfiigung. An stark sauren und stark basi-
schen lonenaustauschern werden im allgemeinen hohere
Aufldsung 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 lonisierungsgrad des Austauschers
nicht dndert; das Optimierungsproblem ist also weniger
komplex!?*. Eine besonders stabile und effiziente Ab-
schirmung unspezifischer Bindungsstellen auf der Kiesel-
geloberfliche und eine hohe Austauscherkapazitit erreicht
man, wenn man die ionischen Liganden in einer diinnen
Polymerschicht vernetzt’®’-’%. Die theoretische Kapazitit
ist dabei proportional zur gesamten Partikeloberflache und
daher bei kleinporigem Material am gréB8ten. lonenaustau-
scher mit weiteren Poren sind aber fiir héhermolekulare
Proteine besser zuginglich und weisen deshalb die grofiere
effektive Kapazitit auf. Zusitzlich spielt die Optimierung
der Peakschirfe durch méglichst ungehinderte Diffusion
eine Rolle. Fiir die meisten Proteintrennungen ist daher
ein 300A-Material die beste Wahl, wihrend fiir Molekiile
mit einem Molekulargewicht iiber 150000 Materialien mit
einem Porendurchmesser von 1000 A und mehr vorzuzie-
hen Sindll6'27'66].

Ublicherweise wird die Elution mit einem Salzgradien-
ten bei konstantem pH-Wert durchgefiithrt. Da die Ver-
dringungswirkung einer Reihe von lonen fiir verschiedene
Proteine vollig verschieden sein kann'®, kann ein Aus-
tausch des Verdringeragens zu verinderten Selektivitédten
fiilhren. Daneben 146t sich durch geschickte Wahl des Salz-
typs die Verteilung der Probenkomponenten und die Auf-
lsung im Anfangsbereich des Gradienten optimieren und
der Wiedergewinnungsanteil besonders fest adsorbierter
Proteine erhéhen'>”,

Die Retentionszeit eines Proteins ist um so lianger, je
groBer der Abstand zwischen isoelektrischem Punkt des
Proteins und pH-Wert des Puffers ist®. Auch iiber diesen
Parameter ist die Selektivitit zu beeinflussen, da die Form
der Titrationskurve fiir jedes Protein charakteristisch ist.
Als giinstiger Ausgangspunkt kann pH 7 angesehen wer-
den, der bei Anionen- und Kationenaustauschchromato-
graphie zur besten durchschnittlichen Selektivitit fiihrt!*”).
Fiir die Trennung einzelner Proteinpaare kann ein anderer
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pH-Wert vorteilhafter sein. Dieser 138t sich jedoch oft nur
empirisch ermitteln und nicht zwangsl4ufig aus der Titra-
tionskurve eines Proteins ableiten!”,

Einfacher als die Zusammensetzung der mobilen Phase
sind die iibrigen Bedingungen zu optimieren. Das Gesamt-
volumen des Salzgradienten liegt im allgemeinen zwischen
5 und 15 Sdulenvolumen. Erniedrigung von DurchfluBlge-
schwindigkeit und Gradientensteigung verbessern die Auf-
16sung erheblich!'®*", Auch eine Temperaturerh6hung hat
einen positiven EinfluB!'®. Die Beladbarkeit der heute er-
hiltlichen Siulentypen ist hoch: 2-3 mg Protein pro mL
Packungsvolumen lassen sich durchaus ohne Verlust an
Auflésung trennen!'%. Von wenigen Ausnahmen abgese-
hen, liegt die Wiedergewinnungsrate weit iiber 90%2% 7'},

3.3. Hydrophobchromatographie (Aussalzchromatographie)

Hydrophobe Wechselwirkungen sind fiir die Faltung
von Proteinen und die Stabilisierung ihrer Tertidrstruktur
wichtigi’?). Bei 16slichen Proteinen sind unpolare Amino-
sdureseitenketten im wesentlichen im abgeschirmten Inne-
ren der dreidimensionalen Struktur lokalisiert. Trotzdem
haben Proteine auch einige hydrophobe Kontaktstellen
auf der Oberfliche, die zur Adsorption an unpolare statio-
nire Phasen fiihren. In der konventionellen Affinitétschro-
matographie wurde dieser Effekt zunichst als anormales
Retentionsverhalten registriert und spiter gezielt fiir die
Trennung von Proteinen an alkylierten Agarosegelen ein-
gesetzt’*>7%). Adsorption von Proteinen an HPLC-Gelfil-
trationssdulen aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
wurde unter bestimmten Bedingungen beobachtet!* 7,
Spiter wurden fiir diese Varianten der HPLC spezielle
Phasen auf der Basis von Kieselgel””-*" oder organischen
Polymeren®™"*? entwickelt.

Die Bindung erfolgt in Gegenwart hoher Ionenkonzen-
trationen!”’4. Salztyp und -konzentration sind entschei-
dend fiir die Retention: Sie ist groBer mit Salzen, die einen
hohen Aussalzeffekt auf Proteine aufweisen!’®**4 Die
Stirke der hydrophoben Wechselwirkung nimmt mit stei-
gender Temperatur zu™7"; durch Zusatz geringer Anteile
eines organischen Ldsungsmittels oder chaotropen Agens
(HarnstofT, Guanidiniumchlorid) wird die Retention dage-
gen geringer®®®2, Theoretisch sollte am isoelektrischen
Punkt die Bindung am stirksten sein®®, in der Praxis kann
aber der EinfluB des pH-Werts auf die Retention verschie-
dener Proteine je nach Matrix unterschiedliche Groflen-
ordnungen und Formen annehmen, die moglicherweise
auf Ladungseffekte der stationiren Phase zuriickzufiihren
sind®>*%, Auflerdem kann die Selektivitit der Trennung
durch Temperaturinderung und Zusatz organischer Lo-
sungsmittel zum Eluens stark beeinfluBt werden®"*%3,

Der Salztyp ist auch fiir die Auflésung von Bedeutung:
Fiir hydrophilere Proteine (schwach bindend) sind Neu-
tralsalze mit hohem Aussalzeffekt, fiir hydrophobere Pro-
teine (stark bindend) solche mit niedrigem Aussalzeffekt
vorteilhaft’®. Die Auflésung kann durch lingere Siu-
len?>821  geringere DurchfluBgeschwindigkeiten®®?, fla-
chere Gradienten?>-#3, Zusatz chaotroper Agentien oder
organischer Losungsmittel®®®? weiter erhdht werden.
Niedrigere Temperaturen sind ebenfalls von Vorteil®**,
Denaturierung durch Matrixkontakt'**"" ist bei dieser Me-
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thode selten. Beladbarkeit der Siulen 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™"
und hat sich aufgrund der vielfiltigen Einsatzméglichkei-
ten zur bevorzugten HPLC-Methode entwickelt™™. Sie ist
im Grunde eine Variante der Hydrophobchromatographie
(siehe vorigen Abschnitt). In beiden Fillen findet eine Bin-
dung zwischen unpolaren Oberflichen von stationirer
Phase und Proteinen und damit eine Abschirmung gegen-
iiber der polaren (wifrigen) mobilen Phase statt®*-°'. 1m
Gegensatz zur Hydrophobchromatographie werden hier
jedoch wesentlich unpolarere, d. h. héher alkylierte, statio-
nire Phasen eingesetzt, so daB die Proteine schon aus wil-
rigem Puffer niedriger Ionenstirke an die Matrix binden.
Die differenzierte Ablésung erfolgt durch Gradientenelu-
tion mit steigendem Gehalt an organischem Lésungsmittel.
Dieses erniedrigt einerseits die Oberflichenspannung der
mobilen Phase und begiinstigt die Bildung einer Solvat-
hiille um das freigesetzte Molekiil®**-®'l, und es bewirkt an-
dererseits die Desorption durch direkte kompetitive Wech-
selwirkung mit Protein und Matrix. Eine Reihe von theore-
tischen Anséitzen zur quantitativen Beschreibung der kom-
plexen thermodynamischen und kinetischen Phinomene
in den Wechselwirkungen zwischen stationdrer Phase,
Komponenten des Eluens und Probenmolekiilen, insbe-
sondere der Beziehung zwischen Retention und FlieBmit-
telzusammensetzung, sind in der Diskussion®?-%,

An der Wechselwirkung eines Proteins mit der Matrix
konnen zahlreiche Bindungsstellen beteiligt sein!®-® 7",
Adsorptionseffekte, nicht eine Verteilung zwischen statio-
nirer und mobiler Phase, sind daher maBgebend®%%), Im
Verlauf der Gradientenelution werden die schwicher bin-
denden Losungsmittelmolekiile zunichst nur freie Kon-
taktstetlen auf der Matrix und der nicht an der Adsorption
beteiligten Proteinoberfliche belegen. Bei Erreichen einer
kritischen Konzentration®™ '*%*%"! wird das Protein dann
schlagartig von der Matrixoberfliche verdringt. Dieses
Konzept der kompetitiven Wechselwirkungen zwischen
Matrix, Protein und Losungsmittel ist die Basis eines neue-
ren stdchiometrischen Verdringungsmodells®, das in Ein-
klang mit der allgemeinen Gradientenelutionstheorie'
sehr gut die experimentell gefundenen Einfliisse der Mole-
kilgroBe und der Losungsmittelzusammensetzung erklirt.

Die Retention eines Probenmolekiils hingt vom Verhilt-
nis polarer und unpolarer Aminosiureseitenketten auf
dem Teil der Oberfliche ab, der die Bindung an die statio-
ndre Phase bewirkt. Bei kleineren Polypeptiden ( <20 Ami-
noséuren) kann die Retentionszeit aus der Summe der rela-
tiven Hydrophobien einzelner Aminos3uren gut berechnet
werden!®®-'°1 Bei Proteinen lassen sich jedoch aufgrund
der Tertidrstruktur kaum Voraussagen machen!'%2-!"4,
Selbst im Fall der B30-Analoga von Insulin (sieche Ab-
schnitt 4.1 und Abb. 5) fihrt der Einbau bestimmter Ami-
nosduren zu einer Abweichung der Retentionszeiten vom
vorherberechneten Wert. Unter den fiir die RP-HPLC ibli-
chen Elutionsbedingungen miissen auBerdem Konforma-
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tionsinderungen in Betracht gezogen werden!'”), die von
der Zusammensetzung des Eluens und anderen Parame-
tern abhingen und im Extremfall sogar zu multiplen Peaks
(native und denaturierte Formen) fithren kénnen!'*-'™\,

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 kénnen dazu fithren, dafl
bei Erhdhung des Anteils an organischem Losungsmittel
im Eluens die Retention zunichst wie erwartet zuriickgeht,
dann aber erneut ansteigt®”). Tonische FlieBmittelkompo-
nenten unterdriicken diese Wechselwirkungen, fithren zu
schirferen Peaks und héherer Auflosung. Bestimmte Io-
nenpaar-Reagentien ermoglichen besonders milde Elu-
tionsbedingungen. Erst die Einbeziehung dieser Erkennt-
nisse in die Optimierung der Trennbedingungen fiihrte zur
Uberwindung der anfinglichen Schwierigkeiten!''” in der
RP-HPLC von Proteinen.

Der HPLC-Anwender sieht sich heute einer fast uniiber-
schaubaren Vielfalt stationdrer Phasen gegeniiber, die von
den Kieselgel-Derivaten eindeutig dominiert wird. Zwei
weitporige Materialien auf Polystyrolbasis sind erst seit
kurzer Zeit auf dem Markt!''2'"3, Thr Vorteil liegt in der
Moéglichkeit zur effektiveren Regenerierung durch Wa-
schen mit verdiinnter Natronlauge. Stationire Phasen mit
PorengréBen von etwa 300 A sind hinsichtlich Beladungs-
kapazitit, Auflésung und Wiedergewinnung fiir Proteine
mit Molekulargewichten iiber 20000 am giinstig-
stenl?%-26-96.104.114-1161 Nyje Retention der meisten Proteine
ist bei gleicher Belegungsdichte im wesentlichen unabhin-
gig von der Kettenldnge des Alkylliganden!''>"""""¥ Da-
gegen ist der Alkylierungsgrad fiir das Auflosungsvermé-
gen und die schonende Elution von Proteinen eine kriti-
sche GroBe®2%1'9-1221 Weitporige Partikel haben dabei
den Vorteil, daB wegen der kleineren Gesamtoberflidche
eine optimale Belegungsdichte (ca. 3-4 pmol Alkylrest/m?)
schon bei einem sehr niedrigen Kohlenstoffanteil (2-4
Gew.-% C) erreicht wird!'?*'?'l, Dies wiederum erlaubt die
Elution der Proteine bei niedrigeren Konzentrationen des
organischen Losungsmittels®®*®* 2%, Qctyl- oder Octade-
cylreste fiihren gegeniiber kurzen Alkylresten (<C,) zur
effektiveren Abschirmung noch vorhandener Silanolgrup-
pen!'?”, Die weitere Unterdriickung silanophiler Wechsel-
wirkungen durch Nachbehandlung der alkylierten Kiesel-
gele mit reaktiven Silanen geringer GroBe (,,end-capping*)
wird empfohien!®* 120,

Elektrostatische Wechselwirkungen mit freien Silanol-
gruppen fithren zu starken Peakasymmetrien oder sogar zu
irreversibler Adsorption von Proteinen an die RP-Matrix.
Da bei niedrigen pH-Werten (<4) die Dissoziation der Si-
lanolgruppen stark zuriickgedringt ist!'?*, werden dort im
allgemeinen die besten Resultate erzielt!?®9%103.116.1241, ¢4
gelangen befriedigende Proteintrennungen schon mit ver-
diinnter Salzsdure!'22%194.116.117 yerschiedene Puffersub-
stanzen kdnnen aber iiber eine lonenpaarbildung den Pro-
teinen eine vollig neue Retentionscharakteristik verlei-
hen!®2-9%-111-123  Beispiele sind Phosphorsiure, Perchlor-
sdure, perfluorierte Carbonsiuren oder Alkylsulfonsiuren
und ihre Salze. Phosphorsiure verkiirzt!'?®, perfluorierte
Carbons#uren verlingern die Retentionszeit’®>'?”, Katio-
nische Eluenskomponenten beeinflussen direkt die Ma-
trixeigenschaften. Ammonium-, Alkylammonium-, Pyridi-
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nium- oder Morpholinium-lonen desaktivieren Silanol-
gruppen durch Wasserstoffbriickenbindung und elektro-
statische Wechselwirkungen!®>**. Chaotrope Salze (z.B.
NaClO,, Na,SO,) tragen in hoheren Konzentrationen
(<0.1 M) durch besondere, iiber die elektrostatische Ab-
schirmung von Silanolgruppen hinausgehende Effekte zu
erhdhter Peakschirfe und verbesserter Elution beil "% 12%-131),

Unter allen bekannten Puffersystemen hat verdiinnte
Trifluoressigsdure (TFA) die weiteste Verbreitung gefun-
denl!7-1%-83.95.96.132-37 wahrend langerkettige perfluorierte
Carbonsiuren  wesentlich  seltener eingesetzt wer-
denl® 041331381 Trifjyoressigsaure ist UV-durchlissig und
leicht fliichtig und damit auch fiir praparative Arbeiten ge-
eignet. Sie wird, ebenso wie verdiinnte Ameisenséure'*%,
besonders fiir die Trennung hydrophober Proteine oder
Proteinfragmente empfohlen®*'?”), Die Elution von Struk-
turproteinen des Poliovirus gelang allerdings mit keinem
dieser Systeme, sondern nur mit hochkonzentrierter Amei-
sensdure!'*. Pyridin/Essigsdure oder Pyridin/Ameisen-
sdure sind ebenfalls fliichtige Puffer, die bei pH 3-5, also
fiir die Arbeit mit sdurelabileren Proteinen, mit sehr gutem
Erfolg anwendbar sind”® '#!-'45] Nachteilig ist hier die ge-
ringe UV-Durchlissigkeit, die zur Detektion bei
A =280 nm oder einer Nach-Siulen-Derivatisierung (siche
Abschnitt 2.6) zwingt. Elutionsmittel mit noch hdherem
pH-Wert enthalten Ammoniumhydrogencarbonat (pH
7.8)!"*7 oder Hexafluoraceton/ Ammoniak (pH 7.2)!'4,

Als nichtfliichtiger Puffer wird am héufigsten Phosphat
verwendet!2%- 98 100.103. 113.199] "sehr oft in Form von Tri- oder
Tetraalkylammoniumsalzen!''-'**-'>* und unter Zusatz
von Natriumperchlorat?s:'9%-12%-131 " Meistens wird auch
dabei unterhalb pH 4 gearbeitet, seltener bei hGheren pH-
Werten!"*¥, Auch iiber Trennungen mit Tris-Puffer bei pH
7.5 wurde berichtet!'**,

Die organische Komponente muB einerseits einen unpo-
laren Charakter haben, um die Desorption von der Matrix
zu bewirken, andererseits aber noch geniigend polar sein,
damit das Protein nicht ausfilit. Dadurch ist man im we-
sentlichen auf Acetonitril und Alkohol angewiesen. Fiir
die Reinigung von Interferon wurde Dioxan benutzt!'>,
Die Elutionskraft steigt in der Reihenfolge Methanol,
Ethanol, Acetonitril, Propanol, Butanol®!, Durch Ande-
rung oder Kombination der Losungsmittel lassen sich an-
dere Selektivititen erzielen®® '3!-148.137-10l  Geringe Zu-
sidtze von Methoxyethanol kénnen die Auflésung verbes-
sern®®>'*l Propanol wird fiir gréBere, hydrophobe Pro-
teine empfohlen. Da der Gehalt an organischer Kompo-
nente im Eluat damit geringer gehalten werden kann, sind
weniger Probleme durch Ausfillung und Denaturierung zu
erwarten!'?'*"l Gelegentlich erhilt man dabei aber brei-
tere Peaks!'™'1> ' was sich - bei hinreichender Stabilitit
des Proteins - durch Temperaturerh6hung wieder ausglei-
chen 14B¢”¥. Im iibrigen wurden bei Temperaturerhéhun-
gen sowoh!l Verbesserungen™ als auch Qualitdtseinbu-
Ben!'™- 1161281 in der Trennleistung beschrieben. Die Auflo-
sung nimmt mit sinkender Durchflulgeschwindigkeit und
flacherem Gradienten zu!?¢-%% 119142,

Die Elutionsbedingungen der RP-HPLC vermindern
nicht nur die Loslichkeit vieler Proteine, sondern konnen
auch Konformationsdnderungen induzieren!'*®\. Bei labile-
ren Proteinen kann es zu volliger Denaturierung mit irre-
versibler Adsorption oder Ausfillung kommen. Dies stort
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vor allem bei priparativem Arbeiten, es kann aber auch
die Exaktheit quantitativer Analysen beeintrichtigen. Bei-
spiele fiir die erfolgreiche Isolierung funktionell intakter
Proteine durch RP-HPLC in Gegenwart von stabilisieren-
den Cofaktoren oder durch spezielle Nachbehandlung der
Fraktionen sind vorhanden!!?%!35-161-163 Eg kommt jedoch
auch vor, daB3 bestimmte Proteine mit geringer Ausbeute
oder zunichst inaktiv eluiert werden!'Z. Neuere Studi-
enl®e 196:122.164.165] 7y m Mechanismus dieser Vorginge erga-
ben, daB sich bei Sdulenkontakt eine je nach Protein unter-
schiedlich schnell verlaufende Denaturierung vollziehen
kann; der Denaturierungsgrad hingt davon ab, wie lang
das Protein mit der Matrix und dem Lésungsmittel in Kon-
takt ist. Bei der Desorption wird eine Riickfaltung 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 Riick-
faltung stark gehemmt ist (nur Denaturierungspro-
dukt); b) multiple!!?-'% 1121651 gder extrem asymmetri-
schel?® 112:121.122.163.165]1 peaks wenn native und (mehrere)
denaturierte Formen im Gleichgewicht vorliegen. Stirker
eluotrope Losungsmittel, hydrophile lonenpaarreagentien,
Senkung der Konzentration perfluorierter Carbonsiduren
oder steilere Gradienten hemmen die Denaturierung an
der stationdren Phase!'"''?. Dies fithrt zu hoheren Wie-
dergewinnungsraten und weitgehender Erhaltung der nati-
ven, biologisch aktiven Form[*''*1'%1061 Hohe Salzkon-
zentrationen kénnen sich dagegen negativ auswirken'® ',
da sie den Matrixkontakt verstirken. Hohe Durchfluf3ge-
schwindigkeiten und Temperaturen lassen keine ausrei-
chende Riickfaltung zu, so dal im Extremfall nur die de-
naturierte Form eluiert wird!'**'**! oder sogar irreversible
Bindung stattfindet!''>'*", Man erhilt dann zwar eine
hohe Auflosung®, aber geringe Wiedergewinnungsra-
ten!!'el

Die RP-HPLC ist mit Sicherheit eine der leistungsfihig-
sten Trennmethoden, deren groBtes Potential in der Sepa-
ration eng verwandter Proteine und Proteinderivate liegt,
da Selektivitit und Auflgsung in vielfiltiger Weise mani-
puliert werden kénnen. Die proteinchemischen Konse-
guenzen der Elutionsbedingungen miissen jedoch fiir jede
Anwendung neu erarbeitet werden.

3.5. Andere Techniken

Die Adsorption an Hydroxyapatit ist zentraler Bestand-
teil eines Systems zur Reinigung monoklonaler Antikér-
per!'®”l 148t sich aber auch fiir andere Trennprobleme nut-
zen!'®®). Die Affinititschromatographie!'*” trigt das Merk-
mal 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 Hochaufl6-
sung im Vordergrund. Stationidre Phasen wurden durch
Kupplung der jeweiligen Liganden an Glas'’", Kiesel-
gel"''"2 oder organische Polymere!'”™ von den Anwen-
dern selbst hergestellt. Einige Liganden wie Adenosinmo-
nophosphat!'”!!, Protein A!'"", Lectine!'’ oder der Pseudo-
affinitéitsligand Cibacronblau!'’® sind vielfiltig nutzbar;
hier wiren Fertigsdulen denkbar. Bei der Fiille anderer
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spezifischer Liganden wird sich eine Eigenherstellung nie
umgehen lassen. Zur Vereinfachung kann man jedoch auf
eine fertig gepackte, voraktivierte Sdule zuriickgreifen, die
im langsamen DurchfluB mit dem Liganden umgesetzt
wird!"’". Mit kommerziell erhiltlichen lonenaustauschern
und Pufferlésungen kann die Chromatofokussierung
durchgefiihrt werden!'””-'7%. 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 iiber zwei Disulfidbriicken verkniipften Peptidketten
aufgebaut; die A-Kette hat 21 Aminosduren und die B-
Kette 30. Eine dritte Disulfidbriicke verbindet die Cystein-
reste an Position 6 und 11 innerhalb der A-Kette!'”- 89,

Insulin hat eine relativ starre Struktur!'*'! und eine ver-
gleichsweise hohe Stabilitit; fiir die HPLC-Analytik ist es
deshalb ein einfaches Problem!'*?-'%¢l; jiber HPLC ge-
trennte Insuline bleiben normalerweise biologisch und im-
munologisch aktiv!'®”-'*%, Dariiber 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 priparative und analytische Arbeiten ist dabei
wichtig, dafl Insulin in der Nihe seines isoelektrischen
Punktes bei pH 5.4 schwerldslich ist, in saurer 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 Zusitzen, wie etwa
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) und Alkoholen!",
Harnstoff I'*" oder Detergentien!"?.,

Zur Gewinnung von Insulin haben heute zwei Metho-
den, die Isolierung aus tierischem Pankreas!'®® und die
gentechnische Herstellung, Bedeutung. Das Insulin aus
den Bauchspeicheldriisen von drei Schweinen deckt den
Bedarf eines Diabetikers fiir etwa zehn Tage. Aus Schwei-
neinsulin 146t sich durch Semisynthese Humaninsulin her-
stellen. Praktisch nicht limitiert ist demgegeniiber die Ex-
pression von Humaninsulin in genetisch verdnderten Mi-
kroorganismen!'®**-""], deren Kohlenstoffquelle Glycerin
oder einfache Zucker sind.

4.1. Semisynthese von Humaninsulin

Humaninsulin unterscheidet sich von Schweineinsulin
nur in der Aminosédure an Position 30 der B-Kette. N-ter-
minal dazu befindet sich an Position B29 Lysin, so daB ein
Austausch von Alanin (Schweineinsulin) gegen Threonin
(Humaninsulin) prinzipiell mit Hilfe von Trypsin méglich
ist (Abb. 3). Obwohl das Enzym Trypsin in wiBrigem Me-
dium bei pH 7 Peptidbindungen an basischen Aminosiu-
ren spaltet, kann es auch bei niedrigerem pH und in geeig-
netem Medium die Kniipfung von Peptidbindungen!'*% 1"
oder auch direkt den Austausch einer Aminosiure ohne
Auftreten eines intermedidren Hydrolyseprodukts kataly-
sieren!'®*-2°!) Der 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-ters-butylester,
dessen OH-Gruppe ebenfalls rBu-geschiitzt ist, ist Des-
(B30)-Insulin nicht nachweisbar, sondern es erscheinen
nur der gewiinschte seitenkettenveretherte Humaninsulin-
ester (I1I), unumgesetztes Schweineinsulin (II) und Des-
(B23-B30)-Insulin (I), ein durch Proteolyse an Argi-
nin(B22) entstandenes, unerwiinschtes Nebenprodukt, das
aber offenbar aus sterischen Griinden nur zu geringen An-
teilen entsteht!2°2,

Absyg

T 1
0 25 S0
#(min] —

Abb. 4. Chromatogramm der HPLC~Trcnnung des Reaktionsgemisches der
Humaninsulin-Semisynthese. HPLC-System: Waters-RCCS-RP-8, 10 um,
50 mm Tetraethylammoniumphosphat, 0.25 m Natriumperchlorat, 10% Ace-
tonitril, pH=3 (Puffer A) und 50 mmM Tetracthylammoniumphosphat, 90%
Acetonitril, pH =3 (Puffer B), Gradient von 28% bis 40% B, 1.5 mL/min,
Raumtemperatur, Detektion bei A =210 nm. 1= Retentionszeit. [-III: siche
Text.

Durch Semisynthese sind eine Reihe von B30-Derivaten
von Insulin hergestellt worden'?®", deren Verhalten in der
Umkehrphasen-HPLC genau der Hydrophobiednde-
rung!'® der C-terminalen Region der B-Kette entspricht
(Abb. 5). Aus dieser Serie fallen allerdings zwei Derivate
heraus, das Thr(B30)-Insulin (Humaninsulin) und das
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Tyr(B30)-Insulin, fiir die eine lokale Strukturverinderung,
z.B. das Vorhandensein einer zusitzlichen Wasserstoff-
briicke, postuliert werden kann.

TFA

TEAP

T

, . ——
00 02 04 06 08 10 12 14
Ig {ret. Hydrophobie) —

Abb. 5. Retentionszeiten verschiedener B30-Derivate von Insulin in der RP-
HPLC als Funktion der relativen Hydrophobie der Aminosiure an Position
B30, in den HPLC-Systemen TFA: Nucleosil-300-7-Protein-RP-S4ule und
0.1% Trifluoressigsdure, pH=2.1, Gradient 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 Tertidr-
struktur vorliegt. Bei der gentechnischen Gewinnung sind
die Vorstufen inaktive, zumeist schwerldsliche Vorldufer,
die z.B. in der E.-coli-Zelle in groBer Menge in Form von
EinschluBkorpern deponiert werden (Abb. 6). Diese miis-
sen durch aufwendige Proteinchemie - begleitet von ent-
sprechender Analytik - in die native Struktur uberfithrt
werden (Abb. 6). Bei dem hier gezeigten Proinsulinkonzept
wird die natiirliche Faltungstendenz des physiologischen
Insulinvorliufers genutzt?®>2°4, 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, fiithrt bei deren Rekombination zu niedriger
Ausbeute und vielen Nebenprodukten. Dies war aber der
zuerst beschrittene und auch in technischem Mafistab er-
folgreiche Weg zur gentechnischen Herstellung von Hu-
maninsulin!'®*.,

Die Aufarbeitung kann wie folgt geschehen: Nach Fer-
mentation werden die Mikroorganismen abgeerntet und
der Insulinvorldufer angereichert. Der Vorldufer wird
dann chemisch an Methionin fragmentiert, wobei das
»Priaproinsulin®, ein N-terminal um einige Aminosiuren
verldngertes Proinsulin, entsteht. Die sechs Cysteinreste
des Priproinsulins, die auf dieser Stufe zun&chst in nicht
exakt definierter Form vorliegen (E. coli hat kein Enzymsy-
stem, das die Disulfidbriicken spezifisch kniipft), werden
durch Sulfitolyse® in die S-Sulfonate iiberfiihrt. Auf die-
ser Stufe ist das Produkt erstmals durch HPLC erfa3bar;
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).
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Abb. 6. Links: Schema der gentechnischen Gewinnung von Humaainsulin,
Rechts: Elektronenmikroskopische Aufnahmen eines Insulinvorliufer-pro-
duzierenden E.-coli-Stammes (oben) und der daraus isolierten Rhomboeder
von Humaninsulin (kristallisiert in Gegenwart von Zink-Ionen) (unten).

(B)
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Abb. 7. Chromatogramme der HPLC-Trennung eines Reaktionsgemisches
der gentechnischen Gewinnung von Humaninsulin nach Sulfitolyse und
fraktionierender Fillung (B) und eines Gemisches nach chemischer Frag-
mentierung des angereicherten Insulinvorliufers (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, pH="7; Puffer B: 0.1 M Hexafluoraceton/NHj;, 9% Buta-
nol, 81% Acetonitril, pH=7; Gradient von 20% bis 35% Puffer B, 0.8 mL/
min, 40°C. 1-1II: siehe Text.

Das Priproinsulin-S-sulfonat ist ein stark saures Mole-
kiil. In der Umkehrphasen-HPLC kommen die iiblicher-
weise verwendeten, sauren mobilen Phasen aus Griinden
der Loslichkeit deshalb nicht in Frage. Es wurde ein neu-
trales Hexafluoracetonsystem!'#*® angewendet, mit dem das
Priproinsulin-S-sulfonat (I) auch von einem chemisch sehr
ghnlichen Vorlauferfragment () getrennt analysiert wer-
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den kann (Abb. 7B). 111 ist ein weiteres Fragment aus dem
Vorldufer, das jedoch keine Cysteine enthilt und daher
schon ohne Herstellung eines stabilisierenden Derivats in
einem scharfen Peak eluiert werden kann (Abb. 7A).

Das Priproinsulin-S-sulfonat ist nicht nur ein Zwischen-
produkt mit Schliisselstellung fiir Analytik und Reinigung.
sondern aus ihm ist auch das nativ gefaltete Priproinsulin
in hoher Ausbeute zuginglich!?*2°"), Die Faltung und dic
korrekte Kniipfung der beiden kettenverbindenden Disul-
fidbriicken kdnnen mit einer Fingerprint-Analytik unter-
sucht werden. Voraussetzungen waren

- die Bildung einer limitierten Anzahl von Fragmenten

- minimale unspezifische Reaktionen

- die Identifizierung der Fragmente

- eine schnelle und effektive Trenn- und Detektionsme-
thode.

Proteolytische Fragmentierung mit Staphylococcus-au-
reus-Protease V8 unter speziellen Bedingungen in Verbin-
dung mit HPLC-Analytik erfiillen diese Bedingungen!®™™
S.-aureus-Protease V8 spaltet C-terminal zu Glutamat; das
theoretische - und auch praktisch verifizierte - Spaltungs-
muster ist in Abbildung 8 gezeigt. Von besonderer Bedeu-
tung fir die Analyse sind die Fragmente I, 11 und 111
Fragment II1 enthilt die C-terminale Region der B-Kette
und ist vorhanden unabhingig davon, ob Priproinsulin-S-
sulfonat, Disulfid-verkniipftes Priproinsulin oder anderc
Spezies gleicher Sequenz vorliegen. Es dient als innerer
Standard zur Quantifizierung. Die Fragmente I und I wer-
den demgegeniiber nur dann quantitativ gefunden, wenn

<
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die in ihnen jeweils enthaltene Disulfidbriicke vollstindig
erhalten geblieben ist. Nebenprodukte, wie etwa inkorrekt
Disulfid-verkniipfte Spezies, wiirden neue Peaks auf Ko-
sten der Peaks von | und II ergeben. Fingerprint-Analytik
von Priproinsulin-S-sulfonat liefert keine Fragmente 1 und
II, und Priproinsulin-S-sulfonat, das mit einem Uber-
schuB 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.
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Abb. 9. Fingerprini-HPLC -Analyse von S.-aureus-Protease-V8-Fragmentge-
mischen von (A) Priproinsulin-S-sulfonat, (B) mit geringem UberschuB an
Thiol reduziertem Priproinsulin und (C) korrekt gefaltetem Priproinsulin.
HPLC-System: Waters-Rad-Pak-C-18, 5 um, Puffer A und B wie in Abbil-
dung 4, jedoch Gradient von 20% bis 45% B in 25 min. [-[11 entsprechen den
Fragmenten in Abbildung 8.

Abb. 8. Peptidiragmente von Préproinsulin nach Proteolyse mit S.-aureus- Protcase V8. Die Vorsilbe ,Pri™ kennzeichnet, dal

das Proinsulin N-terminal um fiinf Aminosiuren (weiBle Kreise) verlingert ist.
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Die HPLC-Analytik ist auch fiir die Kontrolle der nach-
folgenden Stufe, der enzymatischen Spaltung von Pripro-
insulin in Insulin-Arg, und Insulin-Arg essentiell (Abb.
10). Die Proteolyse von Prdproinsulin mit Trypsin erfolgt
prinzipiell an sechs Arginin- und Lysinresten (siche Abb.
8). Kinetisch bevorzugt sind die Spaltungen an Argi-
nin(A0), N-terminal zur A-Kette, an Arginin(B0), N-termi-
nal zur B-Kette und an Arginin(B32). Spaltung an Ly-
sin(B29) liefert in geringer Menge das Des-Thr(B30)-Insu-
lin, wihrend Spaltung an Arginin(B22) zu Des-(B23-30)-
Insulin - dhnlich wie bei der Semisynthese - aus offenbar
sterischen Griinden praktisch nicht stattfindet.
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Abb. 0. Chromatogramme der HPLC-Trennungen von Proben einer Umset-
zung von gefaltetem Priproinsulin mit Trypsin nach verschiedenen Reakti-
onszeiten; HPLC-System: Waters-Rad-Pak-C-18, 5 um, 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
MaBe davon abhingig, 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 Peakschirfen (sieche auch Abschnitt
3.4).

4.3. Reinheitsbeurteilung und Qualitiitskontrolle

Um eine optimale Vertriglichkeit und minimale Antige-
nitdt zu gewihrleisten, 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 Einheiten/mg, und hochreines Insulin hat heute 28 Ein-
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Insulin-Arg,
Insulin-Arg

Abb. 1. Chromatogramme der HPLC-Trennungen von Proben ¢iner Umset-
zung von Humaninsulin-Arg, mit Carboxypeptidase B nach verschiedenen
Reaktionszeiten. HPLC-System: Waters-Rad-Pak-C-18, 5pum; Puffer A:
0.25 M Triethylammoniumphosphat, 20% Acetonitril, pH=3; Puffer B:
0.25 M Triethylammoniumphosphat, 50% Acetonitril, pH=3; Gradient von
19% B bis 32% B in 40 min, 1.5 mL/min, 35°C.

heiten/mg. Fremdproteine sind im Endprodukt durchweg
im ppm-Bereich oder darunter; sie sind nur durch Radio-
immunoassay nachweisbar. Gleiches gilt fir Proinsulin,
das durch Gelchromatographie und Ionenaustauschchro-
matographie sehr effektiv abgetrennt wird. Die Ionenaus-
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 Sdureamidgruppen von Asparagin-

___h_’[ Fraktion(%)

i

1
/ Fraktion(d

/
MM/\A/V Fraktion(®
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Abb. 12. Ionenaustauschchromatographic von rohem, semisynthetischen Hu-
maninsulin (B) und HPLC-Analytik der einzelnen Fraktionen (A). Die Be-
dingungen der lonenaustauschchromatographie an Diethylaminoethyl-
(DEAE)-Triger mit einem detergenshaltigen Laufmittel und einem Koch-
salzgradienten sind in [192) beschrieben. Bedingungen fiir die HPLC wie in
Abbildung 4 beschrieben.
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resten, insbesondere die von Asn(A21) zu Aspartat hydro-
lysiert - die Desamidoinsuline®! und ihre Ethylester ent-
stehen.

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

Die Gelfiltrations-HPLC wird heute routinemiBig eben-
falls fir die Qualitiatskontrolle und Haltbarkeitsuntersu-
chung herangezogen (Abb. 13); mit ihr sind ,,hochmoleku-
lare* Insulinderivate, wie etwa durch Transamidierung
entstandene Dimere, nachweisbar. Fiir die Therapie diir-
fen nur hochreine Insuline verwendet werden, bei-
spielsweise muf3 der Proinsulinanteil kleiner als 10 ppm
sein, und der Anteil hochmolekularer Derivate muf3 unter
1% liegen!?'",

T\ 2248
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Abb. 13. Gelfiltrations-HPLC einer Probe von gentechnisch hergestelliem
Humaninsulin-Arg.. HPLC-Bedingungen: TSK-G-2000-SW-Siule; mob:le
Phase: 20% Essigsiaure, 30% Acetonitril, 50% Wasser, 0.7 mL/min, Raumtem-
peratur, Probenmenge 200 ug.

Ein etwas komplizierteres analytisches Problem ist der
Nachweis der Abwesenheit von Schweineinsulin in semi-
synthetischem Humaninsulin. Zwar lassen sich Human-
und Schweineinsulin durch HPLC trennen, aber Desami-
do(A21)-Humaninsulin, das eine Begleitsubstanz sein
kann, wird mit Schweineinsulin eluiert. Der Nachweis ge-
lingt aber auf der Vorstufe des Humaninsulinesters!'™",
oder aber durch S.-aureus-Protease-V8-Fingerprint. Ist
Schweineinsulin im Humaninsulin, so wird Fragment 111
(Abb. 8) einen kleinen Nachpeak aufweisen, ist dagegen
Desamido(A21)-Humaninsulin zugegen, so wird bei Frag-
ment 11 dieser Nachpeak auftreten (Abb. 14).

4.4. Stabilitiit von Insulin in Dosiergeriiten

Die Pharmakokinetik von Insulin ist beim Gesunden
sehr komplex; der Pankreas sezerniert kleine Dosen als
Basalversorgung und groBe nach Glucoseaufnahme. Der
Blutzuckerspiegel steigt dann zwar etwas, pendelt sich aber
sehr schnell bei ca. 80 mg/dL ein. Die Substitutionsthera-
pie mit subcutan appliziertem Insulin kann diesen Prozel}
nur sehr unvollkommen 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 Prdparat und Nahrungsaufnahme
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Abb. 14. Chromatogramme der HPLC-Trennung von S.-aureus-Protease-V¥-
Fragmenten von (A) Humaninsulin, verunreinigt mit Desamido(A21)-Human-
insulin, und (B) Humaninsulin, verunreinigt mit Schweineinsulin. HPLC-
System wie in Abbildung 9 beschrieben.

gut aufeinander abgestimmt sind. Stindig erhohte Blutzuk-
kerwerte werden fiir diabetische Spitschiden zumindest
mitverantwortlich gemacht!?''-23,

Konventionelle Therapie Therapie mit Insulinpumpe

. 200 f i
180 4

' 160 M//\J =
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R 18 24 71 18 2
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Abb. 15. Vergleich der mittleren Blutzuckerwerte von zwolf Typ-1-Diabeti-
kern unter konventioneller Therapie mit Depot-H-Insulin Hoechst® (links,
Prof. Skrabalo, Zagreb 1982) mit denen einer Patientengruppe unter Thera-
pie mit einer externen Insulinpumpe (rechts, adaptiert von Rizza et al. [223}).
Dunkel schattiert ist der Blutzuckerbereich beim gesunden Menschen.

Die Insulinausschiittung beim gesunden Menschen 140t
sich mit einem Infusionssystem simulieren (Abb. 15
rechts). Solche Infusionssysteme sind heute in miniaturi-
sierter Form in der klinischen Priifung. Kommerziell er-
haltlich sind derzeit extern zu tragende Gerite, wobei das
Insulin in der Regel iiber einen Katheter subcutan zuge-
fithrt wird?'¥; Implantate befinden sich noch in der Ent-
wicklungsphase!?'®), Bei Implantaten wird das Insulin in
die Bauchhéhle oder das GefiBsystem 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(2'6:2171,
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Physikalisch - das heifit gegen Denaturierung - ver-
gleichsweise stabil sind saure (pH=3) Insulinlésungen.
Unter den Bedingungen in Implantaten bildet sich aber in-
nerhalb eines Nachfiillcyclus von drei Wochen eine Reihe
von modifizierten Produkten, so daB schlieBlich natives
Insulin nurmehr in Spuren vorhanden ist. Dies lieB sich
durch HPLC leicht analysieren (Abb. 16). Die Stabilitit
von Insulin in saurem Milieu in Dosiergerdten war dem-
nach fiir die Humananwendung nicht ausreichend'®l,

. _.JEluaf nach
eem1 0 3 Wathen

— /'Eluat nach
2 Wochen

A0
T~ saure Insulinlosung

Abb. 16. Chromatogramme von HPLC-Trennungen einer sauren Schweinein-
sulinldsung (pH = 3) bei der Nachfilllung und nach Passage durch eine im-
plantierbare Insulinpumpe bei einer Dosierung von 240 uL/Tag, bei kon-
stanter Schittelbewegung und bei 37°C, nach 0, 2 und 3 Wochen. Desami-
do(A21)-Insulin (bei 25 min Retentionszeit) ist bei =0 in geringer Menge
enthalien (Pfeil), wihrend natives Insulin nach drei Wochen auf Kosten ei-
ner Vielzahl von Derivaten stark abgenommen hat (Pfeil). HPLC-System wie
in Abbildung 4 beschrieben.

Die Adsorption an hydrophoben Oberflichen kann als
der Initialschritt zur Denaturierung von Proteinen angese-
hen werden®?'”). Durch einen kleinen Anteil einer grenzfli-
chenaktiven Substanz 148t sich auch im neutralen Medium
die Adsorption von Insulin verhindern'?'*?2), Eine derart
stabilisierte Insulinlosung ist nicht nur physikalisch, son-
dern wegen des neutralen Milieus auch chemisch ver-
gleichsweise stabil. Die HPLC-Untersuchungen zeigten,
daB3 Insulin bei 37°C durch eine Pumpe gefoérdert nur we-
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Abb. 17. Chromatogramme von HPLC-Trennungen einer stabilisierten, neu-
tralen Humaninsulinlésung (Hoe 21 PH) unter den gleichen Test- und Ana-
lysebedingungen wie in Abbildung 16 beschrieben.
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nig mehr Verinderungen erfihrt als dies unter den erhdh-
ten Temperaturen allein der Fall wiare (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 priparative HPLC mit einem Bu-
tanol-Ethanol-Wasser-System?® isoliert; es ist ein mono-
meres Insulinderivat, das im N-terminalen Bereich der B-
Kette, moglicherweise an B3| modifiziert ist; es hat

volle biologische Wirksamkeit und eine niedrige Antigeni-
w222,

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

Nach dem heutigen Stand der Technik sind alle konven-
tionellen sidulenchromatographischen Methoden in die
HPLC-Version ibertragbar; Siulenmaterialien und Pum-
pen lassen auch Puffersysteme zu, wie sie bei der Gelfiltra-
tions-, der lonenaustausch- (Abb. 18), der Hydrophob-
(Abb. 19) oder der Affinitidtschromatographie (Abb. 20)

f(min] — 45

Abb. 18. lTonenaustauschchromatographie von Glucose-6-phosphat-Dehy-
drogenase aus Bakterienextrakt (300 pg). Bedingungen: Protein-Pak-DEAE-
SPW, 7.5mmx 7.5 cm (Waters); linearer Gradient von 0.02 M Tris-HCI,
pH=8.5 auf 0.02M Tris-HCI, 0.5 M NaCl, pH=8.5 in 25 min; 5 mL/min,
Detektion bei A=280nm; 0.1 Absorption Units Full Scale. Die Aktivitat
wurde zu 100%, die Proteinmenge zu 81% wiedergewonnen. (Mit Genehmi-
gung von Millipore-Waters, Eschborn.)

Abs,p,

tmin) —

Abb. 19. Trennung verschiedener Ca’*.bindender Proteine durch Hydro-
phobchromatographic. Bedingungen: TSK-Phenyl-5PW 7.5 mmx 7.5 cm
(LKB), Gradient von 1.5 M Na,SO, in 0.1 M Phosphatpuffer, pH=7, | mm
Ca’* in 0.1 M Phosphatpuffer, pH=7, | mm Ca** in 74 min in der einge-
zeichneten (---) Form; 0.75 mL/min, Detektion bei A =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 Fillen durchaus der von elektrophoretischen Ver-
fahren; dabei ist man jedoch nicht auf GroBen- oder La-
dungsdifferenzen als Trennprinzip beschrinkt. Zusitzlich
ist der nahtlose Ubergang in den semipriparativen Mal3-
stab mit problemloser Wiedergewinnung und - mit Aus-
nahme der Gelfiltration - die Anreicherung aus sehr ver-
diinnten Lésungen moglich.

Abb. 20. Affinititschromatographie von Acetylcholin-Esterase (AChE) aus
Rohextrakt (1 mL). n=Fraktionszahl. Bedingungen: Ultraaffinit4tsséulc,
4.6 mm x 5.0 cm (Beckman), derivatisiert mit Procainamid (8 mg); Beladung
mit 0.1 M Kaliumphosphat, pH =7.0; Elution mit 0.1 M Decamethoniumsal.
in 0.1 M Kaliumphosphat, pH=7.0; 0.15 mL/min, Detektion bei 4 =280 nm
(O---0) und AChE-Aktivitit (®-—®). Fiinffache Anreicherung mut
75proz. Wiedergewinnung in 2.5 h. (Mit Genehmigung von Beckman Instru-
ments, Miinchen.)

Ein gutes Beispiel hierfiir ist die Isolierung des Colony
Stimulating Factors (CSF) aus menschlichem Urin durch
HPLC iiber Hydrophobchromatographie?**. Thymosin f4
lie} sich nach grober Voranreicherung und anschlieBende
RP-HPLC in Zellkulturextrakten nachweisen!'*. Ubli-
cherweise werden mehrere Trennprinzipien kombiniert:
die direkte Gewinnung von Inhibin aus Follikelflussigkeit
gelang durch Gelfiltration und RP-HPLC!?%} und zur
Reindarstellung von y-Interferon erwiesen sich Ionenaus-
tauschchromatographie und RP-HPLC als gut geeignet!?>"!
Semipriparative 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
Primirstruktur von Proteinen 138t sich heute mit Mikro-
grammengen ohne weiteres bestimmen, die durch HPLC in
idealer Weise zuginglich sind!'® 2227,

Schwierig ist die Bearbeitung membrangebundener Pro-
teine; hier werden selten die Auflésungen erreicht, die
man von leicht wasserldslichen Proteinen gewohnt ist. Die
erfolgreiche Anwendung der lonenaustauschchromatogra-
phie in Gegenwart nichtionischer oder zwitterionischer
Detergentien wurde beschrieben!?”®22%, Durch derart scho-
nende Trennbedingungen wird die Antigenitdt der Pro-
teine erhalten””). Dies ist bei der Isolierung viraler Pro-
teine von besonderer Bedeutung; sie dient der Gewinnung
von Antiseren zur Erkennung von Virusinfektionen oder
der Entwicklung kiinstlicher Impfstoffe!*"2%, Es zeigte
sich allerdings auch, daB Proteine, die unter drastischen
RP-HPLC-Bedingungen isoliert worden waren, zwar nicht
mehr von Antikérpern gegen die native Struktur erkannt
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wurden, ihrerseits aber als Antigene zur Erzeugung von
Antiseren gegen die nativen, viralen Proteine geeignet
waren[l40.231.232]'

Hiufig genutzt wird die HPLC inzwischen auch zur Rei-
nigung radioaktiv markierter Polypeptidhormone und An-
tikérper fir radioimmunologische Bestimmungen. Die
hohe Selektivitat der RP-HPLC 148t sich fiir die Trennung
der an verschiedenen Positionen markierten Molekiile und
somit zur Reaktionsoptimierung, Abtrennung von Neben-
produkten und Isolierung einzelner Spezies nutzen!?*>>%,
Hierdurch wird eine hohe spezifische Aktivitit und Stabili-
tit erreicht. Die Reinigung von Antikérpern kann durch
Chromatographie iiber Hydroxyapatit!'*”, durch Hydro-
phobchromatographie!*®), durch Ionenaustauschchromato-
graphie allein®®! oder in Kombination mit der Gelfiltra-
tion!*® gleich effektiv durchgefiihrt werden.

Die rein analytischen Anwendungen der Protein-HPLC
sind noch wenig verbreitet. So sind lediglich fiir Insulin in
den Vorschriften des neuesten Europdischen Arzneibuchs
auch HPLC-Methoden eingeschlossen. Dies wird sich je-
doch mit Sicherheit andern, wenn durch die Gentechnolo-
gie eine Reihe neuer, pharmazeutisch nutzbarer Polypep-
tide oder Proteine verfiigbar wird. Das Beispiel Insulin
zeigt, welche Maoglichkeiten die HPLC mit der Trennung
aufarbeitungsbedingter Mikroheterogenititen fiir die Pro-
zeBoptimierung und Qualitatskontrolle bietet.

Auch im diagnostischen Bereich sind die Mglichkeiten
bei weitem noch nicht ausgeschopft. Interessante Beispiele
sind die Identifizierung anormaler Insuline und Proinsu-
line in hyperinsulinimischen Patienten!'®**2*"], die Analyse
genetisch bedingter Himoglobin-Varianten®* 2%, die
Charakterisierung der durch Stoffwechselentgleisung her-
vorgerufenen glykosylierten Himoglobine™", die Auftren-
nung von Rezeptor-Isoformen’®*" und die Bestimmung
von Immunglobulin E im Serum durch Affinitdtschroma-
tographie!?*?, Bestimmte Isoformen von Transferasen kon-
nen mit Myocardinfarkt in Zusammenhang gebracht wer-
den; in Seren von Krebspatienten wurden durch HPLC
spezifische Wachstumsfaktoren gefunden*¥, Beim quali-
tativen Serum-Screening ist die Elektrophorese mit ihrem
hohen Probendurchsatz unschlagbar; bei der HPLC ist
man jedoch unabhingig von der Probenkonzentration, und
die HPLC ist besonders bei quantitativen Analysen von
Voneil[239.240.242].

6. Priiparative Trennung von Proteinen durch HPLC

GroBporige Kieselgele mit geringer Kohlenstoffbele-
gung®29%115.116.119-122.2351 ¢ind eine der Grundvorausset-
zungen fiir priparative RP-HPLC. Als besonders geeignet
fiir die prdparative Trennung von Proteinen hat sich das
TP-Material von Vydac (TP=totally porous) erwie-
sen!'-2* Durch die geringe Kohlenstoffbelegung und
Restabsittigung von Silanolgruppen durch ,,double bon-
ding*, d.h. Nachderivatisierung mit niedermolekularen Li-
ganden, erméglicht es selektive Trennungen; trotz geringe-
rer Kapazitit sind die erreichbaren Ausbeuten gut. Die
sphirischen Partikel (Durchmesser 15-20 pm) lassen sich
gerade noch trocken packen, so daB mit radialkomprimier-
baren Kunststoffkartuschen und diesem Material ein sim-
ples, aber effizientes Trennsystem erhalten wird.
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Fiir praparative Zwecke werden vor allem fliichtige Puf-
fer als Eluens eingesetzt. Mit groBem Erfolg wird iiberwie-
gend das Trifluoressigsdure/Acetonitril-System verwen-
det!'7- 12713l o5 fiihrt durch den Gegenioneneffekt zu
scharfen Peaks, und die Produkte kénnen nach Gefrier-
trocknung salzfrei erhalten werden. Empfindlichere Pro-
teine konnen mit Pyridin/Essigsdure oder Pyridin/Amei-
sensiure?®?*1 bei pH 4-5 getrennt werden. Auch hier kon-
nen die Proteine salzfrei isoliert werden. Zwar hat sich
Acetonitril als Elutionsmittel bestens bewihrt (scharfe
Peaks), doch in immer groflerem Ausmall werden das we-
niger giftige, in der Elutionskraft stirkere Propanol und
Mischungen aus Propanol und Butanol eingesetzt!?>-''> 166,
um die Belastung des Proteins mit denaturierender organi-
scher Phase moglichst klein zu halten. Am Beispiel von In-
terleukin 2 soll gezeigt werden, daB eine analytische Tren-
nung direkt in den priparativen MaBstab ilibertragen wer-
den kann.

6.1. Interleukin 2

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 grofBite
Aufmerksamkeit geniefen. Seine Bedeutung liegt in der
zentralen Rolle, die es im Immunsystem wihrend einer Im-
munreaktion spielt (Abb. 21). IL-2 ist der Proliferations-

Antigen (Virus)

la*-Makrophage

. 5 interleukin 1
Makrophage Signal 1
T-Helfer-
Zelle
. Interleukin 2
natiirtiche —= -
Killerzellen P S 4 \ -
P S\gnal 2 { )
N\~ ~ .
' Proliferation
8 ‘< =™ von akfivierten
: . &‘ T-und B-Zellen
Virus- Signal 1 O‘I
infizierte 4
Zelle

Abb. 21. Rolle von Interleukin 2 im Immunsystemn wihrend einer Immunre-
aktion. Modifiziert nach [259].

faktor, der fiir die Vermehrung der aktivierten T- und B-
Lymphocyten - Blutzellen, die fir die spezifische Immun-
reaktion verantwortlich sind - nétig 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 mit anderen notwendigen Erkennungsproteinen
an ihrer Oberfliche. Gleichzeitig schiitten sie ein Signal-
protein, Interleukin 1, aus, das die Lymphocyten aktiviert.
Durch Interleukin 1 und das Antigen an der Makropha-
gen-Oberfliche werden die fiir dieses Antigen spezifischen
T-Helfer-Lymphocyten aktiviert; sie reagieren mit der
Ausschiittung einer Reihe von Botenstoffen. Dazu gehort
Interleukin 2, das an die Lymphocyten bindet, die nach
Aktivierung durch Antigen und Interleukin 1 den Rezeptor
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fir Interleukin 2 exprimieren. Die Bindung von IL-2 an
den Rezeptor induziert die Zellteilung, die sich solange
wiederholt, wie IL-2 prisent ist, d.h. von T-Helfer-Zellen
ausgeschiittet wird.

Die durch IL-2 eingeleitete Zellteilung verstdrkt die spe-
zifische Abwehrreaktion des Immunsystems. Die Zahl der
reaktiven Zellen wird um den Faktor 100-1000 angehoben.
TL-2 ist als Immunstimulator fiir eine ganze Reihe von the-
rapeutischen Anwendungen interessant. So zeigen
Versuche am National Cancer Institute der USA, daB3 IL-2
auch zur Tumorbekdmpfung eingesetzt werden kann!®4%,

Humanes IL-2 wurde zuerst aus Uberstinden aktivierter
Lymphocyten in Spuren angereichert und zum Teil auch
iiber RP-HPLC gereinigt!®**-?*'l, Mit der Aufklirung der
Nucleotidsequenz durch Taniguchi et al**? wurde die
gentechnische Herstellung mdoglich. Das Protein besteht
aus 133 Aminosiuren und hat ein Molekulargewicht von
ca. 15000. Zwei der drei Cysteinreste bilden eine Disulfid-
briicke?> (Abb. 22), die fiir die biologische Aktivitit es-

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

sentiell ist. Humanes Interleukin 2 wurde in der Zwischen-
zeit von mehreren Gruppen kloniert und expri-
miert!?5%-2%4251 ynd ist in therapeutischen Mengen verfiig-
bar. Sowohl aus Hefe als auch aus E. coli konnte 1L-2 ge-
wonnen werden. Die spezifische Aktivitit des natiirlichen,
an Thr3 glykosylierten Molekiils (Abb. 22) entspricht der
von glykosyliertem IL-2 aus Hefe und von nicht glykosy-
liertem 1L-2 aus E. coli. Daraus folgt, daB die Glykosylie-
rung fiir die Aktivitit 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 EinschluBkoérpern vor. Es ist in herkdémmlichen Puf-
fern unloslich und kann deshalb relativ leicht angereichert
werden. Dies gelingt durch ein Waschen mit Puffern unter-
schiedlicher Ionenstirke mit und ohne Detergentien oder
organischen Losungsmitteln. Dadurch werden Fremdpro-
teine und andere Zellbestandteile ausgewaschen, und IL-2
wird grob angereichert. Dieses Rohmaterial wird dann mit
einem Gemisch aus Essigsdure und Alkoholen extrahiert.
Solch ein Extrakt enthilt bis zu 40% IL-2. Durch RP-
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HPLC wird schlieBlich hochreines IL-2 erhaiten; aufgrund
der groBen Hydrophobie von IL-2 wird das Protein erst
nach allen Verunreinigungen eluiert.

Schon die ersten Versuche mit einer analytischen Siule
und Trifluoressigsdure/Acetonitril als Eluens gaben her-
vorragende Trennungen und trotz der zur Elution notwen-
digen hohen Acetonitrilkonzentration keinen Memoryef-
fekt (nachtragliche Elution denaturiert gebundener Pro-
teine in den nachfolgenden Gradientencyclen) durch prii-
zipitiertes IL-2. Bei Rechromatographie von 20 ug IL-2
wurden ca. 18 pg eluiert, d.h. die Wiederfindungsrate be-
trigt etwa 90%.

e

oL 1
Absyg' | | M

i o H-p

Hmin] —

Abb, 23, Analytische und praparative HPLC-Trennung von gentechnisch mit
E. coli gewonnenem 1L-2. (A) Analytische Trennung eines Essigsiure/Buta-
nol-Extrakts iiber eine Biorad-Hipore-C18-Saule (4.6 mm x 25.0 cm) mit Vor-
saule; Eluens A: 0.1% Trifluoressigsiure/ Wasser, Eluens B: 0.1% Trifluores-
sigsdure/80% Acetonitril in Wasser; Gradient von 35% B auf 85% B in
60 min, 1.5 mL/min, Detektion bei =210 nm. (B) Priparative Trennung von
etwa 60 mg {L-2 iiber eine radialkomprimierbare Waters-PrepPak-Kartusche
(5.7 cm x 30.0 cm), gefiillt mit Vydac-TP218 (15-20 um), 300 A-Poren, Eluen-
tiensystem und Gradient wie bei (A), 50 mL/min, Detektion dber einen 1

50-Split. (C) Analytische Trennung der Hauptfraktion der priparativen Tren-
nung; Trennbedingungen, Eluentiensystem wie bei (A). Die Basistinienkriim-
mung wird durch Uberlappung eines n—n*-Ubergangs der freien Saure
CF,COOH mit dem n—n*-Ubergang des Anions CF,COS verursacht [257]

Die Bedingungen der analytischen Trennung wurden zu-
erst in den semipriparativen MaBstab (2cm-Siule) iibertra-
gen. Nach Optimierung von DurchfluBgeschwindigkeit
und Elutionsgradient konnten wir TL-2 in mg-Mengen iso-
lieren. Fiir die priparative Trennung verwendeten wir radi-
alkomprimierbare Kunststoffkartuschen des Formats
5.7 cm x 30.0 cm, gefiillt mit groBporigem Vydac-Material.
Trotz der grofieren Partikel (15-20 um) gelingt die Tren-
nung von IL-2 auf solch einer Kartusche genauso gut wie
auf der analytischen Sdule (Abb. 23). Pro Lauf wurden
etwa 60 mg hochreines, pyrogenfreies Interleukin 2 erhal-
ten.

Es ist bekannt, daB sich bei einer Belegung von Kiesel-
gel mit kiirzeren Alkylketten wie C;, C, oder C, die Wie-
dergewinnungsrate von hydrophoben Proteinen bei der
Chromatographie erh6hen kann. Die Proteine werden we-
niger stark gebunden, und oft reicht fiir die Elution ein ge-
ringerer Anteil organischer Phase. Die Vorziige der Bele-
gung mit kiirzeren Alkylketten konnten auch im Fall von
IL-2 demonstriert werden. Auf C,;-Material sinkt nach
einmaligem Uberladen die Ausbeute betrichtlich. Nur
nach einer Regeneration mit 60% Essigsdure/Guanidini-
umhydrochlorid werden urspriingliche Trenncharakteristik
und Wiedergewinnungsraten erhalten. Demgegeniiber ist
das C,-Material relativ unempfindlich gegen Uberladung.
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Fiir praparative Routinereinigungen ist also das C,-Mate-
rial dem C,g-Material vorzuziehen.

6.2. Andere Proteinreinigungen im priparativen Mallstab

Anders als bei IL-2, das durch préparative 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 sorgfiltige Wahl
von stationidrer Phase und Elutionssystem sowie Nachbe-
handlung der Fraktionen ist es jedoch auch moglich, En-
zyme wie Trypsin und alkalische Phosphatase ohne Aktivi-
tdtseinbuBe zu reinigen!'** 2!, Beispielsweise ist eine Pri-
paration von Trypsin, das an RP-18 gereinigt wurde, so-
weit frei von anderen proteolytischen Aktivititen, daf} es
fiir hochselektive Peptidspaltungen, z. B. bei der Sequenz-
analyse, eingesetzt werden kann.

Wihrend sich die priparative Trennung von Proteinen
mit einem Molekulargewicht gréBer als 20000 noch auf
wenige Beispiele beschrinkt, hat sich die Isolierung und
Reinigung von Antikorpern mit 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 erhiltlich!'®",

7. Zusammenfassung und Ausblick

HPLC-Versionen aller konventionellen sdulenchromato-
graphischen Techniken wurden innerhalb der letzten Jahre
fiir die Proteinchemie nutzbar gemacht. Dabei entstanden
leistungsfihige Analysensysteme, die nun verstirkt in An-
wendungsgebiete vordringen, die vorher eine Domine von
Elektrophoresemethoden waren. Liegen die Vorteile der
Elektrophorese in der immens hohen Zahl méglicher Par-
allelanalysen (notwendig z.B. beim Serum-Screening), so
imponiert die HPLC durch die Schnelligkeit der Einzel-
analyse mit direkter Detektierbarkeit der Komponenten.
Neu entwickelte Trigermaterialien aus extrem kleinen,
nicht porésen Partikeln (<2 pm) lassen noch weitere Ver-
besserungen erwarten. Die hochauflosenden Trennungen
kénnen auch priparativ durchgefiihrt werden. Hier geht
die Entwicklung dahin, moglichst preiswerte stationdre
Phasen mit groberem Korn anzubieten, die sich vom An-
wender selbst in groBen Sidulen leicht packen und mit ho-
her Langzeitstabilitit betreiben lassen.

Ein zentrales Thema ist die Frage der Biokompatibilitit
von stationirer und mobiler Phase. Gelfiltrations- und lo-
nenaustauschchromatographie werden unter annihernd
physiologischen Bedingungen durchgefiihrt. 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 ,,entschir-
fen*'. Derartige Problemldsungen sind in der Regel auf das
jeweilige Protein zugeschnitten und selten direkt auf an-
dere Trennungen iibertragbar. Die Hydrophobchromato-
graphie trennt nach dhnlichen 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. Schine fiir sein Interesse an diesen
Arbeiten und fiir hilfreiche Diskussionen. C. Miiller und R.
Lohfink danken wir fiir die Hilfe bei der Erstellung des Ma-
nuskripts.
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