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Flissigkeitschromatographie

F liissigkeitschromatographische Methoden umfassen den breitest
heute vorstellbaren Anwendungsbereich. Dies wird nirgendwo so
deutlich wie in den Lebenswissenschaften, wenn es darum geht,
Krankheitsmechanismen aufzukliren und komplexe Gemische bis in
den Femtomol-Bereich zu analysieren. Auf der anderen Seite besteht
Bedarf an hochreinen therapeutischen Wirkstoffen, die als Pharmaka
auf den Markt kommen und hohen Reinheitsanforderungen geniigen
miissen. Diese Aufreinigung wird mithilfe der Prozesschromatogra-
phie im Tonnenmafistab bewerkstelligt. Die hohe Komplexitit und
breiten Konzentrationsbereiche biologischer Systeme in Kombination
mit den extremen Reinheitsanforderungen der Arzneimittelprodukti-
on sind die Herausforderungen, auf die die Fliissigchromatographie
heute, nach mehr als einem Jahrhundert der Forschung und Ent-
wicklung, erfolgreich reagiert hat. Noch immer sind aber ein tiefer-
gehendes Verstindnis der grundlegenden Phinomene sowie deren ef-
fiziente Nutzung fiir die Verbesserung der Lebensqualitit notwendig.
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1. Einfiihrung

Dieser Aufsatz versucht, den Weg von der Entdeckung
der Fliissigkeitschromatographie (Liquid Chromatography,
LC) iiber eine eher stochastische Evolution bis hin zum der-
zeitigen Stand der Entwicklung (im Besonderen in den Le-
benswissenschaften) nachzuzeichnen.

Die Fliissigkeitschromatographie hat sich zur weitestver-
breiteten Analysenmethode entwickelt. Zwar gibt es eine
umfangreiche Palette von leistungsstarken Alternativmetho-
den fiir die Charakterisierung von Materialien und Oberfl4-
chen, jedoch nimmt die Bedeutung der Flissigkeitschroma-
tographie bei der Entschliisselung der Geheimnisse der mo-
dernen Lebenswissenschaften immer weiter zu. Daneben ist
Fliissigkeitschromatographie die einzige Methode mit glei-
cher Leistungsfahigkeit in analytischen wie in préparativen
und sogar Produktionsanwendungen. So wire die Herstellung
moderner Biotherapeutika, wie rekombinanter Proteine und
Antikorper, ohne mehrere chromatographische Aufarbei-
tungsschritte schlicht unméglich.

Ziel dieses Aufsatzes ist es, die Entwicklung der ver-
schiedenen Zweige der Fliissigkeitschromatographie aus der
historischen Perspektive zu beschreiben und die Errungen-
schaften und Fortschritte, besonders im Bereich der Lebens-
wissenschaften, herauszuarbeiten. Unter ,Lebenswissen-
schaften® versteht man im weitesten Sinne die Wissenschaf-
ten mit Bezug zu Pflanzen, Tieren, Menschen und anderen
Organismen. Wir schlagen eine Erweiterung und Aufteilung
in endogene Faktoren mit den Bereichen klinische Diagnos-
tik, therapeutische Anwendungen und Metabolismus sowie in
exogene Faktoren mit den Bereichen Lebensmittel, Verun-
reinigungen und Begleitstoffe, Schadstoffe und Allergene
vor. Beziehen wir weiter die Wirkstoff-Forschung, -Entwick-
lung und -Produktion mit ein, sind auch die erste Isolierung
von Pflanzeninhaltsstoffen durch Tswett sowie die Arbeiten
von Kuhn und Lederer bereits Beispiele lebenswissenschaft-
licher Anwendung.? Die Trennung und Isolierung von
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Proteinen begann in den 1950ern und wurde iiber die fol-
genden Jahrzehnte kontinuierlich verbessert, vornehmlich in
der préaparativen Anwendung, was in der ersten produkti-
onstechnischen Aufreinigung von rekombinanten Proteinen
fiir die therapeutische Anwendung resultierte.”! Lebenswis-
senschaftliche LC-Anwendungen haben mehr als andere
Anwendungsfelder unter einem Mangel an selektiver De-
tektion gelitten. Brechungsindex- und Ultraviolettlicht-De-
tektoren und sowohl Einzel- wie auch Mehrwellenldngen-
systeme erreichten nicht die notwendige Selektivitit und
Empfindlichkeit, wogegen es Fluoreszenz- und elektroche-
mischen Detektoren an Universalitdt mangelte. Ein Durch-
bruch gelang erst, als die Massenspektrometrie (MS) fiir die
Charakterisierung von Peptiden und Proteinen eingesetzt
wurde, was deren Identifizierung und Reinheitskontrolle er-
moglichte. Die Kopplung der Fliissigkeitschromatographie
mit der Massenspektrometrie schuf die Basis fiir eine analy-
tische Plattform, die die Anforderungen der Postgenomira
erfiillen kann.

2. Errungenschaften der Fliissigkeitschromato-
graphie und ihre Auswirkungen

Bevor wir die spezifischen Beitrdge und das Potenzial der
Flussigkeitschromatographie in den Lebenswissenschaften
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diskutieren, verdient die generelle Entwicklung der Fliissig-
keitschromatographie etwas Aufmerksamkeit. Adsorptive
Trennungen wurden bereits im 19. Jahrhundert praktiziert."?
Tswett war jedoch der Erste, der 1903 den Begriff ,,Chro-
matographie® (,,mit Farbe schreiben®) fiir die Isolierung von
Chlorophyllbestandteilen™? verwendete. Die praktische
Anwendung dieser Methode war, wie sich schnell heraus-
stellte, in hohem Grade abhingig von der Verfiigbarkeit ge-
eigneter und ausreichend gut charakterisierter Adsorbentien.
Dies zeigte bereits frithzeitig, dass die Beherrschung der
Flussigkeitschromatographie eine Kombination von Fiahig-
keiten erfordert, die auBler der richtigen Materialauswahl und
-charakterisierung auch ein grundlegendes Verstindnis von
Fest-fliissig-Wechselwirkungen einschlief3t.

Kuhn und Lederer in Heidelberg griffen die Isolierung
von Pflanzeninhaltsstoffen zwei Jahrzehnte spéter wieder
auf™ Kuhn und Brockmann erkannten im Verlauf dieser
Arbeiten die Notwendigkeit fiir reproduzierbarere, aber auch
selektivere Adsorbentien, speziell abgestimmt auf spezifische
Anwendungen. Diese Erkenntnis fiihrte in der Folge zu den
ersten in ihrer Adsorptionsstdrke standardisierten Materiali-
en und damit zu den ersten Versuchen hin zu reproduzier-
baren Trennungen.

Nach diesen ersten Ansédtzen fanden die wesentlichen
Weiterentwicklungen der Fliissigkeitschromatographie zwi-
schen 1960 und 1970 statt und fiihrten schlie3lich zur Hoch-
leistungsfliissigkeitschromatographie  (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) als analytische Methode
neben der Gaschromatographie.” Zu dieser Zeit dominierte
die Gaschromatographie (GC) die Analytik, angetrieben von
den Bediirfnissen der petrochemischen Industrie.”) Dariiber
hinaus wuchs jedoch der Bedarf an effizienten Trennmetho-
den fiir polare und geladene Substanzgemische auf den Ge-
bieten der pharmazeutischen und der Umweltanalytik sowie
der Reinheitskontrolle chemischer Industrieprodukte. Stand
der Technik war hier die klassische Fliissigkeitschromato-
graphie unter Verwendung von weiten Glassdulen, die mit
grobkornigen Kieselgel- oder Aluminiumoxidpartikeln ge-
packt waren. Durch Schwerkraft und mit organischen Elu-
enten betrieben, konnten lineare Flussgeschwindigkeiten von
ca. 0.01 mms' erreicht werden, d.h., die Trennungen waren
extrem langsam.
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bei Prof. H. W. Kohlschiitter am Zintl-Insti-
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Die Untersuchung und Beschreibung der Massentrans-
portprozesse und der Verteilungsgleichgewichte von Analy-
ten in Sdulen sowie die Erfassung der hydrodynamischen
GesetzméBigkeiten in einer LC-Sdule fiithrten zu Gleichun-
gen, die klare Hinweise lieferten, wie sich die klassische
Saulenflussigkeitschromatographie hin zu einer moderneren
und effizienteren Version verbessern lieBe: Reduktion der
Adsorbenspartikelgrofie von 100 auf ca. 10 pm, Packen der
Partikel in druckstabile Stahlsdulen und Betrieb dieser Sdulen
bei hoheren und konstanten Fliissen von ca. 1 mms™.[

Spéter wurden mechanisch stabile mikropartikulidre Kie-
selgelsorbentien hergestellt, in enge Grofenfraktionen ge-
trennt und unter hohem Druck in Stahlsiulen gepackt.”
Diese Saulen erforderten fiir effizienten Betrieb pulsations-
freie Pumpen, geeignete Probendosiervorrichtungen und
Durchflusszellen fiir eine kontinuierliche Detektion. In dieser
Phase trieb die Materialentwicklung das Design und die
Konstruktion der chromatographischen Instrumente wesent-
lich voran.

Dieses Wechselspiel zwischen der Weiterentwicklung der
Adsorbentien mit der dafiir angepassten Sdulenauslegung
und der entsprechenden Systementwicklung wurde zum ty-
pischen Innovationszyklus wéhrend der Explorationsphase
der HPLC und hat sich in dieser Form iiber die letzten 50
Jahre fortgesetzt.

Bei der Diskussion der Entwicklung der HPLC als ana-
lytische Methode wird hiufig tibersehen, dass Fliissigkeits-
chromatographie zuerst als Aufreinigungsmethode und damit
als pridparative Methode angewendet wurde. Daher ist es
wohl richtig festzustellen, dass die Fliissigkeitschromatogra-
phie die einzige Technologie ist, welche die Trennung und
Identifizierung von femtomolaren Substanzmengen aus
komplexen Matrices in den Lebenswissenschaften und zu-
gleich die Isolierung und Aufreinigung synthetischer Indu-
strieprodukte im Vieltonnenbereich ermoglicht.

Eine kritische Betrachtung der Fliissigkeitschromatogra-
phie zeigt, dass die Entwicklung der Methodik und der zu-
gehorigen Technologie im Wesentlichen auf drei Pfeilern
basiert, die sich nicht nur weitgehend unabhéngig voneinan-
der, sondern auch auf verschiedenen Zeitachsen entwickelt
haben (Abbildung 1).

Es kann daher auch nicht iiberraschen, dass die Ent-
wicklungen der jeweiligen Pfeiler nicht sonderlich viel ,,ge-
genseitige Befruchtung® erfahren haben. Zum Beispiel wurde
auf dem Gebiet der priparativen und Prozesschromatogra-
phie der Neustart nach der Ruhephase zwischen 1930 und der
Mitte der 1960er Jahre nicht durch die parallele Entstehung
der HPLC ausgelost. Vielmehr waren es Ingenieure auf der
Suche nach effektiveren Reinigungstechniken in der petro-
chemischen und Lebensmittelproduktion, die kontinuierliche
Gegenstromkonzepte, z. B. eine Trenntechnologie, bei der die
Bewegung des Packungsbettes durch Ventilschaltungen si-
muliert wird (Simulated Moving Bed, SMB), entwickelten.®*)

Wihrend die préparative wie auch die analytische LC in
hohem MaBe auf Geriteentwicklung, Ingenieurtechnik und
die physikalischen Aspekte ihrer Systemelemente fiir die
Weiterentwicklung ihrer Disziplinen zuriickgriffen, fuSite der
Pfeiler der Bioseparation (rechts in Abbildung 1) auf einem
anderen Schliisselaspekt chromatographischer Trennung,
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Abbildung 1. Die drei Siulen der Flissigkeitschromatographie. Historische Entwicklung, Potenziale

und gegenseitige Beeinflussung.

namlich der Selektivitédt der Trennmaterialien. Diese ermog-
lichte die Handhabung von empfindlichen Bioploymeren,
z.B. von rekombinanten Proteinen, unter Erhaltung ihrer
Bioaktivitat. Der geringe Fokus auf ingenieurtechnischen
Aspekten der Prozesse fithrte zu dem interessanten Phéno-
men, dass grofStechnische Produktionskonzepte fiir Proteine
um die mechanische Instabilitdt der eingesetzten Gele herum
entwickelt wurden.®!

2.1. Prdparative und Produktions-Fliissigkeitschromatographie

Die Auslegung der kontinuierlichen Prozesschromato-
graphie, z.B. in Form der Technologie des simulierten Ge-
genstroms, fiihrte in Kombination mit speziell fiir die jewei-
lige Trennaufgabe entwickelten Trennmaterialien zu sehr ef-
fizienten grof3technischen Prozessen in der petrochemischen
und der Lebensmittelindustrie. Pionier dieser Entwicklung

Abbildung 2. Produktions-SMB-Anlage. Wiedergabe mit Genehmigung
von R. M. Nicoud (Novasep, Vandeuvre-les-Nancy, Frankreich).
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@ | sdulen unter dynamisch-axialer
Kompression (Dynamic Axial
Compression, DAC)!™>'1  und

damit die Herstellung von reinen

Enantiomeren im Mehrtonnen-

mafstab mithilfe der SMB-Tech-
nologie. In den folgenden Jahren konnten Produktivitidten
von mehr als 10 kg reinem Enantiomer pro Kilogramm Pa-
ckungsmaterial und Tag erreicht werden (Abbildung 2).

2.2 Analytische HPLC

Am Anfang war die Entwicklung der analytischen HPLC
stark von der Gaschromatographie beeinflusst und wurde zur
Analyse pharmazeutischer und synthetischer Produkte ein-
gesetzt. Die wichtigsten Errungenschaften in den 1970er
Jahren waren die Herstellung mikropartikuldrer sphérischer
Kieselgel-Adsorbentien mit enger PartikelgroBBenverteilung
und Partikelgroen < 10 pm, ihre Umsetzung zu n-Octadecyl-
und n-Octyl-modifizierten chemisch gebundenen Phasen
(Umkehrphasen- oder Reversed-Phase(RP)-Kieselgele)
sowie das reproduzierbare und effiziente Packen derselben in
Edelstahlsiulen.”'” Im Laufe der letzten Jahrzehnte wurde
der Partikeldurchmesser der Packungsmaterialien kontinu-
ierlich von 5 iiber 3-4 und schlieBlich auf <2 pum reduziert,
um die Siuleneffizienz zu erhohen, schnelle Analysenzeiten
zu erreichen und die Empfindlichkeit zu steigern.'¥ In
jungster Zeit wurden HPLC-Systeme fiir Sdulen mit Ethyl-
verbriickten Sub-2-um-Hybridkieselgelpartikeln entwickelt,
die bei Betriebsdriicken bis 1.500 bar betrieben werden und
als Ultra-High-Performance-Liquid-Chromatography-
(UPLC)-Systeme bezeichnet werden.® !

In Forschungsanwendungen wurde der Siuleninnen-
durchmesser in der Folge von den traditionell iiblichen 4.6—
4.0 mm auf 2.0 und 1.0 mm reduziert; das Ziel war, die De-
tektionsempfindlichkeit durch die geringere Verdiinnung der
Analysensubstanzen zu erhohen. Diese so genannten Micro-
Bore-Sédulen konnen noch mit konventionellen HPLC-Ge-
riten bei Fliissen zwischen 0.1 und 5 mLmin™! betrieben
werden.
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Der wirkliche Durchbruch im Bereich der Miniaturisie-
rung fand etwa 1980 mit der Einfithrung der Quarzkapillar-
sdulen statt, die durch eine AufBlenbeschichtung mit Poly-
ethylenimin mechanisch handhabbar wurden.™*! Der Siu-
leninnendurchmesser variierte zwischen 300 und 20 pm, und
der Gebrauch dieser Sdulen erforderte spezielle Mikro- und
Nano-LC-Instrumente, die in der Lage waren, in reprodu-
zierbarer Weise Fliisse im pL- und nL-Bereich zu erzeugen.”
Die Kapillaren wurden mit mikropartikuldren Kieselgelen
gepackt und erreichten Bodenzahlen jenseits der
100000 Bodenm™".*! Quarzkapillaren wurden auch mit
kontinuierlichen Betten (so genannten monolithischen
Sdulen) aus Kieselgel und Polymeren hergestellt und bei der
Gradientenelution mit RP-Phasen eingesetzt.*!

Obwohl LC-Systeme mit hoher Reproduzierbarkeit schon
seit langem am Markt angeboten werden, sind entsprechende
Mikro- und Nano-LC-Instrumente erst in den letzten Jahren
verfiigbar geworden. Sie haben dazu beigetragen, dass die
miniaturisierte LC eine analytische Routinemethode in der
biochemischen Forschung geworden ist. Diese Systeme haben
die folgenden Vorteile: Es werden geringe Probenmengen
benotigt, der Eluensverbrauch ist duerst gering, und es wird
eine hohere Empfindlichkeit durch minimale Probenver-
diinnung erreicht. Allerdings ist zu beachten, dass die
Handhabung und die Bedienung solcher Systeme deutlich
komplexer sind als bei konventionellen LC-Systemen und
spezielles Wissen und Fertigkeiten des Betreibers erfordern.

Ein Meilenstein in der Weiterentwicklung der HPLC war
ihre Kopplung mit der Massenspektrometrie als Detektor und
als weitere Trenndimension wihrend der 1990er Jahre.!

Ahnlich wie bei der Fliissigkeitschromatographie datieren
die ersten Studien zur Massenspektrometrie zuriick in das
Jahr 1912.% Seitdem wurde diese Technologie kontinuierlich
verbessert. Zuerst wurde die Massenspektrometrie mit der
Gaschromatographie gekoppelt. Dies hat die Analyse leicht
verdampfbarer Produkte in verschiedenen Bereichen erheb-
lich erleichtert. Ein signifikanter Fortschritt war die Anwen-
dung der Massenspektrometrie auf nichtfliichtige Stoffe wie
Peptide, Oligosaccharide, Phospholipide oder Gallensduren.

Ein weiterer Meilenstein in der Entwicklung der Mas-
senspektrometrie war ihre Anwendung zur Analyse hoch-
molekularer Verbindungen, z.B. synthetischer Polymere,
Proteine, Glycane und Polynucleotide, mithilfe der Elektro-
spray-Ionisierung (ESI) und Matrix-unterstiitzten Laser-De-
sorption/Ionisierung (Matrix-Assisted Laser Desorption/Io-
nization, MALDI). Anwendungsgebiete der LC-MS-Kopp-
lung finden sich in der Umweltanalytik, Lebensmitteliiber-
wachung und klinischen Analytik. Weitere Errungenschaften
sind die erhohte Genauigkeit bei der Bestimmung kleiner
Massen selbst bei niedriger Auflosung, Verbesserungen bei
der Empfindlichkeit, niedrigere Detektionsgrenzen und effi-
zientere Tandem-Massenspektrometrie auch fiir hochmole-
kulare Substanzen. Es bleibt festzuhalten, dass die Entwick-
lung der LC-MS-Methodik noch nicht abgeschlossen ist.

Mikro- und Nano-LC-Systeme eignen sich wegen ihrer
niedrigen Flussgeschwindigkeiten ideal fiir die Kopplung mit
MS-Systemen. Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit, den
Kapillarausgang direkt in der Ionenquelle des MS-Systems zu
positionieren. Um die Verbindung zu erleichtern und eine
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hohere Reproduzierbarkeit zu erreichen, wurden Mikrochips
entwickelt (Abbildung 3).°

Zwischen 1990 und 1995 ermoglichten Materialentwick-
lungen in der Kieselgelchemie unter Einsatz von Templaten

RF-Tag

elektrischer
Kontakt

‘- -

inertes integrierte integrierte integrierte einge-
Polyimid  Sprihspitze Nano-LC- Anrei- bauter
Séaule cherungs- Mikro-

saule filter

Abbildung 3. Aufbau (schematisch) eines HPLC-Chips; RF-Tag = Radio-
frequenz-Sensor. Wiedergabe mit Genehmigung von G. Rozing (Agi-
lent Technologies GmbH, Waldbronn).

die Synthese von Kieselgelkorpern mit definierten Poren und
vorgegebener Geometrie, beispielsweise in Zylinderform.?"!
Tanaka et al. wendeten solche kontinuierlichen Betten als
Sdulen in der HPLC an.”* Diese so genannten monolithi-
schen Kieselgelsdulen wurden als Alternative zu mit Parti-
keln gepackten Séulen eingefiihrt."? Das primére Ziel bestand
darin, eine hohe Séuleneffizienz bei niedrigen Sdulenriick-
driicken zu erreichen. Monolithische Chromatographiesidulen
haben ein druckstabiles kontinuierliches Bett mit einer bi-
modalen Porenverteilung aus 2 um gro3en Transportporen
und 12 nm groBen Diffusionsporen. Zur Herstellung einer in
konventionellen HPLC-Geridten verwendbaren Sdule wird
der Monolith mit einer leckagedichten Polymerschicht aus
PEEK (Polyetheretherketon) iiberzogen. Die ersten Pro-
dukte zeigten Bodenhohen, die partikuldren Sdulen mit 3-
4 um Teilchendurchmesser entsprechen, aber nur einen
Druckabfall entsprechend einer mit 13 um groen Partikeln
gepackten Sdule erzeugen. Die Synthese von monolithischem
Kieselgel eroffnet einige einzigartige Optionen fiir die Ein-
stellung von Porengrofle und Porositédt: Gegeniiber der me-
tastabilen Zwischenkornporositit hoch effizienter partikulé-
rer Sdulen ist die durch die Transportporen bereitgestellte
Porositdt von Monolithen sehr viel groBer und gleichzeitig
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stabiler. Dariiber hinaus kann die Grof3e der Transportporen
durch die Synthese gezielt angepasst werden und bleibt na-
tiirlich iiber die Lebensdauer der Sdule konstant.

Die Porenstruktur kann beispielsweise durch das Poren-
netzwerkmodell (Pore Network Modelling, PNM) simuliert
werden, um eine optimale Massentransportkinetik fiir Ana-
lyten definierter Grofle zu erreichen, indem die Porenstruk-
tureigenschaften mit den chromatographischen Leistungspa-
rametern verkniipft werden.”®) Auf diesem Weg ist es mog-
lich, Séulen fiir spezifische Anwendungen mafzuschneidern.

In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben, dass kon-
tinuierliche Sdulen mit organischen Polymeren wesentlich
frither eingefiihrt wurden als monolithisches Kieselgel. Pio-
niere in diesem Feld waren Hjertén,®! Sve¢ und Tennikova."!
Organische Polymermonolithen werden als Scheiben, Zylin-
der und Membranen hergestellt und weisen eine breite Po-
rengroBenverteilung (Makro- bis Mesoporen) auf. Bevor-
zugtes Anwendungsgebiet ist die Analyse, Isolierung und
Reinigung von Biopolymeren.©’!

In letzter Zeit ist das in den 1970er Jahren propagierte
Konzept der ,,oberflichenpordsen Teilchen® durch die Syn-
these von ca. 3 um groBen Teilchen aus einem festen Kern
und einer darauf abgeschiedenen, porosen Kieselgelschicht in
modifizierter Form wiederbelebt worden. Diese Partikel sind
ebenso effizient wie mit Sub-2-um-Partikeln gepackte Sdulen,
zeigen aber einen niedrigeren Druckabfall sowie geringere
Massenkapazitit.*!

Es ist festzuhalten, dass analytische Chromatographie
auller vielen Varianten effizienter Umkehrphasen auf Kie-
selgelbasis auch Phasen fiir affine und sog. Mixed-Mode-
Trennungen anbietet. Dies sind leistungsfahige Hilfsmittel
sowohl fiir die pharmazeutische Analytik (einschlieBlich
Forschung und Entwicklung) wie auch fiir biowissenschaftli-
che Anwendungen.

2.3. Bioseparation — Trennung von Biopolymeren

Die Trennung von Proteinen und anderen Biopolymeren
zeigt einige Besonderheiten im Vergleich zur Trennung nie-
dermolekularer Substanzgemische aus synthetischen Pro-
dukten. Biopolymere haben eine Molekiilmasse von mehre-
ren Tausend bis zu einigen Millionen Dalton. Proteine be-
stehen aus Ketten von Aminosiuren als Grundbausteinen,
die jeweils iiber eine Peptidbindung verkniipft sind, und
weisen in Abhidngigkeit vom pH-Wert eine negative oder
positive Ladung auf. Am isoelektrischen Punkt kompensieren
sich beide Ladungen. Eine Besonderheit der Proteine ist ihre
Fahigkeit zur Faltung (Konformation), d.h., sie dndern ihre
rdumliche Struktur, die letztlich ihre biologische Wirkung
wesentlich mitbestimmt.

Biopolymere werden in wéssrigen gepufferten Eluenten
iiblicherweise bei pH 4-9 getrennt, und zwar unter Bedin-
gungen, bei denen ihre biologische Wirksamkeit erhalten
bleibt. Es gibt auch Trennvarianten, bei denen Proteine vollig
entfaltet (denaturiert) getrennt werden, beispielsweise nach
Zusatz von Detergentien.

Wegen ihrer hohen Molekiilmassen sind ihre Diffusions-
koeffizienten in wissrigen Eluenten wesentlich geringer (um
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einen Faktor von 100 und mehr) als jene von gelGsten nie-
dermolekularen Substanzen. Da die chromatographische
Trennung moglichst unter gleichgewichtsnahen Bedingungen
erfolgen soll, miissen Proteine geniigend Zeit haben, in die
Poren des Packungsmaterials der Sdule hinein und aus ihnen
wieder heraus zu diffundieren. Um dies zu erreichen, muss die
lineare Flussgeschwindigkeit des Eluenten um denselben
Faktor 100 verringert werden. Das allerdings fiihrt dazu, dass
sich die Analysenzeit um denselben Faktor verldangert. Dies
gilt konkret bei Trennung mit konstanter FlieBmittelstdrke
(isokratische Bedingungen), z.B. bei der GroBenausschluss-
chromatographie. Biopolymere werden jedoch vorzugsweise
mit Gradientenelution getrennt, bei der diese Bedingungen
nicht mehr erfiillt sind.

Zur Wechselwirkung der gelosten Biopolymere mit der
Gesamtoberflache der stationdren Phase muss diese iiber
geniigend groBe Poren zuginglich sein. Wéahrend fiir die
Trennung von niedermolekularen Substanzen iiblicherweise
Adsorbentien mit mittleren Porendurchmessern von 6 bis
10 nm verwendet werden, erfordert die Trennung von Pepti-
den Porendurchmesser von etwa 30 nm und fiir Proteine Po-
rendurchmesser von 50 nm und groBer.

Die ersten Trennungen von Proteinen wurden 1950 von
Forschern der Universitdt Uppsala durchgefiihrt, und zwar an
vernetzten Dextrangelen.”>%) Diese Gele waren nicht
druckstabil; sie wiesen im Unterschied zum Kieselgel eine
Quellungsporositdt auf und sie wurden deshalb als weiche
Gele bezeichnet. Es wurden Versuche unternommen, diese
Quellung durch eine Vernetzung der Gele zu verringern.
Weitaus wichtiger war aber die Tatsache, dass sich durch
Einfiihren funktioneller Gruppen selektive Adsorbentien
herstellen lieBen, die den weit verbreiteten Einsatz dieser
Materialien zur Proteintrennung ermoglichten. In der Folge-
zeit wurden vernetzte und funktionalisierte Agarosegele
weiter verbessert, z. B. durch die Herstellung kleiner, kugel-
formiger Partikel mit besserer Druckstabilitdt und optimaler
Porenstruktur im Hinblick auf die Proteintrennung.

Um 1980 wurden Versuche unternommen, mikroparti-
kulidre, groB3porige Kieselgele zu funktionalisieren, um sie als
alternative Adsorbentien fiir Proteintrennungen zu verwen-
den und vor allem schnellere Trennungen zu erreichen.® Ein
weiterer Versuch, geeignete Packungsmaterialien fiir die
schnelle Trennung von Proteinen zu synthetisieren, war die
Synthese von ,,Perfusionsadsorbentien®. Dabei handelt es
sich um pordse Materialien mit ausreichend grolen Makro-
poren, die von einem konvektiven Fluss durchstromt werden.
Dies fiihrt zu einer Erhohung der Geschwindigkeit des Mas-
sentransports der zu trennenden Proteine zwischen mobiler
und stationirer Phase und zu schirferen Elutionsprofilen.

Eine weitere Moglichkeit, die verminderte Diffusionsge-
schwindigkeit grofer Molekiile in Packungsmaterialien fiir
die LC zu umgehen, ist der Einsatz kleiner, unporoser Ad-
sorbentien. 1995 wurden 1-2 pm grofle, unporose Kieselgel-
und Polymerteilchen hergestellt und funktionalisiert. In der
Tat war es moglich, an kurzen Séulen bei akzeptablen Séu-
lenriickdriicken schnelle Trennungen von Proteingemischen
im Bereich von Minuten und weniger zu erreichen.”® Trotz all
dieser Forschungserfolge dominieren in der Prozesschroma-
tographie von Proteinen weiterhin vernetzte Agarose, Dex-
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trane sowie Materialien auf Polyacrylamid- und Polyme-
thacrylatbasis.

Als Analysenmethode erreichte die Umkehrphasen-
HPLC eine grofle Bedeutung bei der Produktentwicklung
und -kontrolle biopharmazeutischer Produkte.””-*! Fiir die
Isolierung und Reinigung solcher Pharmaka im Produkti-
onsmafBstab ist die Umkehrphasen-HPLC jedoch aus zwei
Griinden ungeeignet: Erstens fithren Sdulen mit mikroparti-
kuldren RP-Kieselgeltragern zu hohen Siulenriickdriicken,
und zweitens fiihrt die Verwendung von organischen Lo-
sungsmitteln als Eluenten héufig zu Denaturierungseffekten
der zu trennenden Proteine. Der einzige Prozess, bei dem
Umkehrphasen-HPLC-Siulen eingesetzt werden, ist die
Aufreinigung und Produktion von humanem Insulin bei Eli
Lilly.®”)

Seit Ende der 1960er Jahre wurden Adsorbentien auf der
Basis hydrophiler, hydrophober und funktionalisierter Poly-
mergele hergestellt, die eine optimierte Porenstruktur, Teil-
chengroe und Teilchenmorphologie fiir den Einsatz bei
Produktionsprozessen aufwiesen.

Seit dem Jahr 2000 steht die Aufreinigung von monoklo-
nalen Antikérpern durch Affinitdtschromatographie im
Vordergrund. Die verwendeten Protein-A-Sdulen haben
jedoch eine Reihe von Nachteilen bei der Aufarbeitung, be-
sonders was ihre Stabilitdit und Lebensdauer betrifft. Die
Aufgabe besteht heute darin, aus kleinen Bioreaktoren mit-
hilfe von schnellen Reinigungsprozessen Mengen von Tonnen
pro Jahr aufzureinigen. Erwiinscht ist eine Verweilzeit von 2—
6 Minuten bei linearen Flussgeschwindigkeiten von iiber
700 cmh™' und S#ulenkapazititen von ungefihr 100 g pro
Liter Packungsmaterial *** Prozesschromatographie wird in
Zukunft eine zentrale und entscheidende Rolle bei Aufrei-
nigungsprozessen von rekombinanten Proteinen spielen. Hier
besteht ein bisher nicht ausgeschopftes Potenzial fiir Ver-
besserungen, die letztlich zu wesentlich effektiveren und ro-
busteren Prozessen und damit zu einer deutlichen Kostenre-
duzierung fithren wiirden.® Der Einsatz monolithischer
Sdulen bei der Produktaufreinigung ist durch ihre niedrige
Kapazitit limitiert. In einigen Féllen hat sich die Verwendung
von Membranen als sehr effizient erwiesen. Nach wie vor
stehen selektive Affinitédtstrager im Vordergrund des Inter-
esses, die alkalistabile synthetische Liganden tragen. Eine
weitere Moglichkeit besteht in der Prozessintensivierung. Ein
Beispiel ist die Implementierung von kontinuierlichen Multi-
Sdulen-Gegenstromgradientenmethoden (continuous multi-
column counter current solvent gradient purification proces-
ses), deren Wirksamkeit bereits bei der Aufreinigung mit
TIonenaustauschern demonstriert wurde.*

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Trennung und
Isolierung von Proteinen vornehmlich an Siulen mit ver-
netzten Dextranen, Agarosen, Polymethacrylaten usw.
durchgefiihrt wird. Notwendig dazu sind Siulen, die eine
spezifische Selektivitit aufweisen, die durch Wahl geeigneter
FlieBmittel und durch die Operationsbedingungen variiert
und optimiert werden kann.! Zu diesen Varianten gehoren
die Chromatographie auf Basis hydrophober Wechselwir-
kungen (HIC), die Chromatographie auf Basis hydrophiler
Wechselwirkungen (HILIC), die Ionenaustausch-Chromato-
graphie an Kationen- und Anionenaustauschern (IEC) und
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die zahlreichen Varianten der Affinitdtschromatographie
(AC).'* Die aufgezihlten Varianten werden im Gradien-
tenmodus betrieben. Dazu kommt noch die GroBen-
ausschlusschromatogtraphie (SEC), bei der Biopolymere
nach MolekiilgroB3e und -gestalt in isokratischer Arbeitsweise
getrennt werden.***'Die Umkehrphasenchromatographie ist
die Methode der Wahl fiir die Trennung von Peptidgemischen
und niedermolekularen Substanzgemischen.¢%

3. Die LC in der Zeit nach dem Humangenom-
projekt

Ein Jahrhundertereignis in den Lebenswissenschaften war
die Aufklarung des menschlichen Genoms Ende der 1990er
Jahre. Venter und Mitarbeiter gelang dies mithilfe mehrerer
hundert Sequencer innerhalb weniger Monate.[*”) Die Tatsa-
che, dass das Ziel durch den Einsatz multiparalleler Kapilla-
relektrophoresegerite (betrieben im Elutionsmodus) erreicht
wurde, hat nicht zu den logischen Schlussfolgerungen in der
weiteren Entwicklung der Trennprozesse auf diesem Gebiet
gefiihrt. Wihrend das Genomprojekt auf der Analyse eines
statischen Systems mit vier Grundbausteinen beruht, wies das
darauffolgende Proteomprojekt eine wesentlich hohere
Komplexitidt auf: Die Grundbausteine der Proteine sind ca.
20 Aminosduren. Von den Proteinen sind etwa 100 Struk-
turvariationen, sog. posttranslationale Modifikationen, be-
kannt. Die Konzentrationsverhiltnisse (Abundanz) umfassen
einen Bereich von acht bis neun Zehnerpotenzen. Aus heu-
tiger Sicht gesehen, wurden diese Faktoren bei der Bearbei-
tung des Proteoms nicht klar erkannt.

Die wichtigsten Gesichtspunkte im Bereich des Pro-
teomprojekts lassen sich wie folgt zusammenfassen:

e Die chemischen Bestandteile weisen eine grofie Struktur-
bandbreite auf: von Kohlenhydraten, Nucleotiden, Nuc-
leosiden, Polynucleotiden, RNA und DNA iiber Amino-
sduren, Peptide und Proteine bis hin zu Glycoproteinen.

e Es handelt sich um eine extrem hohe Zahl solcher Be-
standteile (> 1 Million).

e Die Konzentrationsverhiltnisse (Abundanz) umfassen
einen Bereich von 1:10°.

@ Der Bereich der Molekiilmassen reicht von hundert bis zu
mehreren Millionen Dalton.

e Es liegen Bestandteile mit sehr geringen Strukturunter-
schieden und in sehr geringen Konzentrationen vor, bei-
spielsweise glycosylierte und phosphorylierte Derivate, die
jedoch eine hohe biologische Relevanz aufweisen.

o Die Zahl der detektierbaren Substanzen steigt exponen-
tiell bei gleichzeitig abnehmender Konzentration.

Wenn man diese Tatsachen auf die anstehenden Trenn-
probleme projiziert, wire der Einsatz automatischer LC-
Systeme die logische Konsequenz — stattdessen wurde die
zweidimensionale Gelelektrophorese auf Gelplatten ver-
wendet. Die getrennten Bestandteile wurden anschlieBend
mit hoch empfindlichen Farbstoffen angeférbt und die Spots
(oder Punkte) mithilfe von Robotern entnommen und in ein
Massenspektrometer iiberfiithrt. Diese Methode wurde im
Laufe der Jahre derart perfektioniert, dass sie heute zu den
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meistangewendeten in der Proteomfoschung zihlt.r"! Be-

merkenswerte Fortschritte gab es insbesondere bei der Her-

stellung der Gele, bei den Anfirbemethoden und der Pro-
benentnahme mit Robotern sowie beim Verdau der Protein-

Spots und der Extraktion entstandener Peptidgemische.

Diese Gemische wurden im Anschluss mithilfe von Nano-LC

an mit mikropartikuliren Umkehrphasen gepackten Quarz-

kapillaren oder an monolitischen Quarzsédulen getrennt, und
die Bestandteile wurde massenspektrometrisch detektiert.

Die Datenanalyse der MS-Spektren erfolgte mit Mascot-

Suchmaschinen unter Verwendung primirer Proteindaten-

banken. Die Treffer mit solchen Suchmaschinen sind ge-

wohnlich hoch und ein Ma$ fiir statistische Sicherheit fiir die
berechneten Peptidsequenzen. Diese Vorgehensweise weist
jedoch eine Reihe von Nachteilen auf:

o Es ist keine Detektion von kleinen Proteinen und Pepti-
den moglich.

o Die Massenbeladbarkeit der zweidimensionalen (2D-)
Gele ist sehr eingeschrénkt.

o Die Detektion niedrig abundanter Proteine ist durch die
begrenzte Beladbarkeit limitiert.

e Die Trennkapazitit, charakterisiert durch die Zahl der
getrennten Komponenten, betragt ungefiahr 50 000.

e Verschiedene posttranslationale Modifikationen eines
Proteins erscheinen an verschiedenen Stellen des Gels.
Dies fiihrt zur Verringerung der Empfindlichkeit der Me-
thode und erhoht die Komplexitét.

o Die beschriebene Vorgehensweise ist dulerst zeitaufwén-
dig und erfordert entsprechend geschultes Personal. Eine
automatische Analyse ist nicht moglich.

Bei kritischer Betrachtung dieser Einschrinkungen ver-
spricht die LC in den Bereichen, in denen die 2D-Gelelek-
trophorese ihre Grenzen hat, ein groles Anwendungspoten-
zial. Dies gilt uneingeschrinkt fiir die Umkehrphasen-LC
nach dem Verdau der Spots.

Grundsitzlich ermoglicht die LC eine hohe Flexibilitit
der Trennung bei gleichzeitig vollautomatischer Durchfiih-
rung. Dies wird an erster Stelle durch die Verfiigbarkeit einer
breiten Selektivitdtspalette von Sdulen erreicht.

Ein weiterer, wesentlicher
Gesichtspunkt ist die Moglichkeit,
iiber die Sédulendimensionen die
Beladbarkeit des Trennsystems zu
steuern. Dies ist bei der 2D-Gel-
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intelligentes und effizientes multidimensionales LC-System
mit integrierter Probenaufbereitung.!

In der Folge sollen die Strategien zur Abreicherung und
Anreicherung von Analyten in Systemen mit hoher Abun-
danz diskutiert werden. Die meisten fliissigen biologischen
Proben enthalten groBe Mengen bekannter Proteine wie
Albumin und Immunglobuline, die die Effektivitit des
Trennsystems beeintréchtigen und die Detektion von niedrig
abundanten Analyten nahezu unmoglich machen. Es gibt
eine Reihe von MaBnahmen, diese hoch abundanten Proteine
mithilfe von Affinitdtschromatographie im Rahmen der
Probenaufbereitung selektiv zu entfernen oder abzurei-
chern.”? Wihrend Affinititssidulen mit biospezifischen Li-
ganden in verdiinnten Losungen {iiblicherweise duBerst se-
lektiv gegen Analyten sind, vermindert sich diese Selektivitat
in konzentrierten Losungen. In den letzten Jahren wurde eine
Reihe von Affinitdtssdulen mit Antikorpern oder syntheti-
schen Farbstoffen als Liganden entwickelt, um Albumin aus
humanem Serum moglichst quantitativ abzureichern. Diese
Methoden erwiesen sich als sehr effektiv, besonders in Bezug
auf eine hohe Bindungskapazitit fiir Albumin und im Hin-
blick auf eine lange Lebensdauer der Sédulen, allerdings auf
Kosten der Selektivitit.”*! Tabelle 1 gibt einen Uberblick
iiber einige der handelsiiblichen Kits zur Albuminabreiche-
rung. Die Daten zeigen, dass Albumin in der Tat in hohem
Mafe abgereichert wird. Inwieweit dabei niedrig abundante
Proteine mit entfernt werden, wurde bisher nicht berichtet.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Detektion von
niedrig abundanten Peptiden und Proteinen durch die Ge-
genwart von hoch abundanten Proteinen wie Albumin und
IgG beeintrachtigt wird. Eine Abreicherung mithilfe selekti-
ver Affinitdtssdulen zeigt zum Teil gute Ergebnisse, allerdings
lasst die Reproduzierbarkeit zu wiinschen iibrig, wenn in
niedriger Konzentration vorliegende Spezies quantitativ be-
stimmt werden sollen. In der Praxis erfolgt die Probenauf-
bereitung haufig manuell durch Festphasenextraktion.

Das Verfahren ist damit du3erst zeitaufwéandig und wenig
reproduzierbar. Dementsprechend hat es nicht an Versuchen
gefehlt, die Probenaufbereitung zu automatisieren. Ein Bei-
spiel dafiir sind die so genannten Restricted-Access-Mate-

Tabelle 1: Gehalt [%] von Serumproteinen in der ungebundenen Proteinfaktion und Gehalt von Albumin
nach der Abreicherung von hoch abundanten Proteinen.

[54]

elektrophorese nicht moglich. Die ~ Hersteller Anteil von Proteinen nach CV [%] minimale Abreicherung
quantitative Bestimmung ist bei der Abreicherung [%] von Albumin [%]
komplexen Proben oft problema-  Aurum Serum Protein Kit 15.4 26.7 96.3
tisch. Auch bei der LC ist die (Bio-Rad)
Handhabung von Proben mit ProteoExtract Albumin/IgG 31.2 7.7 97.4
hoher Abundanz schwierig und ':“‘jlmO‘l’(aé.Kit , )

. erc losciences
erfOIj.(jert groBe Erfahr.ung. ]?16 Multiple Affinity Removal 12.8 8.4 99.4
Schlusseltechnologie  ist  eine | =
Kombination von automatischem  (agjlent Technologies)
Probentransfer, der Auswahl ge-  POROS Affinity Depletion 19.0 9.9 96.0
eigneter Sdulen und dem FEinsatz  Cartridges
optimaler Elutionsbedingungen,  (Applied Biosystems)

Albumin and IgG Removal Kit 66.5 6.2 99.5

die den komplexen Proben ange-
(Amersham Biosciences)

passt ist. Kurzum bedeutet dies ein
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rialien (RAM, Materialien mit eingeschrankter Zugénglich-
keit). Bei diesen handelt es sich um porose Kieselgele mit
eingestelltem mittlerem Porendurchmesser (beispielsweise
6 nm) und einer Partikelgrofe von ca. 25 um. Die Partikel
sind so hergestellt, dass sie eine duale Oberflichenfunktio-
nalisierung aufweisen: Die duflere Oberfldche enthilt che-
misch gebundene, elektroneutrale Diolgruppen, die innere
Oberfldche in den Poren weist hydrophobe Liganden auf, z. B.
Cis-, Cg- oder C,-Alkylgruppen. Die Partikel vereinen zwei
Trennmechanismen der LC in einem Korn, nidmlich den
GroBenausschluss von groen (Protein-)Molekiilen in wéss-
rigen, gepufferten Losungen und die Umkehrphasen-LC von
kleinen Peptiden und Proteinen, die wegen ihrer geringeren
GroBe in das porose Korn mit den hydrophoben Liganden
hineindiffundieren kénnen. Es gibt mehrere Bauprinzipien
und Konzepte, solche Materialien herzustellen.”! Das Kon-
zept wurde erfolgreich auf die Probenaufbereitung von Pep-
tiden und Proteinen erweitert.”® Dabei wurden statt der hy-
drophoben Liganden Kationen- oder Anionen-Austauscher-
gruppen an der inneren Oberfliche gebunden.*® Im Falle
eines sulfonsauren Kationenaustauschers (abgekiirzt RAM-
XDS; Abbildung 4) mit einem mittleren Porendurchmesser
von 6 nm werden globuldre Proteine mit 15000 Da ausge-

]
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Abbildung 4. Automatisches zweidimensionales LC-System mit inte-
grierter Probenaufbereitung fiir die Profilanalyse endogener Peptide
aus Korperflussigkeiten.F

schlossen. Kleinere, positiv geladene Peptide und Proteine
werden an der inneren Oberfldche adsorbiert und angerei-
chert, Peptide mit negativer Ladung hingegen ausgeschlos-
sen. Die RAM-XDS-Séulen werden beladen, gewaschen und
dann mit Eluenten abgestufter Ionenstdrke in Fraktionen
eluiert (desorbiert). Mithilfe einer Sidulenschaltung werden
die Fraktionen auf eine Umkehrphasensdule, die als Auf-
fangsdule dient, deponiert und anschlieBend mit einem
Wasser/Acetonitril-Gradienten eluiert, wihrend die RAM-
XDS-Sdule wieder regeneriert wird. Die Fraktionen aus der
Umkehrphasensédule (Abbildung 4) werden schlieBlich ent-
weder online dem Massenspektrometer zugefiihrt oder off-
line auf einer Probentrégerplatte eines Massenspektrometers
deponiert und spiter analysiert.
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Die Abmessungen der RAM-XDS-Siule konnen der
Menge der zu analysierenden Probe angepasst werden. Die
Handhabung der RAM-XDS-Sdule erfolgt automatisch in
der Sequenz: Beladen, Waschen, Eluieren mit linearem
Salzgradienten oder einem Stufengradienten, Regenerieren,
Waschen. Im Aufbau gemé Abbildung 4 werden zwei RAM-
XDS-Sdulen parallel betrieben. Dies gilt ebenso fiir die
beiden nachgeschalteten Umkehrphasenauffangsdulen. Alle
Sdulen sind durch den Einbau von Filtern mit einem Poren-
durchmesser von 2 um gegen Verstopfung und Verunreini-
gungen geschiitzt.

Das in Abbildung 4 gezeigte zweidimensionale LC-
System arbeitet automatisch und wurde fiir die Analyse von
endogenen Peptiden aus Korperflissigkeiten wie Urin,
Serum und Plasma eingesetzt.’!! Es wurden bis zu 1500
Peptide im Molekiilmassenbereich von 5004000 Da in sechs
Stunden analysiert.

Fassen wir die Potenziale der LC in der Proteomforschung
zusammen:

e Selektive Probenaufbereitung durch Festphasenextrakti-
on. Diese kann im automatischen Modus quantitativ
durchgefiihrt werden.

e Verfiigbarkeit einer hohen Zahl von selektiven Varianten
(RP, IEX, HIC, HILIC, SEC, AC).

e Integration der Varianten in ein multidimensionales
System, das besonders geeignet ist, hohe Abundanzen zu
kontrollieren.

e Quantitative Messungen bei automatisierter Arbeitsweise

4. Fliissigkeitschromatographie im Jahr 2010 —
wo stehen wir heute?

4.1. Pharmazeutische Analytik

Pharmazeutische Analytik in Forschung und Entwick-
lung, Qualitétssicherung und Qualititskontrolle ist nach wie
vor der grofite Sektor fiir fliissigkeitschromatographische
Anwendungen. Angestrebt werden hohe Trennleistung,
schnelle Analysenzeiten und hohe Empfindlichkeit. Die
Komplexitédt der Gemische ist deutlich niedriger als bei der
Analyse von Biofluiden, z. B. in Proteomik-Anwendungen. So
liegt das Konzentrationsverhiltnis etwa bei 1:1000, und damit
konnen in der Regel Umkehrphasenséulen eine ausreichende
Selektivitdt und Kapazitdt bereitstellen. Massenspektrome-
trie spielt hier eine wesentliche Rolle und hilft, enorme
Empfindlichkeiten zu erreichen. Fliissigkeitschromatogra-
phie wurde geraume Zeit nur als Probenaufreinigungsschritt
fiir die Massenspektrometrie betrachtet. Zwar dominieren
Umkehrphasenkieselgelsdulen, allerdings finden bisweilen
auch Sédulen mit Diol- oder Cyanmodifikationen Anwen-
dung.””

4.2. Metabolomik/Metabonomik
Metabolomik/Metabonomik ist die umfassende qualitati-
ve und quantitative Untersuchung aller kleinen Molekiile in

biochemischen Prozessen, deren Ergebnisse {iber den Status
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und die Wirkungsweise in lebenden Systemen informieren.
Metabolomik stellt die umfassende und quantitative Analyse
aller Metaboliten dar;®* Metabonomik betrachtet Verinde-
rungen von biologischen Prozessen in humanen und Sauge-
tiersystemen.’® Derzeit wird Metabolomik in vielen Wis-
senschaftsbereichen, von der Botanik bis zur Medizin, be-
trieben. Konservative Schitzungen gehen von ca. 200000
metabolischen Substanzen bei Pflanzen aus, was ein weites
Feld fiir die Suche nach neuen und verbesserten Produkte im
medizinischen und Nahrungsmittelbereich darstellt.”” Au-
Berdem konnte eine vergleichende Metabolomanalyse beim
Menschen eine verbesserte Diagnostik und individualisierte
Behandlung von Krankheiten ermoglichen.P”!

GC-MS-Kopplung ist die analytische Plattform fiir
fliichtige Analyten bei metabolischen Analysen. Hohe
Abundanzen und Unterschiede in den funktionellen Gruppen
hingegen erfordern viele unterschiedliche Selektivitdten, wie
sie von der Flissigkeitschromatographie bereitgestellt
werden.

4.3. LC in klinisch-chemischer Analytik sowie bei der Therapie
akuter und chronischer Erkrankungen

Nahezu unbemerkt hat die LC Anwendung in der kli-
nisch-chemischen Analytik gefunden; man hat wandlungsfa-
hige und effiziente Plattformen entwickelt, die zur In-vivo-
Uberwachung der Therapie akuter und chronischer Erkran-
kungen angewendet werden.

Ziel der klinischen Analytik ist die Extraktion, selektive
Anreicherung und Analyse von Zielsubstanzen in Blut,
Plasma, Urin und anderen Korperfliissigkeiten. In der The-
rapie hingegen wird die gezielte Abreicherung von Pathoge-
nen und Toxinen angestrebt. Hierfiir eingesetzte Adsorben-
tien sind biokompatibel mit grofen Partikeldurchmessern
unter Ausschluss von hochmolekularen Bestandteilen (z.B.
Plasmaproteinen) und haben mafBgeschneiderte Oberfli-
chenfunktionalitdten, die selektiv Zielkomponenten anrei-
chern. Ein Beispiel ist die Verwendung von ,,Materialien mit
eingeschriankter Zugénglichkeit“, so genannten RAM-
Phasen, die bereits in Abschnitt 3 erwidhnt wurden. Vorteile
von kleinvolumigen RAM-Festphasenextraktionssdulen mit
Abmessungen von 20 x 2 mm sind 1) die direkte Injektion von
Biofluiden wie Serum und Urin, 2) die direkte Kopplung mit
LC-Systemen und insbesondere 3)die Moglichkeit zum
Aufbau von automatisierten, gekoppelten Sédulensystemen
mit Beladungs-, Wasch-, Desorptions- und Regenerations-
schritten.

Wihrend chromatographische Tréger breite Anwendung
fir analytische und prédparative Zwecke gefunden haben,
befindet sich ihr Einsatz als medizinisches Produkt zur se-
lektiven extrakorporalen Entfernung pathogener Substanzen
im Blut oder zur selektiven intestinalen Adsorption und
Ausschleusung  unerwiinschter Lebensmittelinhaltsstoffe
noch in einem frithen Entwicklungsstadium. Bei der Technik
der Hiamoperfusion oder Plasmapherese wird das Patienten-
blut oder Plasma extrakorporal iiber eine Chromatographie-
sdule zirkuliert, die endogene und/oder exogene Giftstoffe
selektiv bindet und extrahiert. Das Konzept der Online-
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Apherese ist vergleichsweise einfach, seine Anforderungen
an die porosen Adsorbentien sind jedoch hoch. Parameter
wie Spezifitat, Kapazitit, Partikelgrofle, Flussgeometrie, To-
xizitat, Sterilitdt, Pyrogenfreiheit und Ligandenstabilitét
miissen evaluiert und optimiert werden, um eine sichere und
effektive klinische Anwendung zu gewdhrleisten. Dariiber
hinaus miissen die Oberflichencharakteristika, die Bio- und
Hiamokompatibilitdt bestimmen, optimiert werden, sodass
zelluldre und humorale Reaktionen auf den chromatogra-
phischen Tragern minimiert sind und keine signifikante Ak-
tivierung der Fibrinolyse, des Komplementsystems und des
Gerinnungssystems wihrend der akuten oder chronischen
extrakorporalen Behandlung auftreten (Abbildung 5).

® .

Blut

Plasma-
separator

Plasma

1) Apheresis-Modul DIAPACT (B. Braun Melsungen AG)
2) Plasmaseparator: Hemoselect (B. Braun Melsungen AG)
3) S.A.F.E.BT-Adsorber (B. Braun Melsungen AG)

Abbildung 5. Geriteaufbau extrakorporaler Behandlungssysteme. Wie-
dergabe mit Genehmigung von K.-S. Boos (Laboratorium fiir BioSepa-
ration, Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum der Universitdt Miin-
chen)

Mit Blick auf eine perorale Applikation sollten solche
Materialien eine hohe pH-Stabilitét, eine hohe Bindungska-
pazitdt sowie einen neutralen Geschmack aufweisen und
nicht im Gastrointestinaltrakt resorbiert werden.

Wie in Tabelle 2 dargestellt, deckt die Behandlung mit-
hilfe selektiver chromatographischer Adsorbentien ein weites
Spektrum von Krankheiten ab und beruht auf umfassenden
klinischen Studien. Diese Verfahren werden zwar derzeit nur
in wenigen Kliniken von Wissenschaftlern entwickelt, die in
gleicher Weise in den medizinischen wie auch Trennwissen-
schaften erfahren sind, zeigen aber deutlich das Potenzial von
LC-Technologien in der Therapie auf.

4.4- Proteomik

Die LC hat in der Proteomik vornehmlich in der Pro-
benaufbereitung und dann bei der Auftrennung der Peptid-
gemische an Umkerphasen-Quarzkapillaren (vor der MS-
Detektion) Anwendung gefunden (sog. Front-End-Technik).
Bisher haben keine anderen LC-Formen, und noch weniger
Kombinationen davon, Aufnahme in das Repertoire der
»-omik“-Strategien gefunden, vielleicht mit Ausnahme der
Glycomik-Anwendungen. Man darf daher sagen, dass die
Potenziale der HPLC in diesem Bereich nicht ausgeschopft
sind. Linear-sequenzielle Ansédtze der Probenhandhabung
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Tabelle 2: Methoden zur Therapie akuter und chronischer Erkrankungen auf Basis chromatographischer Adsorbentien.!

Erkrankung selektive Entfernung System Entwicklungsstadium
Hypercholesterolimie ~ LDL (Low-Density-Lipoprotein) H.E.L.P. (Heparin-basierte Eliminierung von Low-Density- zugelassen
Lipoproteinen)
Sepsis und septischer  Lipopolysaccharide (LPSs), SAFEF Phase I
Schock Toxine von Gram-negativen (selektiver Adsorber fiir die Eliminierung von bakteriellen Toxinen;
Bakterien, Abbildung 5)
Lipoteichonsiuren (LTAs),
Toxine von Gram-positiven
Bakterien
akutes Leberversagen Bilirubin, PROMETHEUS (fraktionierte Plasmatrennung und Adsorptions-  Pilotphase
Gallenséuren, apherese) Pilotphase
aromatische Aminosauren, MARS (molekulares Adsorbentien-Rezirkulierungssystem) Praklinik
bakterielle Toxine, M.I.D.A.S.
(multiselektives Inline-Detoxifizierungs-Adsorptions-System)
Hyperphosphatamie Phosphate (Gastrointestinal- ~ Renagel zugelassen
(Dialysepatienten) trakt) SBR 759 Phase 111

[a] Wiedergabe mit Genehmigung von K.-S. Boos (Laboratorium fiir BioSeparation, Institut fiir Klinische Chemie, Klinikum der Universitit Miin-

chen)

wie der MudPit-Ansatz werden immer noch genutzt, obwohl
sie keine reproduzierbaren und quantifizierbaren Ergebnisse
liefern.*

Wenngleich eine Reihe von Probenaufarbeitungsmetho-
den entwickelt und teilweise sogar auf Basis der mehrdi-
mensionalen LC (MD-LC) validiert wurde, ist kein wesent-
licher Durchbruch in der Anwendung zu beobachten.

Verdau-basierte Ansétze (offline und online) iiber Trypsin
und Pepsin dominieren gegeniiber einer Direktanalyse von
Proteinen (Abbildung 6a,b). Die Direktstrategie gemif3 Ab-
bildung 6c¢ ist auf die Extraktion endogener Peptide ausge-
richtet. Auler wenigen auf dem Affinitits- oder RAM-Prin-
zip beruhenden Siulen konnen alle derzeitigen Chromato-
graphiesdulen keine Mehrfach-Direktinjektionen von Bio-
fliissigkeiten handhaben.

Insgesamt haben die LC-Anwendungen der akademi-
schen ,,-omik“-Forschung nur marginalen Eingang in die

a) b) ¢) d)

Probenvorbereitung  Probenvorbereitung
@
=
i
<
o
sesea¥e Verdau Verdau

F S
§ LC oder MD-LC |l LC oder MD-LC
&
.

. MS oder MS/MS Jll MS oder MS/MS MS oder MS/MS

Abbildung 6. Ablaufe in Proteomik-LC-Anwendungen.P" a) Bottom-up-
Ansatz; b) Top-down-Ansatz; c) selektive Probenaufbereitung, direkt
kombiniert mit chromatographischer Trennung (Verdau-freie Strate-
gie); d) Probenaufbereitung mit Affinitatssaulen, direkt gekoppelt mit
MS.
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»industrielle“ Forschung, d. h. in die Praxis diagnostischer und
pharmazeutischer Firmen, gefunden. Griinde hierfiir mogen
die immer noch zu hohe Komplexitit des Themas sowie die
Notwendigkeit der intensiven Abstimmung zwischen Instru-
ment und Materialchemie sein.

5. Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Entwicklung der LC wihrend des letzten Jahrhun-
derts zeigt die enorme Breite der Methodik. Allerdings wird
die Bearbeitung grundlegender Fragen, die den drei Pfeilern
gemeinsam sind, nur fragmentarisch betrieben.

Die konventionelle HPLC kleiner Molekiile in der phar-
mazeutischen Analytik und Metabolomik hat einen hohen
Reifegrad erreicht, und die Standardanwendungen konnen
auf einer Routinebasis gehandhabt werden.

Chromatographische Trennungen im priaparativen und
Produktionsmaf3stab finden Anwendung in Form der SMB-
Technologie zur Isomerentrennung, z.B. von m- und p-Xylol
als Baustein der PET-Kunststoffherstellung (PET =Poly-
ethylenterephthalat) und der Enantiomerentrennung von
Wirkstoffen ebenso wie in Form komplexer Mehrstufen-
Reinigungsprozesse bei der Herstellung von monoklonalen
Antikorpern oder rekombinanten Proteinen usw. Hier muss
an der Verringerung der Kosten bei gleichzeitiger Erhohung
der Kapazititen gearbeitet werden, was hoher integrierte und
effizientere Ansitze erforderlich macht.

Das groBite Gebiet mit Stimulationsbedarf ist dasjenige
der Lebenswissenschaften, wo die Auseinandersetzung mit
instabilen und sich verdndernden Zielmolekiilen die verfiig-
baren Technologien an ihre Grenzen bringt. Will man dieses
Gebiet vorantreiben, sind zwingend erhebliche Fortschritte in
Material- und Systemdesign notwendig. Entsprechende For-
schungen werden jedoch weitgehend nutzlos bleiben, wenn
sie nicht mit einer viel stirker interdisziplindren Ausbildung
in Hochschule und Industrie einhergehen.
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Es wurde demonstriert, dass sich die multidimensionale
LC (MD-LC) fiir Hochabundanz-Szenarien in der Analytik
eignet, wenn sie automatisiert und optimiert betrieben wird.
MD-LC konnte sich als unverzichtbar fiir die Umsetzung
quantifizierbarer und validierbarer Proteomik-Konzepte, z. B.
im Biomarker-Bereich, erweisen.

Ein anderer Technologietrend ist hinsichtlich der Evalu-
ierung kontinuierlicher Prozessoptionen fiir die Downstream-
Prozessierung von Antikorpern, die so genannte Bio-SMB, zu
beobachten. Hier treffen Entwicklungsaktivititen einer
Reihe von Systemanbietern mit wachsendem Interesse von-
seiten der biopharmazeutischen Industrie an diesem Thema
zusammen.

Interessanterweise ist dies eines der wenigen positiven
Beispiele fiir eine Querbeziehung zwischen den drei Sdulen
der Chromatographie (siche Abbildung 1). Die Ingenieur-
getriebene Suche in den 1960er Jahren nach effektiveren
Trennprozessen fiir petrochemische Produkte fiihrte zur
Entwicklung der SMB-Technologie, die anschlieBend sehr
schnell auch fiir die Prozessierung von Lebensmitteln einge-
setzt wurde. Die Entwicklung chiraler stationédrer Phasen zur
enantioselektiven Trennung von optischen Isomeren mithilfe
analytischer HPLC in den 1980er Jahren, kombiniert mit
einer verkleinerten Version der SMB-Anlagen in den 1990er
Jahren, lieferte eine kosteneffiziente Produktionstechnologie
fiir die Herstellung enantiomerenreiner Pharmazeutika. Nun
wird die Adaption des gleichen SMB-Konzepts fiir die Iso-
lierung von Antikorpern aus komplexen Fermentationsbrii-
hen wahrscheinlich eine kosteneffizientere Aufarbeitung von
Biopharmazeutika ermoglichen.

Ein dhnlicher Weg konnte sich auch fiir die Bewiltigung
des ,,Glyco-Problems* auftun: Im Wissen um die Bedeutung
des Glycosylierungsmusters fiir die Wirksamkeit von Bio-
pharmazeutika konnten die analytischen Ansitze, die auf
Mixed-Mode-Mechanismen beruhen, mittelfristig auf den
Prozessmafistab iibertragen werden.

Die Validierung von Methoden und Assays wird ein
Kernpunkt in der Diskussion um verbesserte Ansédtze fiir
kiinftige diagnostische und therapeutische Konzepte sein.
Besonders fiir die Entwicklung der auf Biomarkern basie-
renden Stratifizierung (Bildung von Patientengruppen mit
besserer Behandlungseffizienz und geringeren Nebenwir-
kungen) ist eine Validierung unabdingbar.

Dies passt zur bereits vor Jahren gestarteten Process-
Analytical-Technology(PAT)-Initiative der Food & Drug
Administration (FDA), die ein besseres Prozessverstandnis
fordert. Unter anderem bedarf es dazu eines viel tieferen
Einblicks in die grundlegenden Wechselwirkungen, unter
anderem mithilfe modellbasierter Ansitze, die schlussendlich
,vorhersagbare“ Prozessdesign- und Uberwachungsstrategi-
en ermoglichen sollen, um die Prozessrobustheit und -si-
cherheit zu verbessern.

Abkiirzungen
AC Affinitdtschromatographie
Bio-SMB Simulated-Moving-Bed-Technologie, ange-

wendet auf die Reinigung biotherapeuti-
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scher Produkte

Cy chemisch gebundene n-Octadecylgruppe

CcvV Variationskoeffizient

Da Dalton

DAC dynamisch-axiale Kompression

DNA Desoxyribonucleinsdure

ESI Elektronenspray-Ionisierung

GC Gaschromatographie

H.E.L.P. Heparin-Mediated Elimination of Low
Density Lipoproteins

HIC Hydrophobic-Interaction-Chromatogra-
phie

HILIC Hydrophilic-Interaction-Chromatographie

HPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie

IEC Ionenaustauschchromatographie

IgG Immunglobulin

LC Flissigkeitschromatographie

LDL Low-Density-Lipoprotein

LPS Lipopolysaccharid

LTA Lipoteichonsdure

Mab Monoklonaler Antikorper

MALDI Matrix-unterstiitzte Laser-Desorption/
ITonisierung

MARS Molecular Adsorbent Recirculation System

MD-LC Multidimensionale Fliissigkeitschromato-
graphie

M.I.D.A.S. Multiselective In-line Detoxifying Adsorp-
tion System

MS Massenspektrometrie

MudPiT Multidimensional Protein Identification
Technology

PAT Process Analytical Technology

PEEK Polyetheretherketon

PROMET- Fractionated Plasma Separation and

HEUS Adsorption Apheresis

PTM posttranslationale Modifikation

RAM Restricted Access Material, Material mit
eingeschrankter Zugénglichkeit

RAM-XDS RAM-Ionenaustauscher

RNA Ribonucleinsidure

RP Umkehrphase

RP-LC Umkehrphasenfliissigkeitschromatogra-
phie

SAFEBT Selective Adsorber For Elimination of
Bacterial Toxins

SEC GroBenausschlusschromatographie

SMB Simuliertes, sich bewegendes Bett

SPE Festphasenextraktion

UPLC Ultra-Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie
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Abschnitt 4.3 iiber LC in der klinisch-chemischen Analytik
und in der akuten und chronischen Therapie, Dr. R.-M. Nicoud
(Novasep, Frankreich) und Dr. G. Rozing (Agilent Techno-
logies, Waldbronn) fiir die Uberlassung der Abbildungen 2
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US), Prof. J. C. Janson (Uppsala, Schweden) und Dr. J. Al-
varez (Madrid, Spanien) fiir anregende Diskussionen.
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