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1 Einleitung und Zielsetzung 1

1 Einleitung und Zielsetzung

Glykokonjugate, wie Glykoproteine und Glykolipide, gehdren zu den wichtigsten
Biomolekilen der Zelle, die in vielen physiologischen Prozessen eine entscheidende
Rolle spielen. Sie haben unter anderem Funktionen in der Immunabwehr, Zell-
differenzierung, Katalyse sowie allgemein bei Zell-Zell-Interaktionen. Die Einteilung in
das ABO-Blutgruppensystem basiert auf zwei antigenen Glykostrukturen, die in der
Erythrozytenmembran verankert sind. Die Adh&sion von Mikroorganismen an die
Oberflache von Wirtszellen ist ein Ereignis, welches den Prozel3 der Infektion ausl0st.
Die beteiligten Rezeptoren basieren dabei haufig auf Oligosaccharidstrukturen. Die
Bindung des Choleratoxins an das als Rezeptor wirkende Gangliosid GM; erfolgt mit
hoher Affinitdt und Spezifitét. Das Grippevirus Influenza verfigt Uber ein
kohlenhydratbindendes Oberflachenprotein, mit dessen Hilfe es an Oligosaccharide der
Wirtszelle andocken kann. Des weiteren spielen spezifische Saccharid-Protein-
Wechselwirkungen bei Entziindungsvorgéangen eine Rolle, um nur einige Beispiele zu
nennen (Lindhorst, 2000; Kopitz, 1997; Sharon und Lis, 1997). Die Erkennung der in
den Oligosaccharidstrukturen der Glykokonjugate verschliisselten Informationen erfolgt
dabel durch die Ausbildung von Komplexen mit spezifischen Liganden. Die beteiligten
kohlenhydratbindenden Proteine sind unter anderem Lektine, die jeweils auf die
Bindung einer bestimmten Oligosaccharidstruktur speziaisiert sind (Williams und
Davies, 2001; Gabius, 1995). Der schematische Aufbau einer eukaryontischen Zell-
membran ist in Abb. 1-1 dargestellt.

Glykokonjugate entstehen im Organismus durch die kovalente Verkniipfung von Oligo-
oder Polysacchariden mit Proteinen beziehungsweise Lipiden. Die kovalent gebundenen
Saccharide weisen durch die grofe Anzahl der Kombinationsmoglichkeiten eine
immense Strukturvielfalt auf. Schon kleine strukturelle Veranderungen innerhalb der
Saccharidreste der Glykokonjugate fuhren zu einer verdnderten Wechselwirkung mit
anderen Molekilen, die mitunter zu schweren Erkrankungen fuhren kann. In krankhaft
veranderten Zellen kdnnen oft charakteristisch verénderte Glykostrukturen im Vergleich
zu gesunden Zellen nachgewiesen werden. Das Wissen Uber Strukturen und Funktionen
von Glykokonjugaten kann im Hinblick auf ein Krankheitsbild sowohl diagnostisch al's
auch therapeutisch von grof3em Nutzen sein (Lindhorst, 2000; Brockhausen et al.,
1998). Die Glykobiologie beschéftigt sich als Spezialgebiet der Biochemie mit den
Protein-Kohlenhydrat-Interaktionen. Auf diesem Gebiet konzentrieren sich intensive
Aktivitéten der forschenden pharmazeutischen Unternehmen auf die Entwicklung neuer
entziindungshemmender Wirkstoffe, neuer Impfstoffe sowie auf Wirkstoffe fur die
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Krebstherapie (Laine et a., 1997). Allerdings sind zur Zeit erst wenige Pharmazeutika
auf der Basis von Glykokonjugaten auf dem Markt (Williams und Davies, 2001).

Oligosaccharid

-~ —

i " " Glykolipid

Glykocalix {aulen)

Plasmamembran

e

A -
integrale Glyko- Cytoplasma (innen)
proteine

‘ = Monosaccharid

= Lipidmolekiil

Abb. 1-1: Schematischer Aufbau einer eukaryontischen Zellmembran (nach Lindhorst,
2000)

Fur die Arzneimittelentwicklung der modernen Medizin ist eine detaillierte
Entschlisselung der biochemischen Prozesse essentiell. Fir eine Aufklarung der
zugrundeliegenden Prozesse ist es notwendig, die Glykokonjugate aus dem natlrlichen
Vielstoffgemisch in mdglichst reiner Form und unter Erhalt ihrer Struktur und Wirkung
abzutrennen. Fir diese Aufgabe sind Trenntechniken wie die Affinitétstrennung
geeignet, bei der man sich spezifische Wechselwirkungen zwischen Biomolekilen
zunutze macht. Verfahren der Affinitdtstrennung bedienen sich unterschiedlicher
biochemischer Bindungsmechanismen, wie derer zwischen Enzym und Substrat,
Antigen und Antikorper oder zwischen Lektinen und Glykostrukturen. So kann eine
Aufreinigung und  Aufkonzentrierung des Zielmolekils bei  gleichzeitiger
Konservierung der biologischen Aktivitét erzielt werden. Die Affinitdtstrennung stellt
eine wichtige und unverzichtbare Trenntechnik fir die Isolierung und Charakterisierung
von biologischen Makromolekilen dar, von der der Fortschritt in Pharmakologie,
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Biochemie und Biotechnologie in zunehmendem Mal3e abhangig ist (Turkova, 1993,
Anspach et al., 1989).

Der Einsatz der Affinitétstrennung ist derzeit noch oft auf die biochemische Forschung
beschrankt, wo sie der Isolierung der Substanzen im Labormal3stab sowie der Analytik
dient. Einer Aufreinigung von biologischen Wertstoffen im Produktionsmal3stab stehen
oft hohe Kosten fir die Gewinnung der Liganden sowie technol ogische Schwierigkeiten
im Wege. Um diese hochspezifische Trenntechnik auch fir die Aufreinigung gréli3erer
Mengen von Biomolekilen, wie Glykokonjugaten, attraktiver zu machen, bedarf es
noch erheblicher Initiative in der Entwicklung von Adsorbentien, die eine Alternative
zur traditionell verwendeten Agarose bieten; aullerdem sind die Trennparameter
weitreichender zu untersuchen, zu optimieren und an die Anforderungen des
Produktionsmal3stabes anzupassen (Turkova, 1993; Zopf und Ohlson, 1990; Narayanan
und Crane, 1990; Chase, 1984; Larsson et a., 1983).

Es war die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit, einen Beitrag zur LOsung der
geschilderten Problemstellung zu leisten. Es sollte ein biospezifisches Trennverfahren
auf der Basis der Lektin-Affinitatstrennung fur die Fraktionierung und Aufreinigung
von Glykokonjugaten entwickelt werden. Dabei war es das Ziel, das gesamte Verfahren,
von der Auswahl der Lektin-Liganden und der Tragerauswahl tber die Immobilisierung
der Lektine bis hin zu den Trennparametern, detailliert zu untersuchen, zu optimieren
und zu bewerten. Es sollten neue Trégersysteme auf der Basis von Silika und
synthetischen Polymeren bearbeitet und mit konventionellen Systemen auf der Basis
von Agarose verglichen werden. Weiterhin sollten Lektine mit unterschiedlichen
Affinitéten zum Einsatz kommen. Das entwickelte Trennverfahren sollte im weiteren
Verlauf der Arbeit fur die Fraktionierung und die préparative Aufreinigung von
Glykoproteinen eingesetzt werden.

Die Gliederung dieser Arbeit spiegelt die systematische Vorgehensweise bel der
Entwicklung des biospezifischen Trennverfahrens wider. Nach einer Einfihrung in die
theoretischen Grundlagen wird zunéachst die Auswahl der biochemischen Systeme und
der Tragersysteme beschrieben. Die begleitende Analytik wird anschlief3end in ihrer
Methodik dargestellt. Dabel werden Ergebnisse zur Validierung und Verifizierung der
quantitativen Proteinanalytik aufgezeigt. Die folgenden Kapitel zur Immobilisierung der
Liganden, zur Charakterisierung der Lektin-Adsorbentien und zur Affinitatstrennung
von Glykokonjugaten enthalten jewells nach einer kurzen Einfuhrung und Darstellung
der Vorgehensweise wesentliche Ergebnisse der experimentellen Arbeit. In der
Diskussion werden unter anderem die Kosten der Herstellung von Lektin-Adsorbentien
beleuchtet, der Vergleich zwischen den unterschiedlichen Trégersystemen erarbeitet
sowie die entwickelte Methode zur Aufreinigung des Glykoproteins Fetuin aus fetalem
Rinderserum diskutiert.
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2 Grundlagen

2.1  Affinitatstrennung

Die Affinitatstrennung nimmt eine besondere Stellung unter den Trenntechniken ein, da
sie die einzige Technik ist, die es erlaubt, Biomolekile anhand ihrer biologischen
Funktion oder individuellen Struktur abzutrennen. Wegen ihrer Spezifitdét und
Selektivitdt wird die Affinitétstrennung fir die Aufreinigung von Wertstoffen mit
therapeutischem Interesse angewendet. Dabei kann diese Technik an sehr
unterschiedliche Trennprobleme angepald werden und ermoglicht oft schnelle
Trennungen, die mit anderen Methoden aufwendig oder mit der geforderten Reinheit
unmoglich waren. Daher ist die Affinitétstrennung in vielen Laboratorien etabliert, die
sich mit der Aufreinigung von Biomolekllen beschéftigen, wo sie z.B. fur die
Aufreinigung von monoklonalen Antikdrpern, entsprechenden Antigenen, Rezeptoren
oder DNA-bindenden Proteinen eingesetzt wird (Turkova, 1993; Narayanan und Crane,
1990; Walters, 1985).

211 Prinzip

Das fundamentale Prinzip der Affinitétstrennung beruht auf der Eigenschaft von
Biomolekilen, stabile, spezifische und reversible Komplexe miteinander einzugehen.
Ein Bindungspartner eines solchen Komplexes wird an einem Tr&ger immobilisiert.
Dieses System stellt das spezifische Adsorbens fur die Affinitatstrennung dar, mit der
der jewells andere Bindungspartner des Komplexes aufgereinigt werden kann (Turkova,
1993). In Abb. 2-1 werden die Verfahrensschritte der Affinitétstrennung ver-
anschaulicht. Das Affinitats Adsorbens, welches durch die kovalente Bindung des
Liganden an ein Tragermaterial entstanden ist, bildet die stationdre Phase in einer
Trennsaule oder einem Behdlter. Es wird eine Substanzmischung aufgegeben, die die zu
isolierende Substanz, im Folgenden als Adsorptiv bezeichnet, enthdt. Das Adsorptiv
bindet (adsorbiert) spezifisch am Liganden, wenn die Affinité grof3 genug, d.h. die
Dissoziationskonstante dieses Komplexes klein genug ist (Kg<10°mol/L). Die
Bindung kommt zustande, wenn die Bindungsstellen des Liganden hinreichend
zuganglich sind und Parameter wie pH-Wert, lonenstarke sowie die Verweilzeit die
Ausbildung des Komplexes ermgglichen. Beim anschlief3enden Waschen werden alle
Substanzen entfernt, die keine komplementdre Bindungsstelle fir den Liganden
aufweisen. Die Desorption des gewlinschten Adorptivs erfolgt nun entweder spezifisch
durch einen UberschuR an konkurrierendem Liganden (oder Adsorptiv) oder
unspezifisch durch sogenannte deformierende Bedingungen, d.h. einen Wechsel von
pH-Wert, lonenstérke, Temperatur oder den Einsatz von deformierenden Agenzien wie
Guanidin. Die letztere Methode fiihrt zu Veranderungen der dreidimensionalen Struktur
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der Bindungsstelle und kann unter Umsténden die biologische Aktivité von Ligand
oder Adsorptiv beeintrachtigen. Die Trennsaule wird anschliefiend durch Spulen mit
Puffer wieder regeneriert (Turkova, 1993).
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] mierendem Puffer

Abb. 2-1: Prozeld der Affinitatstrennung (nach Turkova, 1993)

Traditionell ~ wird fur  die  beschriebene  Trenntechnik  der  Name
Affinitdtschromatographie verwendet. Da es sich aber bei dieser spezifischen Technik
haufig nicht um eine Chromatographie im eigentlichen Sinne, sondern um einen ,,On-
Off-Mechanismus*, bestehend aus Adsorptions- und Desorptionsschritt, handelt, wird in
dieser Arbeit der Begriff Affinittstrennung verwendet.

2.1.2 Methoden

Ein Meilenstein in der Entwicklung der modernen Affinitétstrennung war die
Entwicklung der Cyanbromid-Methode fir die Immobilisierung von Liganden an
Agarose von Porath et a. (1967) und Axen et al. (1967). Der Gebrauch von festen,
mikropartikuléaren Trégern in der High-Performance Liquid Chromatography (HPLC)
fuhrte zur Entwicklung der High-Performance Liquid Affinity Chromatography
(HPLAC) durch Ohlson et a. (1978). Die entscheidenden Vorteille der
Affinitétstrennung gegentiber anderen fliissigchromatographischen Trennmethoden sind
die Schnelligkeit der Trennung, die einfache Handhabung, die Spezifitét der Trennung
und die schonenden Trennbedingungen unter Erhalt der biologischen Aktivitat der zu
trennenden Substanzen. Obwohl die HPLAC zusétzliche Vorteile bietet, wie hohe
Auflésung, bessere Reproduzierbarkeit und Detektierbarkeit, ist die Niederdruck-
Affinitétstrennung auf der Basis von funktionalisierter Agarose bis heute weit
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verbreitet. Dies ist vor allem auf die einfache und preisgiinstige Handhabung und die
traditionelle Verwendung und damit umfangreichen Erfahrungen zurtickzufihren. Die
praparative Niederdruck-Affinitétstrennung auf der Basis von Agarose eignet sich
besonders fur die Aufreinigung von Substanzen im Labormal3stab. Fir préparative
Anwendung im Proze3-Mal3stab bieten sich mechanisch stabile, pordse Tréger-
materialen an bzw. sind bel entsprechend grofen Saulenvolumina und hoheren
Volumenstromen unverzichtbar. Auf die verschiedenen Trégersysteme, die fur die
Affinitétstrennung verwendet werden, wird im einzelnen spéter in dieser Arbeit
eingegangen.

Es gibt in der Affinitéstrennung eine Reihe von Anwendungen, bel denen man sich
biochemischer Wechselwirkungen innerhalb unterschiedlicher Stoffgruppen bedient.
Die Tabelle 2-1 nennt einige Beispiele fir komplementére Bindungspartner in der
Affinitdtstrennung. Dabel kann die Rolle von Ligand und Adsorptiv jewells
ausgetauscht werden (Turkova, 1993; Carlsson et al., 1989, S. 277; Janson, 1984, S.31).

Tabelle 2-1: Beispiele fur in der Affinitatstrennung verwendete spezifische und
reversible Komplexe

Ligand Adsor ptiv / aufger einigtes Produkt

Biospezifische Komplexe

Lektine Glykoproteine, Glykolipide, Polysaccharide,
Oligosaccharide, Zellen

Antikorper Antigene, Viren, Zellen

Enzyme Substrate, Inhibitoren, Co-Faktoren

Nukleinsduren Komplementére Basensegquenzen, Histone,
Polymerasen

Hormone, Vitamine Rezeptoren, Carrier-Proteine

Saccharide Lektine, Enzyme

Protein A, Protein G Immunglobuline

Heparin Wachstumsfaktoren, K oagul ationsfaktoren,

nukleinsdurebindende Proteine
Andere Komplexe
Synthetische Farbstoffe Verschiedene Proteine
Metallchelat Verschiedene Proteine

Grundsétzlich lassen sich gruppenspezifische und hochspezifische Adsorbentien
unterscheiden. Als Beispiel fur gruppenspezifische Adsorbentien kénnen Heparin- oder
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Protein A-Adsorbentien genannt werden. Als gruppenspezifische Methode kann
ebenfalls die Metallchelat-Affinitatstrennung angesehen werden, bei der die Eigenschaft
von Aminosauren ausgenutzt wird, mit Metallionen Komplexe zu bilden. Ebenso kann
die Farbstoff-Affinitdtstrennung dazu gezahlt werden, bel der synthetische
polyzyklische Farbstoffe wie Cibacron Blue immobilisiert werden, um eine Vielzahl
von Enzymen abzutrennen. Hochspezifische Adsorbentien kommen in der Immuno-
Affinitétstrennung zum Einsatz, wo Antigen oder Antikorper immobilisiert bzw.
aufgereinigt werden. Die Dissoziationskonstanten von Antigen-Antikorper-Komplexen
liegen hier bei Kg=10°-10" mol/L. Lektin-Adsorbentien kénnen sowohl
hochspezische als auch gruppenspezifische Matrices darstellen, abhangig vom Lektin
und der Art der Zielmolekile. Als Beispiele fir Liganden seien hier die Lektine vom
Weizen (WGA, Wheat Germ Agglutinin) mit einer Affinitée zu N-Acetyl-D-
Glucosamin (GlIcNAc) und vom Ricinus (RCA, Ricinus communis Agglutinin) mit einer
Affinitdt zu b-D-Galactose genannt. Die Dissoziationskonstanten von Lektin-
K ohlenhydrat-K omplexen liegen fiir einfache Zucker bei Kq= 10 - 10* mol/L und fiir
multivalente Makromolekiile bei Kq= 10° — 10" mol/L (Mattiasson, 1988).

Methoden der Affinitatstrennung werden fur unterschiedliche Zwecke eingesetzt.
Generell kann man dabel analytische von praparativen Anwendungen unterscheiden.
Unter besonderer Berlicksichtigung der Lektin-Affinitétstrennung werden im Folgenden
Beispiele fur beide Anwendungen genannt:

Analytische Anwendungen der Affinitatstrennung

Analytische Methoden der Affinitatstrennnung kommen beispielsweise bei der
Strukturaufkl&rung von Biomolekilen zum Einsatz. So ergeben sich durch das
Retentionsverhalten einer Substanz an einem Lektin-Adsorbens auch entsprechende
strukturelle Informationen Uber die Saccharidreste eines Glykokonjugates. Green und
Baenziger (1989) nutzten die Lektin-HPLAC fir die Charakterisierung von
unbekannten Oligosacchariden. Als besondere Variante sei die sogenannte serielle
Lektin-Affinitétstrennung (SLAC, Serial Lectin Affinity Chromatography) genannt.
Eine Kombination verschiedener Lektine wird verwendet, um eine komplexe Mischung
von freien Glykanen oder Glykopeptiden zu fraktionieren. Diese Technik bietet sich vor
alem an, um N- und O-Glykane zu identifizieren und fir eine weiterfihrende
Strukturaufkl&rung zu isolieren. Durch den Einsatz unterschiedlicher Lektine mit einem
breiten Spektrum von Bindungsspezifitéten konnen Substanzmischungen auf der Basis
ihrer Saccharidstrukturen aufgetrennt werden (Y oshida et al., 1999; Cummings, 1997
und 1994; Merkle und Cummings, 1987). Weitere Anwendungen in der analytischen
Trennung von Glykostrukturen mittels Lektin-Affinitatstrennung wurden beschrieben
von Wang et al. (1988), Green et al. (1987a, 1987b) oder Borchert et al. (1982).

Von Zopf und Ohlson (1990) wird die sogenannte ,, Weak-affinity chromatography*
beschrieben. In diesem Fall liegen weniger spezifische Bindungsmechanismen vor.
Aufgrund von Dissoziationskonstanten im Bereich von Kq = 102-10* mol/L kommt es
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nicht zu einer festen Adsorption der Probenmolekiile, sondern zu einer Retention und
damit zu einer chromatographischen Trennung des Substanzgemisches.

Weiterhin kann die analytische Affinitétstrennung auch als sogenannte , quantitative
Affinitétstrennung® fir die Bestimmung von Bindungsparametern und Affinitéts
konstanten definierter Komplexe herangezogen werden. Adsorptionskinetiken geben
einen Hinweis Uber die Dauer bis zur Einstellung des Sorptionsgleichgewichts.
Adsorptionsisothermen werden im Zustand des Gleichgewichts bestimmt und kdnnen
diskontinuierlich oder mit Hilfe von Durchbruchskurven in der kontinuierlichen
Trennung aufgenommen werden. Fir Einzelheiten sei auf die Ubersichtsarbeiten von
Nicoud und Seidel-Morgenstern (1996), Winzor (1992) oder Chaiken (1986) verwiesen
sowie auf Untersuchungen von Finette et al. (1997), Bjorklund und Hearn (1997) oder
Anspach et a. (1990).

Der Einsatz von Lektinen als Lektin-Sensor in der Surface Plasmon Resonance Technik
eroffnet eine Vielzahl weiterer anaytischer Anwendungen. Bei dieser Technik kann das
Lektin beispielsweise an einer Sensoroberflache immobilisiert werden. Diese wird als
Affinitdtsdetektor dann in Kombination mit einer Affinitétstrennung oder einer anderen
flissigchromatographischen Trenntechnik verwendet. Die spezifische Adsorption eines
Analyten an der Sensoroberfléche induziert dabei in Abhéngigkeit von der Menge ein
Melisignal (Blikstad et a., 1996). In umgekehrter Reihenfolge |&3t sich auch ein
Glykokonjugat immobilisieren und die Affinitét zu verschiedenen Lektinen bestimmen
(Okazaki et a., 1995).

Praparative Anwendungen der Affinitatstrennung

Die préparativen Affinitétstrennung wird zur Aufreinigung von biologischen
Wertstoffen aus natlrlichen Vielstoffgemischen, Extrakten oder Nahrlésungen
eingesetzt. Bei einer hohen Affinitdt zwischen Ligand und Zielkomponente liegt im
allgemeinen eine grofe Differenz der Bindungskonstanten zu den Ubrigen
Probenkomponenten vor, die eine deutliche Abtrennung des Zielmolekiils zu Folge hat
(hohe Selektivitét). Dadurch wird auch die Aufgabe von grofen Probenvolumina
maoglich, wenn beispielsweise verdiinnte Extrakte vorliegen. Wahrend der Adsorption
des Wertstoffs kommt es zur Anreicherung desselben am Adsorbens, und nach dem
anschlief3enden Desorptionsschritt kann eine Aufkonzentrierung des Wertstoffs um den
Faktor 100 leicht erreicht werden (Narayanan und Crane, 1990). Die milden
Trennbedingungen dieser Technik schonen die biologische Aktivitét der Zielmolekile.
Das , On-Off-Trennprinzip® erméglicht die automatisierte Anwendung sowohl im
diskontinuierlichen Betrieb (Batch-Adsorption) als auch im kontinuierlichen Saulen-
Betrieb. Dabel kann die Affinitétstrennung als einziger Trennschritt ausreichen oder zur
Feinreinigung verwendet werden. Aul3er gegebenenfalls Dialyse und Trocknung sind im
allgemeinen keine nachfolgenden V erfahrensschritte notwendig.
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Aus der Vielfalt der praparativen Anwendungen der Affinitéatstrennung sollen hier nur
einige wenige erwahnt werden. Ding und Xu (1995) reinigten Rinderthrombin mittels
Heparin-Affinitétstrennung auf und erzielten eine 402fache Aufreinigung bei einer
Rickgewinnung von 87 %. Eine Aufreinigung mittels Immuno-Affinitétstrennung im
Prozefimaldstab wurde von Wells et al. (1993) fir rekombinantes humanes Antigen CD4
beschrieben. Leger et al. (1987) setzten eine Lektin-Affinitétstrennung as letzten
Schritt der Aufreinigung von Proteasen aus Pilzkulturen ein und erreichten in der
Summe eine 126fache Aufreinigung bei einer Wiederfindung von 32 %. Callaway et al.
(1986) reicherten Collagenase mittels Lektin-Affinitatstrennung 55fach an. Renauer et
al. (1985) reinigten native Membran-Glykoproteine mittels Lektin-Affinitétsttrennung
auf und erreichten dabel eine 58fache Anreicherung bel einer Rlckgewinnung von
90 %. Humanes Interferon aus Zellkulturen wurde mittels kombinierter Lektin- und
Phenyl-Affinitétstrennung aufgereinigt (Faktor 4000) bei einer Rickgewinnung von
63 % (Mikulski et al., 1980). Fur weitere Informationen und Beispiele sei auf das Buch
von Turkova (1993) sowie die Ubersichtsartikel von Burnouf et al. (1998), Ohlson et al.
(1989), Janson (1984) oder Chase (1984) verwiesen.

2.2 L ektine

2.2.1 Geschichte und Definition

Die Entdeckung der Lektine reicht bis in das Jahr 1888 zuriick, als Stillmark eine
toxische, zellagglutinierende Proteinfraktion im Extrakt von Ricinussamen beschrieb.
Kurze Zeit darauf entstand der Begriff ,Hamagglutinin® fur pflanzliche Proteine, die
zur Agglutination von Erythrozyten beféhigt sind. Die Bezeichnung , Lektin“ (lat.
legere = auswahlen) fur Antikorper-ahnliche Molekile wurde von Boyd und Shapleigh
(1954) eingefuhrt. 1974 wurde das erste Saugetierlektin aus Leber isoliert (Ashwell und
Morell). Heute werden Lektine definiert als Proteine oder Glykoproteine, die spezifisch
an Zuckerreste binden und keine Enzymaktivitédt besitzen. Sie sind damit von
Antikorpern und Enzymen abgegrenzt (Lindhorst, 2000; Gabius, 1995; Goldstein und
Poretz, 1986; Goldstein et a., 1980).

2.2.2  Eigenschaften, Vorkommen und biologische Funktionen

Lektine bestehen aus zwei bis 8 Untereinheiten und verfliigen Uber eine oder mehrere
Kohlenhydrat-Bindungsstellen (engl. carbohydrate recognition domain), an denen
Saccharide gebunden werden. Dabei beféahigt ihr multivalenter Charakter die Lektine
zur Agglutination von Zellen und Glykokonjugaten, denn durch Quervernetzung
konnen grofRere Agglomerate entstehen. Die Informationen, die in den Oligosacchariden
von Glykokonjugaten kodiert sind, werden von Lektinen erkannt. Die Bindungsstellen
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der Lektine erkennen dabei spezifisch Form, Ladung, Anomere, Bindungsposition,
Ringgroflle, Verzweigung und Monosaccharidsequenz der Kohlenhydratmolekiile,
wobel die erkennbaren Einheiten normalerweise Hexamere oder kleinere sind (Laine,
1997). Der biochemische Komplex beinhaltet verschiedene molekulare Krafte und
Wechselwirkungen, wie ionische Bindungen, Wasserstoff-Briickenbindungen,
hydrophobe Wechselwirkungen, Dipol-Dipol-Wechselwirkungen oder Charge-Transfer-
Komplexe. Das Zusammenspiel dieser Kréfte innerhalb der Bindungsstellen ist die
Basis fur die Spezifitdt der Bindung. Dabei spielt auch die Multivalenz, d.h. die
Interaktion mit mehreren Bindungstellen an einem Makromolekdl, eine wichtige Rolle
im Hinblick auf Spezifitdt und Stéarke (Williams und Davies, 2001; Gabius, 1995).
Tabelle 2-2 zeigt beispielhaft Bindungsspezifitdten von Lektinen (die Strukturen einiger
Monosaccharide sind in Kapitel 12.1 aufgezeigt).

Tabelle 2-2: Bindungsspezifitaten einiger Lektine (Cummings, 1997)

Lektin Gebundene Glykostrukturen
Sambucus nigra Agglutinin (SNA) NeuAca2-6GalNAc-R
Helix pomatia Agglutinin (HPA) GalNAcal-R

Ulex europaeus Agglutinin-1 (UEA-I) Fucal-2Gal-R

Maackia amurensis Leukoagglutinin (MAL) NeuAca2-3Galb1-4GIcNAcb1-R

Lektine kommen in allen Organismen (Pflanzen, Pilzen, Mikroorganismen und Tieren)
vor, wo sie sich in den unterschiedlichsten Geweben und Organen befinden (Cummings,
1997). Sie liegen dabel entweder in geloster Form oder membranstandig vor.
Pflanzliche Lektine werden aus Bléattern, Stamm, Wurzel, Bliten oder den Samen
gewonnen. Viele der charakterisierten Pflanzenlektine stammen aus der Familie der
Leguminosen. Aber auch aus Gramineen, Euphorbiaceen oder Solanaceen sind schon
seit langer Zeit Lektine bekannt (Rudiger, 1981). Viele kommerziell erhdtliche Lektine
sind Samenlektine. Pflanzliche Lektine sind zumeist |6slich und besitzen mehrere
Bindungsstellen, die ihnen die Eigenschaft zur Agglutination von Zellen verleihen.
Viele pflanzliche Lektine sind fir den Menschen toxisch oder haben auf menschliche
Lymphozyten mitogene Wirkung. Die Toxine Abrin (Abrus praecastoris,
Paternostererbse) und Ricin (Ricinus communis, Wunderbaum) gehdren zu den
giftigsten Lektinen. Sie bestehen aus einer A- und einer B-Kette, die durch ene
Disulfidbricke miteinander verbunden sind. Die B-Kette bindet an die Zelloberfléche
wéhrend die A-Kette in die Zelle eintritt und dort als Hemmstoff der ribosomalen
Proteinsynthese wirkt. Der aktive Teil des Ricin kann Gber 2000 Ribosomen pro Minute
inaktivieren, so dal3 bereits der Eintritt weniger Molekile in das Zytosol einen
dramatischen Effekt fur die Zelle hat (Sandvig und van Deurs, 1999). Abbildung 2-2
zeigt Ricin in seiner raumlichen Struktur. Die A-Kette ist gelb und die B-Kette rot
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dargestellt, die weillen Kugelmodelle zeigen Lactosemolekile, die an den
Kohlenhydrat-Bindungsstellen der B-Kette gebunden sind.

Abb. 2-2: Ricin, A- und B-Kette (PDB-File": 2AAl; Rutenber et al., 1991)

Tierische Lektine variieren stark in ihren Strukturen. Es lassen sich (1)
membrangebundene Glykoproteine, (2) 16sliche monomere Proteine und Glykoproteine
und (3) |6sliche multimere und multivalente Proteine und Glykoproteine unterscheiden.
Sie werden aufferdem auch anhand von Seguenzhomologien eingeordnet. Als
sogenannte C-Type Lektine werden solche mit gemeinsamen Sequenzmotiv bezeichnet,
die zu ihrer Bindungsaktivitat Calciumionen ben6tigen. Galectine besitzen dhnliche
Aminosauresequenzen und benétigen kein Calcium. P-type Lektine binden
phosphorylierte Mannosylreste (Lindhorst, 2000; Cummings, 1997).

Die physiologischen Funktionen der Lektine in ihrer nattirlichen Umgebung sind noch
nicht umfassend geklart. Viele Lektine dienen als Rezeptoren fur Glykokonjugate. Die
bekannten Funktionen in Pflanzen erstrecken sich vom einfachen Speicherprotein bis zu
Abwehrfunktionen gegen Fremdmolekile. In Leguminosen spielen Lektine eine Rolle
in der Symbiose mit dem Pilz Rhizobium, wo sie an der Interaktion beteiligt sind (Lis
und Sharon, 1986; S.393ff). Tierische Lektine haben oft hochspezielle Funktionen in
der Zelladhdsion, Signallbertragung, bei Entziindungsvorgéngen oder beispielsweise
eine Funktion als Rezeptor in der Leber bei der Metabolisierung von Asialoproteinen.
Das mannosebindende Protein MBP spielt eine Rolle in der frihen Immunabwehr, wo

1 PBD: Protein Data Bank, betrieben vom Research Collaboratory for Structural Bioinformatics (RCSB)
unter www.rcsh.org/pdb. Das Kirzel 2AAl bezeichnet den Datensatz (PDB-File) des Proteins. Die
raumlichen Strukturen der in dieser Arbeit abgebildeten Proteine wurden mit dem Programm ,, Swiss-
PdbViewer" erstellt.
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es mit Oligosacchariden auf pathogenen Organismen wechselwirkt (Lindhorst, 2000;
Gabius, 1995; Cummings, 1997).

2.2.3 Verwendung

Schon lange bevor die biologischen Funktionen der Lektine untersucht wurden, machte
man sich die Eigenschaften der Pflanzenlektine, Zellen zu agglutinieren und Zucker zu
binden, zunutze. Lektine werden dazu verwendet, Zellen zu identifizieren, zu
stimulieren und zu separieren, Uber das Bindungs- und Agglutinationsverhalten
Informationen Uber Glykokonjugate zu gewinnen oder die Aktivitdt von
Glykosyltransferasen zu untersuchen. Die Agglutination von Erythrozyten durch
Lektine 143t sich durch Zugabe bestimmter Zucker hemmen. Uber diese
Inhibitionsversuche wurden klassisch die Bindungsspezifitdéten der Lektine selbst
festgestellt und quantifiziert. Dabel wird fir ein Monosaccharid die Referenzaffinitat 1
definiert und man erhédt fur die untersuchten Mono- und Oligosaccharide die dazu
relativen Affinitéten (Goldstein und Poretz, 1986).

Kovalente Bindung

Tragermatrix /

N

Glykostruktur

..o

Lektin-Ligand

Abb. 2-3: Schematische Darstellung eines immobilisierten Lektins

Fur die praktische Anwendung in der Affinitdtstrennung werden Lektine an
Trégermaterialien immobilisiert (siehe Abb. 2-3). Lektine sind a's Liganden schon seit
langer Zeit bekannt. lhre Bindungsféhigkeit gegeniiber Glykostrukturen hat man sich
fur die Aufreinigung einer grofen Zahl von Substanzen zunutze gemacht. Zu diesen
gehdren Oligo- und Polysaccharide, Glykopeptide, Glykoproteine, Glykolipide,
Hormone und Zellen (Turkova, 1993; Cummings, 1997; Green und Baenziger, 1989;
Borchert et al., 1982). Beispiele fur Lektin-Affinitatstrennungen wurden bereits in Kap.
2.1.2 genannt.
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3  Auswahl der biochemischen Systeme

In diesem Kapitel werden die ausgewahlten biochemischen Systeme beschrieben. Dazu
gehdren die Lektine, die as Liganden in der Affinitétstrennung verwendet wurden, und
die als Adsorptive verwendeten Glykokonjugate. Neben den Standardmaterialien aus
der Gruppe der Glykoproteine und Glykolipide werden auch die eingesetzten
Vielstoffgemische beschrieben.

3.1 Lektin-Liganden

Es wurden in dieser Arbeit drei verschiedene Lektine als Liganden eingesetzt. Im
Folgenden sollen diese mit ihren wichtigsten Eigenschaften vorgestellt und die Grinde
fir die Auswahl genannt werden.

3.1.1 Concanavalin A

Das wohl bekannteste, meist untersuchte und aufgrund seiner besonders vielseitigen
Bindungseigenschaften technisch am haufigsten verwendete Lektin stammt aus der
Schwertbohne (Canavalia ensiformis) und heif3t Concanavalin A (Con A). Es wurde
bereits 1936 aus dem bis zu 3 % des Lektins enthaltenden Samen der Schwertbohne
isoliert und kristallisiert. Con A ist eéin Metalloprotein, das fur seine Bindungsaktivitét
Calcium- und Manganionen benttigt. Es besteht aus 4 identischen Untereinheiten von
jeweils 27000 g/mol und 238 Aminosduren. Con A ist im Gegensatz zu vielen anderen
Lektinen kein Glykoprotein. Seine Quartarstruktur ist abhéngig vom pH-Wert, oberhalb
von pH 5 liegt Con A als Dimer vor und Uber pH 7 als Tetramer (Sigma, 2000; Sharon
und Lis, 1989; Goldstein und Poretz, 1986).

Abb. 3-1 zeigt auf der linken Seite die raumliche Struktur des Con A in der Backbone-
Darstellung. Es wird deutlich, dal3 das Protein durch Faltblattstrukturen stabilisiert ist.
Auch kann man die gebundenen Metallionen deutlich erkennen. Rechtsist Con A unter
Hervorhebung seiner 4 Untereinheiten dargestellt. In den Bindungsstellen sind jewells
fixierte Trimannoside a's weif3e Kugelmodelle hervorgehoben.

Con A bindet Mannose und Glucose, dabei ist das Saccharid-Monomer mit der groften
Ubereinstimmung zur Bindungsstelle die a-D-Mannose. Die Affinitdt zu den
Monosacchariden verhdlt sich dabel in der Reihenfolge a-D-Glucose < a-D-
Mannose << Metyl-a-D-mannose. Von Swaminathan et al. (1998) wird das 3,6-di-O-
(a-D-Mannopyranosyl)-a-D-mannopyranosid als Kohlenhydrat beschrieben, welches
die Bindungsstelle ausfullt. Dam et a. (1998) beschreiben die Fixierung des Core-
Trimannosids (siehe auch Abb. 3-5) von asparagingebundenen Oligosacchariden (N-
Glykanen) in der Con A-Bindungsstelle. Die Abbildung 3-2 zeigt die von Con A
gebundenen Glykane nach Cummings, 1997.
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Abb. 3-1: Raumliche Struktur von Con A mit gebundenen Trimannosiden (PDB-File:
1CVN; Naismith und Field, 1996)

Manal- 2Manal- 6

High Mannose-Type
Manal-6 9 P

Manal-2Manal-3 Manb1-4GIcNAcb1-4GlcNach1-Asn

Manal-2Manal-2Manal-3

Manal-6 Hybrid-Type
Manal-6
Manal-3 Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcb1-Asn
+/-[NeuAca2-3(6)Galb1-4]GlcNAcbl-2Manal-3 +/-Fucal-6

Biantennary
Complex-Type

[
+/-[NeuAca2-3(6)]Galb1-4GIcNAch1-2Manal-6

Manb1-4GIcNAcb1-4GIcNAcb1-Asn

+/-[NeuAca2-3(6)Galb1-4]GIcNAcb1-2|Mana1-3 +/-Fucal-6

Abb. 3-2: Von Con A gebundene Oligosaccharid-Srukturen (nach Cummings, 1997)

Con A wurde aufgrund seiner Popularitdt und der dadurch verfigbaren Datenvielfalt
und Anwendungsbeispiele als Ligand fur die Affinitétstrennung ausgewahlt. So bot sich
die Maoglichkeit, die Entwicklung der Con A-Adsorbentien und Trennparameter
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vergleichend zu bewerten. Ein weiterer Vorteil von Con A ist das breite Spektrum der
Bindungsaffinitdten gegenlber verflgbaren Glykokonjugaten, denn eine Reihe von
Substanzen enthalten endsténdige Mannosen bzw. das genannte Core-Trimannosid.
Nicht zuletzt ist dieses Lektin preisgunstigster als die meisten anderen erhéltlichen
Lektine und eignet sich aus diesem Grund besonders fur methodische Untersuchungen.

3.1.2  Ricinus communis Agglutinin

Wél¥ige Extrakte der Ricinusbohne enthalten zwei unterschiedliche aber strukturell
verwandte Lektine. Das eine ist das stark zytotoxisch wirkende und bereits im Kapitel
2.2.2 beschriebene und abgebildete Ricin. Esist ein schwaches Hamagglutinin und wird
aufgrund seiner Molmasse von etwa 60.000 g/mol auch RCAg genannt. Das zweite
Lektin, das Ricinus communis Agglutinin  (RCA;, RCAix), ist ein starkes
Hamagglutinin und ein schwacher Inhibitor der Proteinsynthese. Es ist ebenfalls stark
toxisch, wenn auch schwécher als Ricin. Das Ricinus communis Agglutinin wurde als
Ligand in der hier vorliegenden Arbeit verwendet und wird im Folgenden mit RCA
abgekurzt. Esist ein Glykoprotein mit einer Molmasse von 120.000 g/mol und besteht
aus zwel Untereinheiten, die sich jeweils aus einer A- und ener B-Kette
zusammensetzen und dem Ricin sequentiell und strukturell sehr &hnlich sind (siehe
Abb. 2-2). RCA besitzt insgesamt zwei identische und unabhangige Bindungsstellen fur
b-D-Galactose, die in den B-Ketten der Untereinheiten positioniert sind (Frenoy et al.,
1986; Baenziger und Fiete, 1979). Die Bindungsaffinitéten fur die freilen Saccharide
Galactose und Lactose werden mit Kg=8,1" 10* bzw. Kg=2,6" 10° mol/L
angegeben (Goldstein und Poretz, 1986). Generell werden Glykane mit terminalen
Galactosen gebunden; Cummings (1997) nennt die Glykostruktur b-D-Gal-1,4-b-D-
GIcNAC-1,0-R (terminales Lactosamin) als Voraussetzung fur die Bindung eines
Glykans, wobei feste Bindungen hochspezifisch nur mit verzweigten, multivalenten N-
Glykanen zustande kommen.

RCA ist technologisch besonders interessant aufgrund seiner Spezifitét zu Galactose,
welche sowohl in  Glykoproteinen as auch in tierischen Glykolipiden
(Glykosphingolipiden, siehe Kap. 3.2.3) stark reprasentiert ist. Auflerdem weist RCA
eine grof3e Anzahl stabilisierender Disulfidbriicken auf und ist daher unempfindlich
gegen pH Anderungen und Proteolyse. Durch diese Stabilitét eignet es sich besonders
als Ligand fur die Affinitétstrennung.

3.1.3 Wheat Germ Agglutinin

Das Lektin Triticum vulgaris Agglutinin wird im allgemeinen Wheat Germ Agglutinin
(WGA) genannt und ist ein Lektin aus dem Samen des Weizens. 1972 gelang es Nagata
und Burger sowie LeVine et a., WGA zu isolieren und zu kristallisieren. WGA ist ein
kohlenhydratfreies Protein und besteht aus zwel identischen Untereinheiten. Es liegt bei
pH 7,2 as Dimer mit einer Molmasse von 36.000 g/mol und bei pH 1,9 als Monomer
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mit einer Masse von 18.000 g/mol (Sigma, 2000; Goldstein und Poretz, 1986). Die
Struktur von WGA ist in der Abbildung 3-3 dargestellt.

Abb. 3-3: Raumliche Struktur von WGA mit gebundenen Saccharidstrukturen von
Salopeptiden (PDB-File: 1CWG; Wright und Jager, 1993).

WGA ist ein chitinbindendes Lektin. Messungen mittels Gleichgewichtsdialyse
ergaben, da? jedes Monomer 2zwe unabhdngige Bindungsstellen fir N-
Acetylglucosamin (GIcNAc) besitzt (Nagata und Burger, 1974). Es konnte alerdings
festgestellt werden, da? die beiden Bindungsstellen des WGA Monomers
unterschiedliche Affinitéten zu GIcNAc und N-Acetylneuraminsdure (NeuNAc) haben.
Eine Bindungsstelle (P-Site) des Monomers weist eine Affinitat zu beiden Sacchariden
auf, wahrend NeuNAc nicht an die zweite Bindunsgstelle (S-Site) bindet (Wright, 1984;
Wright und Jéger, 1993). Es wird daher im weiteren Verlauf dieser Arbeit von zwei
Bindungsstellen fir das dimere WGA ausgegangen. Die Bindungsstarke fir
Oligosaccharide nimmt mit der Anzahl der GIcNAc-Reste stark zu. Das Disaccharid
N,N’-Diacetylchitobiose wird 131mal stérker gebunden als das Monomer und das
Trisaccharid N,N",N""-Triacetylchitotriose 3700mal stérker (Goldstein und Poretz,
1986). Seine Bindungsaffinitét macht WGA als Ligand fur die Affinitatstrennung von
siainsaurehaltigen Glykoproteinen interessant.
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3.2  Glykokonjugate

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Glykokonjugate in ihrer Eigenschaft als Adsorptive in
der Lektin-Affinitétstrennung untersucht. Es wurden im wesentlichen Glykoproteine
bearbeitet, im weiteren Verlauf der Arbeit auch Substanzen aus der Gruppe der

Glykalipide.

3.2.1 Déefinition und Einteilung

Glykokonjugate stellen wichtige Biomolekile der Zelle dar (Kap. 1). Der Begriff
Glykokonjugate bezeichnet Molekile, bei denen ein Kohlenhydratanteil (Mono-, Oligo-
oder Polysaccharid) kovalent an ein Protein oder ein Lipid gebunden ist. Die Vielfalt
innerhalb dieser Substanzklasse ist sehr grof3, denn zu den Glykokonjugaten gehdren
neben den Glykoproteinen und Glykolipiden, bei denen der Protein- bzw. Lipidanteil
Uberwiegt, auch die Lipopolysaccharide und die Proteoglykane, bei denen der
Kohlenhydratanteil Uberwiegt. Der Kohlenhydratanteil besteht bei den Glykoproteinen
und Glykolipiden typischerweise aus bis zu 20 Monosacchariden, bel Lipo-
polysacchariden und Proteoglykanen kann dieser erheblich grofer sein. In der
Biosynthese dieser komplexen Glykokonjugate nutzt die Natur neben der Auswahl an
unterschiedlichen Monosaccharid-Bausteinen die verschiedensten Verknipfungs- und
Verzweigungsmoglichkeiten, so dal? eine gigantische Strukturvielfalt innerhalb dieser
Substanzklasse vorliegt.? Wenn die Oligosaccharidketten verzweigt sind, spricht man
von oligoantenndren Verbindungen, wobel normalerweise di- bis pentaantennare
Strukturen vorliegen. Die dadurch gegebene ,Multivalenz“ der Molekile in Bezug auf
die Wechselwirkung mit einem Bindungspartner ist ein wichtiger Aspekt fur die
Spezifitdt und Stérke der Bindung. An jeder glykosylierten Stelle eines Proteins kénnen
die Oligosacharidstrukturen variieren. Die unterschiedlich glykosylierten Varianten
bezeichnet man as Glykoformen dieses Proteins oder auch als Mikroheterogenitét. Fir
weitere Einzelheiten zu diesem Thema sei auf das Buch ,, Glycosciences® (Gabius und
Gabius, 1997) sowie auf die Ubersichtsartikel von Lindhorst (2000), Gabius (2000) oder
Brockhausen et al., (1998) verwiesen.

3.22 Glykoproteine

Zahlreiche Proteine, vor alem tierische Albumine und Globuline, sind Glykoproteine.
Sie tragen am Proteingeriist zumeist an mehreren Stellen Oligosaccharid-Seitenketten,

2 Kohlenhydrate weisen innerhalb der biologischen Bindungspartner von Proteinen in einer kurzen
Sequenz potentiell die grofte Anzahl von Variationsmdglichkeiten auf. Unter Verwendung einer
Ublichen Bibliothek von 20 verschiedenen Monosacchariden ergeben sich fur die Bildung eines
Hexasaccharids (einschliefllich verzweigter 1somere) theoretisch 10™ verschiedene Strukturen (Laine,
1997).
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die entweder O-glykosidisch mit den OH-Gruppen von Serin oder Threonin verknipft
sind (O-Glykane) oder N-glykosidisch mit den Amidgruppen des Asparagins (N-
Glykane). Die O-Glykane haben haufig den Basisaufbau b-D-Gal-1,3-a-D-GalNAc-
1,0-Ser (oder Thr). In den N-Glykanen liegen komplexere, verzweigte Basisstrukturen
vor. Das Core-Saccharid (Kern, Basisstruktur) wiederholt sich dabel in vielen
unterschiedlichen Proteinen (siehe Abb. 3-4). Dieses tragt variabel weitere
Verzweigungen und weitere endstandige Saccharidbausteine, wie Mannosen oder
Neuraminsauren.

Man. a16

Man —2 GIcNACZE GlcNAC—E Asn
Man/al,3 \ +/-

b14

GIcNAc

Abb. 3-4: Core-Region der N-Glykane von Glykoproteinen

Die Neuraminsdure besitzt as Bestandteil von Glykokonjugaten eine zentrale
Bedeutung. Sie liegt meist in ihrer acetylierten Form vor. lhre N-Acetyl- und O-
Acetylderivate sind unter dem Sammelnamen Sialinsduren bekannt. Sie spielen bel der
organspezifischen Erkennung von Glykoproteinen eine wichtige Rolle. Wenn die
endstandigen Sialinsduren durch Neuramidasen abgespalten werden, andert sich das
Merkmal des Glykoproteins beispielsweise mit dem Ergebnis, dal? es dem Blutkreislauf
durch Abbau in der Leber entzogen wird (Lindhorst, 2000).

In dieser Arbeit wurden die folgenden Glykoproteine ausgewahlt und als Adsorptive in
der Affinitétstrennung verwendet:

Fetuin

Fetuin (FET) ist ein im Blut von Sdugetieren welit verbreitetes Glykoprotein. Esist ein
a-Globulin, gehort zur Cystatin-Familie und ist beteiligt an der Akutphasen-Reaktion.
Alle Fetuine sind glykosyliert, wenn auch in unterschiedlichem Ausmal3. Das Rinder-
Fetuin wurde bereits 1944 von Pedersen in hohen Konzentrationen im fetalen
Rinderplasma nachgewiesen. Es ist dem menschlichen Serumprotein aHS
Glykoprotein homolog. Rinder-Fetuin enthélt einen Kohlenhydratanteil von etwa 30 %
bei einer Molmasse von 48.400 g/mol. Es besitzt insgesamt 6 Glykane, von denen 3 bi-
und triantennédre N-Glykane mit endstandigen Sialinsduren sind (Sigma, 2000; Green et
al., 1988; Nilsson et al., 1979). Trotz seiner vielféltig untersuchten Struktur sind die
physiologischen Funktionen dieses Proteins noch nicht vollsténdig aufgeklért. Brown et
al. (1992) faldten verschiedene Funktionen zusammen, die bisher fur Fetuin postuliert
wurden. Unter anderem wurde Fetuin eine wachstumsférdernde Wirkung nachgewiesen
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(Demetriou et a., 1996), weshalb fetales Rinderserum in Nahrmedien fur Zellkulturen
eingesetzt wird. Fetuin wurde aufgrund der Untersuchungen von Bhavanandan und
Katlic (1979) ausgewahlt, die dessen Bindung an WGA-Sepharose beschrieben.

Asialofetuin

Asiaofetuin (ASF) wird aus Fetuin durch Abspaltung der Sialinsduren gewonnen. ASF
hat eine Molmasse von 44.200 g/mol (Sigma, 2000) und besitzt analog zu Fetuin 3
asparagingebundene di- und triantenndre N-Glykane. Abbildung 3-5 zeigt ein
triantennares N-Glykan, welches Uber Asparagin (Asn) mit dem Protein verknipft ist.
Durch die Entfernung der Sialinsauren liegen die dahinter liegenden b-D-Galactosen als
endsténdige Reste frei. ASF findet Verwendung as Modellsubstanz in der
biochemischen Forschung (Gupta et al., 1996; Yet et al., 1988). Fir diese Arbeit wurde
ASF als Adsorptiv aufgrund der Untersuchung von Gupta et al. (1996), der die Bindung
von RCA und ASF in freler Losung beschreibt, ausgewahlt. Die Affinitét zwischen
RCA und ASF wurde von Okazaki et al. (1995) mittels Surface Plasmon Resonance
bestimmt und mit Ko= 1,9 10® L/mol (Kg= 5,3 10 mol/L) angegeben.

b1,4 b12
Gal— GIcNAc——Man a1

Man =2 GlcNACZ GlcNAC—E Asn

b1l,4

Gal—= GIcNAc \bLZ /M3
an

M
Gal 212 GIcNAc/'Dl'4

Abb. 3-5: Struktur eines triantennéren N-Glykans von Asialofetuin

Saures ai-Glykoprotein

Saures a;-Glykoprotein (AGP) heildt auch Orosomucoid und ist ebenfals ein im
Blutplasma von Saugetieren vorliegendes Protein. Es enthdlt bi-, tri- und tetraantennére
Glykane, in denen Galactose, Mannose, Fucose sowie GIcNAc und NeuNAc enthalten
sind. Je nach Spezies variieren die Strukturen des AGP. Fur diese Arbeit wurde das a;-
Glykoprotein aus Rinderserum as Adsorptiv fur verschiedene Lektin-Adsorbentien
eingesetzt. Die Molmasse betrégt 42.000 + 2.000 g/mol und der Kohlenhydratanteil
etwa 26 %. Die biologische Funktion des AGP ist noch nicht eindeutig geklart.
Allerdings wurde im Zusammenhang mit bestimmten Krankheitszustanden ein erhohter
Serumgehalt von AGP festgestellt (Tamura et a., 1989; Hunter und Games, 1995).

Ovomucoid

Ovomucoid ist ein Trypsin-Inhibitor aus dem Hihnereiweil3 mit einer Molmasse von
28.000 £ 1.500 g/mol. Der Anteil von Ovomucoid am Gesamtproteingehalt des
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Huhnereiweil3es betrégt etwa 10 %. Der Kohlenhydratanteil von Ovomucoid betragt
20 - 25% und enthélt GIcNAc und NeuNAc as Hauptbestandteile (Watanabe et al.,
1981). Ovomucoid wurde ausgewéahlt, da Bhavanandan und Katlic (1979) eine Bindung
von Ovomucoid an WGA-Sepharose beschrieben. Es wurde als Adsorptiv fir WGA
und RCA eingesetzt.

Per oxidase

Die in dieser Arbeit verwendete Peroxidase (POD) ist ein extrazelluldres Enzym aus
dem Meerrettich. POD spaltet Wasserstoffperoxid und katalysiert dadurch die
Oxidation verschiedener Substrate. Sie ist ein monomeres Glyko- und Ham-Protein mit
einer Molmasse von 44.000 g/mol. Auf3er dem Eisen(l11) in der Ham-Gruppe sind noch
2 Calciumionen pro Molekil enthalten. Es sind 8 neutrale Glykane vorhanden, die alle
N-glykosidisch gebunden sind. Das Pflanzenenzym enthélt bis zu 21 verschiedene
Komponenten (Isoenzyme), von denen die meisten unterschiedliche Glykoformen sind.
Meerrettich-POD wurde ausgewdhlt, da sie eine breite Anwendung in Forschung und
Diagnostik fur die Markierung und anschliefiende Analytik von Substanzen findet.
Darliber hinaus wurde eine Fraktionierung von POD mittels Con A in der Literatur
bereits beschrieben (Gajhede et al., 1997; Borchert et al., 1982).

Lactoferrin

Lactoferrin ist ein eisenbindendes Glykoprotein, das in hohen Konzentrationen in Milch
und anderen Korperflissigkeiten vorhanden ist. Lactoferrin gehdrt zur Familie der
Transferrine und ist an dem Ablauf von Entziindungsprozessen und der Immunantwort
beteiligt. Es hat eine bakterizide Wirkung. Das in dieser Arbeit verwendete Lactoferrin
stammt aus menschlicher Milch und ist ein monomeres Glykoprotein von 80.000 g/mol
(Salmon et ., 1997).

Glucose Oxidase

Die verwendete Glucose Oxidase (GOD) ist ein Flavoprotein aus dem Schimmelpilz
Aspergillus niger. GOD ist eine Oxidoreduktase und katalysiert in Gegenwart von
molekularem Sauerstoff die Oxidation von D-Glucose unter Freisetzung von
Wasserstoffperoxid. GOD enthdlt FAD as prosthetische Gruppe und hat einen
Kohlenhydratanteil von 24 - 30 %. Aufgrund der vorhandenen Trimannoside wurde
GOD as Adsorptiv fur Con A eingesetzt. GOD liegt als dimeres Glykoprotein mit einer
Molmasse von etwa 160.000 g/mol vor (Abb. 3-6). Dieses Enzym ist von erheblichem
kommerziellen Interesse. Es wird in Biosensoren, in der Lebensmittelherstellung, fr
die Produktion von Gluconsdure sowie fir die Bestimmung von Glucose in
medizinischen und Lebensmittel proben eingesetzt (Wohlfahrt et a., 1999; Kalisz et al.,
1991).
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Abb. 3-6: Glucose Oxidase; hellblau: FAD, gelb: Trimannosid, grin: GlcNAc, (PDB-
File: 1GPE; Wohlfahrt et al., 1999).

323  Glykolipide

Alle biologischen Membranen enthalten Lipidderivate als ihre Hauptbestandteile. Diese
Molekile spielen die wesentliche Rolle fir die Ausbildung der Membranstruktur, da sie
amphiphil sind und lamellare Doppelschichten ausbilden konnen. Neben den
Phospholipiden und Steroiden liegen auch Glykolipide als Bestandteile der Membranen
vor. Glykolipide bestehen aus einem Saccharid- und einem Lipidanteil, die kovalent
verknipft sind. In der Membran ist der lipophile Teil zwischen anderen Lipiden
verankert (siehe auch Abb. 1-1), wahrend das hydrophile Glykan in das waéldrige
Medium der Zellumgebung hineinreicht. Bei Pflanzen und Algen kommen vor alem
Glykoglycerolipide vor, bei denen der Oligosaccharidteil O-glykosidisch an ein 1,2-Di-
O-Diacylglycerin gebunden ist. Bei Tieren kommen héufig Glykosphingolipide vor, die
auf dem langkettigen Aminoalkohol Sphingosin basieren. Die biologischen Funktionen
der Glykolipide sind, wie die der Glykoproteine, sehr vielseitig. Sie sind meist in
Prozesse der Zellerkennung und SignalUbertragung involviert. Dabel werden die
Glykolipide unter anderem von Lektinen gebunden und erkannt. Die Glyko-
sphingolipide kommen vor allem im Nervengewebe von Saugetieren vor und entstehen
durch glykosidische Verknipfung eines Saccharids mit N-Acyl-sphingosin. Der
hydrophobe Grundkoérper N-Acyl-sphingosin wird als Ceramid bezeichnet (grau
unterlegt in Abb. 3-7). Die Cerebroside stellen die einfachsten Glykosphingolipide dar,
da sie nur einfache Saccharide tragen. Als Beispiel ist in der Abbildung 3-7 das
Galactocerebrosid dargestellt, welches essentiell fur die Zellmembran der Nervenzellen
im Gehirn ist. Ganglioside sind komplexere Glykosphingolipide. Es sind Ceramid-
Oligosaccharide, die mindestens einen Sialinsdurerest enthalten. Ganglioside machen
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as Membranbestandteile der Zelloberflache 6% der Gehirnlipide aus.
Glykosphingolipide sind in walrigen Systemen oft nur schlecht und unter Ausbildung
von Mizellen, Vesikeln oder lamellaren Schichten 16dlich. In organischen
Losungsmitteln 10sen sie sich unter Ausbildung inverser Mizellen. Fur Details sai auf
Lehrbicher der Biochemie (z.B. Voet und Voet, 1994) oder auf die Artikel von
Curatolo (1987) oder Hakomori und Igarashi (1995) verwiesen. Die in dieser Arbeit
verwendeten Standardsubstanzen wurden in Hinblick auf das Vorhandensein von
Galactose, Glucose und GIcNAc sowie nach ihrer Verfugbarkeit ausgewahlt. Es wurden
folgende Substanzen eingesetzt:

Galactocerebroside (Typ | und 11, aus Rinderhirn)
Glucocerebroside (aus menschlicher Milz)

L actocerebroside (Rind)

N-Stearyl-L actocerebroside (halbsynthetisch)

Monosialogangliosid-GM; (aus Rinderhirn)

i
/\/\/\/\/\/\/
HO—C—C—C
| H H
HC—N—CW(R)
CH,OH | H |
(o)
OH (o) Q—CH2
H
OH H
H H
H OH

Abb. 3-7: Struktur eines Galactocerebrosids (grau: N-Acyl-sphingosin, Ceramid)

3.24 Saccharide

Die Strukturen einiger Monosaccharide sind im Anhang (Kap. 12.1) dargestellt. Als
Elutionszucker zur Verdrangung von spezifisch adsorbierten Glykokonjugaten wurden
eingesetzt:

Mannose fir Con A
Lactose fur RCA
N-Acetyl-glucosamin fur WGA

Die Elutionszucker zeigen nur eine schwache Absorption im UV-Bereich (I = 280 nm)
und kénnen daher im Detektorsignal gut von den Proteinen unterschieden werden.
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Als Adsorptive in der Lektin-Affinitétstrennung wurden weiterhin  folgende
Zuckerderivate eingesetzt, die durch die Funktionalisierung ein Absorptionsmaximum
bei | =300 nm aufweisen:

p-Nitrophenyl a-D-Mannose (PNP-Man)
p-Nitrophenyl b-D-Galactose (PNP-Gd)
p-Nitrophenyl a-D-Glucose (PNP-GIc)
p-Nitrophenyl b-D-Lactose (PNP-Lac)

3.3  Naturliche Vielstoffgemische

Fetales Rinder serum

Die flussige Phase des Blutes ist das Plasma. Serum entsteht aus Plasma durch die
Abtrennung (Gerinnung) des Fibrinogens. Fetales Rinderserum (FBS, Fetal Bovine
Serum) besteht aus etwa 3 g Gesamtprotein pro 100 mL (Baetz et al., 1976). Fur eine
Abtrennung von Fetuin aus Rinderserum bietet sich fetales Serum an, da Fetuin hier as
eine Hauptkomponente mit einem Gehalt von 1-2,1 g/ 100 mL vorhanden ist. Im
adulten Rinderplasma liegen neben einer Reihe von anderen Proteinen nur etwa 40 -
60 mg Fetuin/ 100 mL vor (Brown et a., 1992; Spiro, 1960). Fetuin wird
Ublicherweise unter Verwendung chemischer Trennverfahren entweder nach Pedersen
(2947) mittels Ammoniumsulfatféllung oder nach Spiro (1960) durch eine kalte
Ethanol-Extraktion aus Serum aufgereinigt. In dieser Arbeit sollte Fetuin auf der Basis
des entwickelten Affinitatstrennverfahrens aus fetalem Serum aufgereinigt werden. FBS
wurde in gefrorener Form kommerziell erworben.

Rinder hir n-Extr akt

Fur die Affinitétstrennung von galactosehaltigen Glykolipiden aus einem natirlichen
Vielstoff-Gemisch wurde ein Glykolipid-Rohextrakt aus Rinderhirn ausgewéhlt und
bearbeitet. Dieses Materia ist ein Chloroform-Methanol (1/2, v/v) Rohextrakt, der in
getrockneter Form kommerziell erworben wurde (Brain Extract Type VII from Bovine
Brain). Er enthdlt die wesentlichen Phospholipide und Glykolipide des Hirngewebes.
Die enthaltenen Substanzen wurden mittels Dunnschichtchromatographie qualitativ
untersucht. Der Rinderhirn-Extrakt wurde in wél¥igem Puffer gelost und mittels
Affinitétstrennung an RCA-Adsorbentien fraktioniert.
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4  Tragersysteme

4.1  Tragermaterialien fur die Proteinreinigung

Bel der Produktion von Proteinen ist der Schritt der Aufreinigung, d.h. die Isolierung
des Zielproteins aus einem Substanzgemisch, von grof3er Bedeutung fur die Qualitdt des
Produktes. Aulerdem trégt dieser Schritt wesentlich zu den gesamten Produktions-
kosten bei. Oft werden fur die Aufreinigung der Proteine chromatographische M ethoden
oder Methoden der selektiven Adsorption eingesetzt. Die fur diese Techniken
verwendeten Adsorbentien basieren auf weichen oder harten Tragermaterialien. Weiche
Trégermaterialien auf der Basis von Agarose, Dextran oder Cellulose sind nicht nur bei
der Aufreinigung im Labormal3stab, sondern auch im Produktionsmal3stab noch weit
verbreitet, da sie preiswert sind, die fur die Proteintrennung bendtigten grof3en
Porendurchmesser besitzen und aufgrund ihrer Hydrophilie eine geringe unspezifische
Adsorption von Proteinen aufweisen. Innerhalb der adsorptiven Trenntechniken
kommen auch harte Trégermaterialien auf der Basis von Silika oder synthetischen
Polymeren zum Einsatz. Diese Materialien bieten viele Vorteile, was zu einem weit
verbreiteten Einsatz bei analytischen Trennungen fiuhrte und in immer gréf3eren Mal3e
auch eine Verwendung im Produktionsmal3stab zur Folge hat. Ein wesentlicher Vorteil
dieser Materialien ist ihre mechanische Stabilitét, welche hohere Druckabfélle Uber die
Trennsdule und damit hohere Volumenstrome ermdglicht. Die Verwendung von
kleineren Partikeln beschleunigt dabei den Stofflbergang. Dadurch dal3 die Partikel,
ausgenommen einige Polymertrdger, nicht quellen, kommt es bel verschiedenen
Pufferzusammensetzungen oder pH-Werten nicht zu Volumenanderungen. Weiterhin ist
ein Scale-up des L abormal3stabs unkompliziert und fir das Trégersystem reproduzierbar
durchzufiihren. Das Resultat dieser Vorteile sind hohere Stoffdurchsétze und geringere
Prozef3kosten. Obwohl es eine Reihe vielversprechender Untersuchungen auf diesem
Gebiet gibt, bestent immer noch ein grof3er Forschungs- und Entwicklungsbedarf in
Hinblick auf den Einsatz und die Bewertung neuer Tragermateridien fur die
Aufreinigung von Proteinen, die den hohen Anforderungen an Effizienz,
Produktqualitdt und Prozef3dkonomie gerecht werden konnen (Conder und Hayek,
2000; Fahrner et a., 1999; Bjérklund und Hearn, 1997, Finette et a., 1997; Kakita et
al., 1991; Anspach et al., 1990). Nachteilig konnen sich bel Silika die chemische
Instabilitdt gegeniber hohen pH-Werten, die beispielsweise fir die Sterilisation
angewendet werden, und mitunter unspezifische Adsorption von Proteinen an der
Silikaoberflache erweisen. Letzteres kann durch gezieltes Endcapping oder das Belegen
mit hydrophilen Polymeren optimiert werden. Die synthetischen Polymertrager
hingegen weisen als Nachteil im wesentlichen die Quellfahigkeit auf.
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4.2  Verwendete Tragersysteme

Generell ist eine Verwendung von meso- und makropordsen® Tragermaterialien in der
Affinitatstrennung sinnvoll. Diese kénnen sowohl mit mittleren Partikelgrofien (50 -
100 pm) als Niederdruck-Affinitétstrennung as auch mit Mikropartikeln (10 - 20 pm)
als High-Performance Affinitétstrennung (HPLAC) eingesetzt werden. Die fir diese
Arbeit verwendeten Tragermaterialien wurden unter einer Reihe von Gesichtspunkten
ausgewahlt. Einerseits war es wichtig, makropordse Trager zu verwenden, da die
Lektin-Liganden und Adsorptive selbst Makromolekile mit Molekilausmalden von
80 A oder mehr darstellen. Andererseits war es erstrebenswert, Trager mit moglichst
grof3en spezifischen Oberfldchen einzusetzen, da der hohe Platzbedarf der Liganden
einen minimierenden Faktor fur die Arbeitskapazitét des Lektin-Adsorbens darstellt.
Weiterhin sollten als Tragermaterialien Silika und Polymere verwendet werden;
Agarose wurde a's Vergleichsmaterial berticksichtigt.

4.2.1 Tragermaterialien auf Basisvon Silika

Es wurden zwei synthetische, amorphe Silika-Materialien der Firma Grace Davison
(Worms) verwendet. Tabelle 4-1 fal¥ die wichtigsten Kenndaten der Tréger zusammen:

Tabelle 4-1 : Kenndaten der verwendten Slika-Trager

Name Arbeits Mittl. Poren- Poren- Partikel- Dichte  Spez.

(Hersteller) -kiirzel durchmesser volumen durchmesser [g/cm®] Oberflache
[A] * [em®/g] *  [um] ** ** [m?/g] **

XWP-GEL PO05 500 10-12 253 2,23 76

PO05

XWP-GEL 1005 500 10-12 84 2,18 78

1005

(* Herstellerangaben; ** eigene Messungen; *** Messungen Universitét Hamburg)

Die PartikelgroRenverteilungen wurden mit einer Analysentechnik auf der Basis der
Laser-Streuung bestimmt. Der Tabellenwert gibt den Mittelwert der GrofRenverteilung
von je 2 Messungen an. Die Dichte der Materialien wurde mittels Helium-Pyknometrie
bestimmt. Der Tabellenwert gibt den Mittelwert von 5 Messungen an. Die Messungen
der spezifischen Oberflachen wurden von der Arbeitsgruppe unter Prof. Moritz (Institut
flr Technische und Makromolekulare Chemie, Universitdét Hamburg) durchgeftihrt. Es

3 Unpordse Tragermaterialien werden mitunter auch flr Proteintrennungen verwendet (Lee, 1997), kamen
aber wegen der Diskrepanz zwischen bendtigter Oberfléche und noch praktikablen Partikel-Dimensionen
flr diese Arbeit nicht in Frage.
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wurde die Methode der Stickstoff-Adsorption mit Auswertung nach BET (Brunauer,
Emmet und Teller) verwendet. Die Herstellerangabe fiir beide Trager war 70 - 90 m?/g.

Die Abbildungen zeigen raster-elektronenmikroskopische Aufnahmen des Materias
1005 (von der Abteilung Membranentwicklung, Institut for Chemie, GKSS-
Forschungszentrum Geesthacht GmbH). Die irreguldren Partikelformen sind im Bild
links oben deutlich zu erkennen. Die VergrofRerung rechts unten zeigt die
Porendffnungen:

Abb. 4-1: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von XWP 1005.

4.2.2 Tragermaterialien auf Basis synthetischer Polymere

Es wurde zum einen ein Polymer-Tréger (Polymer G60-H20) verwendet, welcher eine
Entwicklung der Arbeitsgruppe Prof. Moritz (Institut fir Technische und
Makromolekulare Chemie, Universitit Hamburg) darstellt. Das Materia ist en
Copolymer aus Glycidylmethacrylat und Ethylenglycoldimethacrylat, das im
Suspensionsverfahren unter Zusatz von 20 % Hexanol als Porogen hergestellt wurde
(Nau, 2001). Das makropordse Material quillt in waldrigen Systemen nicht.

Weiterhin wurde ein Trager der Firma TosohBiosep (Stuttgart) verwendet. Bei diesem
Material handelt es sich um ein hydrophiles, habstarres Copolymer aus
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Oligoethylenglykol, Glycidylmethacrylat und Pentaerythrol-Dimethacrylat (Turkova,
1993; S.192f). Das Materiad ist mit mittleren Partikelgrof3en unter dem Namen
» Toyopearl” und mit Mikropartikeln fir die HPLC-Anwendung unter dem Namen
» TSKgel“ im Handel. Es zeichnet sich durch hohe Hydrophilie, minimale unspezifische
Protein-Adsorption und eine hohe chemische Stabilitét und pH-Stabilitét (von pH 2 -
12) aus. Esist autoklavierbar und wird von Mikroorganismen nicht angegriffen. Durch
die Quellung des Materials in wél¥igen Medien vermindert sich alerdings die
Druckstabilitét. Toyopearl wurde als loses, mit Tresylgruppen funktionalisiertes
Material erworben; das verwendete TSKgel wurde, ebenfalls mit Tresylgruppen
funktionalisiert, as fertig gepackte HPLC-Saule (7,5mm”~ 75mm Stahlsiule)
erworben. Auf die Funktionalisierung wird néher im Kapitel 4.3 eingegangen. Die
Tabelle 4-2 fal¥ die wichtigsten Kenndaten der Trager zusammen. Die Trageranalytik
wurde in Analogie zu den silikatischen Tréger durchgefuhrt (siehe Kap. 4.2.1).

Tabelle 4-2: Kenndaten der verwendten Polymer-Tréger

Name Arbeitss Mittl. Poren- Druck- Partikel- Dichte  Spez.

(Hersteller)  kirzel  durchmesser stabilitdt durchmesser [g/cm®]  Oberflache
[A] * [bar] *  [um] * [mP/g]

Toyopearl Toyo- 1000 7 65 * 1,32 42 ***

AF-Tresyl- pearl

650 M

TSKgel TSKgel 1000 20 10 * - -

Tresyl-5PW

Polymer H20 3000 - 103 ** 1,29 29 *

G60-H20

(* Herstellerangaben; ** eigene Messungen; *** Messungen Universitét Hamburg)

Weiterhin wurde eine mit Con A funktionalisierte Trennsaule der Firma (Sigma-
Aldrich, Munchen) fuar HPLAC Trennungen verwendet. Die Trennsule mit der
Bezeichnung SigmaChrom AF-Con A hatte Dimensionen von 8 mm x 50 mm. Das
hydrophile Trégermaterial wies Partikeldimensionen von 20 pm auf und war mit 15 mg
Con A/g Tréger funktionalisiert (Herstellerangaben), wobei keine volumenbezogene
Angabe verflgbar war.

Die Abbildung 4-2 zeigt raster-elektronenmikroskopische Aufnahmen des Materials
Toyopearl (von der Abteilung Membranentwicklung, Institut fir Chemie, GKSS-
Forschungszentrum Geesthacht GmbH). Im Bild links oben sind die gleichméidig
kugelformigen Partikel zu erkennen. Die beiden unteren Vergrél3erungen zeigen die
Porentffnungen, dieim Vergleich zu 1005 (Abb. 4-1) grofer sind:
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Abb. 4-2: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Toyopear|

4.2.3 Tragermaterialien auf Basisvon Agarose

Fur vergleichende Untersuchungen mit den selbst hergestellten Adsorbentien wurden
handelsiibliche Lektin-Agarosen verwendet. Agarose ist ein quellféhiges Hetero-
Polysaccharid aus Agar, der aus Rotalgen gewonnen wird. Die vorherrschenden
Bausteinen der Agarose sind b-D-Galactopyranose und 3,6-Anhydro-a-L-
Galactopyranose, die aternierend verknipft und an etwa jedem 10. Galactoserest mit
Schwefelsaure verestert sind (Walters, 1985, S. 1100). Folgende Lektin-Agarosen der
Firma Sigma-Aldrich (M Unchen) kamen zum Einsatz:

1) Concanavain A - Agarose

Concanavalin A Typ V-B immobilisiert an vernetzte 4 %ige Agarose-Perlen; Con A
wurde vom Hersteller an mit p-Nitrophenylchloroformiat funktionalisierte Agarose
immobilisiert. Der Con A - Gehalt wird fir die verwendete Charge mit 18 mg/mL
angegeben. Der mittlere Partikeldurchmesser der Agarose-Perlen wurde auf 85 pum
bestimmt (He et al., 2001).
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2) RCA - Agarose

Ricinus communis Agglutinin RCA120 immobilisiert an vernetzte 4 %ige Agarose-
Perlen; RCA wurde vom Hersteller an mit p-Nitrophenylchloroformiat aktivierte
Agarose immobilisiert. Der Proteingehalt wird fir die verwendete Charge mit
3,5 mg/mL angegeben.

3) WGA - Agarose

Triticum vulgaris Agglutinin immobilisiert an vernetzte 4 %ige Agarose-Perlen; Der
WGA-Gehalt wird mit 6 und 8 mg/mL fir die beiden verwendeten Chargen angegeben.

4.3  Funktionalisierung

Zur Herstellung eines Affinitatsadsorbens muf3 der gewahlte Ligand, in diesem Fall das
Lektin, an die Tragermatrix immobilisiert werden. Dies geschieht aus Stabilitatsgrinden
moglichst durch eine kovalente Bindung. Generell besteht die Modifizierung eines
Trégermaterials zur Herstellung eines Affinitatsadsorbens aus den folgenden Schritten:

1) Aktivierung der Tragermatrix mit funktionellen Gruppen (Funktionalisierung)
2) Immobilisierung des Liganden
3) Inaktivierung bzw. Blockierung der verbleibenden reaktiven Gruppen

Auf die Funktionalisierung der Trégermaterialien (1) wird im Folgenden eingegangen.
Die Immobilisierung der Liganden (2) und die Inaktivierung der funktionellen Gruppen
(3) werden im Kapitel 6 behandelt.

Funktionalisierung der Trager matrix

Sowohl die in der Literatur beschriebenen as auch die im Handel angebotenen
Varianten der moglichen Funktionalisierungen von Trégermaterialien sind vielféltig.
Voraussetzung fur die Ligandanbindung ist das Vorhandensein von entsprechenden
Gruppen am Liganden, die mit der gewdhlten funktionellen Gruppe des Trégers
reagieren konnen. Es werden unter anderem folgende Varianten beschrieben
(Narayanan und Crane; 1990; Carlsson et al., 1989; Nilsson und Mosbach, 1984):

Aktivierung mit Cyanbromid

Funktionalisierung mit Carboxylgruppen

Funktionalisierung mit Aminogruppen

Funktionalisierung mit Epoxidgruppen

Funktionalisierung mit organischen Sulfonylchloriden (Tosylchlorid, Tresylchlorid)

Die Immobilisierung der Liganden erfolgt bei individuellen Reaktionsbedingungen und
ist haufig unter Verwendung weiterer Chemikalien durchzufiihren. Klassisch wird fr
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die Immobilisierung an Agarose Cyanbromid verwendet. Diese Methode weist aber
einige Nachteile auf, wie zum Beispiel die geringe Stabilitdt der Cyanbromidaktivierung
an sich, was die Lagerung der funktionalisierten Trager einschrankt (Nilssson und
Mosbach, 1984, S.57). Weiterhin ist die Bindung der Liganden verhdltnisméaliig instabil
(insbesondere bel pH-Werten < pH 5 und > pH 10), was zur Auswaschung fuhren kann
(Bjorklund und Hearn, 1997, S.113; Narayana und Crane, 1990, S. 14; Lasch und
Koelsch, 1978, S.186). Die Immobilisierung an Epoxidgruppen erfordert 8 - 48 h bei
pH-Werten von pH 8,5- 12. Die Anbindung von Proteinen an mit Carboxylgruppen
aktivierte Matrices erfolgt bei pH 4-6 in 24- 48 h. Dabel ist die Verwendung von
Carbodiimid fur die Reaktion notwendig Die Immobilisierung von Proteinen an mit
Aminogruppen substituierte Trager erfolgt ebenfalls unter Verwendung weiterer
Chemikalien wie Carbodiimid oder NaCNBH3 (TosohBiosep, 2001; Narayanan und
Crane, 1990; Carlsson et al., 1989).

Fur diese Arbeit wurde aus mehreren Grinden ene Funktionalisierung mit
Tresylchlorid (2,2,2-Trifluorethansulfonyl-chlorid) ausgew&hlt. Die Funktionalisierung
von Trégermaterialien mit Tresylchlorid wurde bereits von Nilsson und Mosbach (1981,
1984, 1987) beschrieben. Sie eignet sich besonders fir die Anbindung von Proteinen, da
die Reaktion unter milden Bedingungen stattfindet (pH 7-9) und die Proteine nicht
schadigt. Die Bindung erfolgt Uber priméare Aminogruppen oder Thiolgruppen der
Aminosduren des Proteins. Die Reaktion ist vergleichsweise schnell (wenige Stunden)
und lauft ohne den Einsatz weiterer Chemikalien ab. Die Tresylaktivierung ist bei
trockenem Material oder bei Lagerung in verdiinnter Salzsdure einige Monate stabil.

Mitunter ist es sinnvoll, den Tréager unter Einbindung eines sogenannten Spacers, eines
Abstandshalters, zu funktionalisieren. Dieser Spacer vergrof3ert die Distanz zwischen
Trégeroberfléche und Ligand und kann daher zu einer besseren Zuganglichkeit des
Liganden beitragen. Dieses ist insbesondere bei niedermolekularen Liganden und
makromolekularen Adsorptiven sinnvoll. Auch bei makromolekularen Liganden, wie
den Lektinen, kann die Verwendung eines Spacers von Vorteil sein. Ubliche Spacer
bestehen aus zwei terminalen funktionellen Gruppen und einer in der Lange wahlbaren
C-Kette wie z.B. 6-Aminohexansaure (Walters, 1985, S. 1102).

Die Tragermaterialien auf Silika-Basis und der Polymertrager H20 lagen zunéchst als
Rohmaterialien vor, mit Silanolgruppen einerseits und Epoxidgruppen andererseits auf
der Oberflache. Diese Materialien wurden in der Arbeitsgruppe unter Prof. Niemeyer
am Institut fur Thermodynamik (Universitét der Bundeswehr, Hamburg) funktionalisiert
bzw. mit Tresylchlorid aktiviert (Cartellieri et a., 2000). Es wurden jeweils Chargen
mit und ohne Einbindung des Spacers Butandioldiglycidylether hergestellt. Bel dem
Polymertréger H20 konnte direkt tresyliert werden, da bereits Epoxidgruppen auf der
Oberflache vorlagen. Die tresylierten Tréger wurden unter verdiunnter Salzsdure
gelagert und fur die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt. Die verschiedenen
Varianten der Funktionalisierung sind im Anhang (Kap. 12.5.2) schematisch aufgezeigt.
Die verwendeten Trégermaterialien Toyopearl und TSKgel der Firma TosohBiosep
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wurden mit Tresylgruppen funktionalisiert und in trockener Form bezogen und fir die
Immobilisierung der Lektine eingesetzt.
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5  Analytik

5.1  Quantitative Proteinanalytik

Fur die Quantifizierung der Liganden wahrend der Immobilisierung sowie fur die
Analytik der Glykoproteine als Adsorptive in der Affinitéstrennung wurde eine
einheitliche Proteinanalytik durchgefiihrt.

511 Prinzip

Die Konzentration von Proteinen und Glykoproteinen wurde auf der Grundlage der
Proteinbestimmung nach Bradford analysiert (Bradford, 1976). Das Prinzip basiert auf
einer Farbstoffanlagerung an das Protein, die quantitativ spektrophotometrisch erfalit
werden kann. Durch die Anlagerung des polyzyklischen Farbstoffs Coomassie Brilliant
Blau G-250 an die Polypeptidkette des Proteins tritt eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums des Farbstoffs von | =465 nm (braunrote Form) zu einer
Wellenldnge von | =595 nm (blaue Form) ein. Aus dem Mechanismus wird deutlich,
dal3 die gebundene Farbstoffmenge fir jedes Protein individuell unterschiedlich ist,
weshalb flr eine genaue Quantifizierung das in der Probe vorliegende Protein selbst als
Standard verwendet werden sollte. Proteine weisen generell eine grofere
Empfindlichkeit auf als Glykoproteine. Wenn die Probenproteine nicht als
Standardmaterial zur Verflgung stehen, ist es tblich, BSA (Bovines Serum Albumin)
als Standard zu verwenden und den Proteingehalt ,, nach Bradford“ anzugeben. Da der
Methode eine nichtstochiometrische Anlagerung zugrunde liegt, tritt ein linearer
Zusammenhang zwischen Mef3signal und Konzentration nur in einem kleinen Bereich
auf. Durch geeignete Festlegung das Mefdereichs kann aber mit guter
Ubereinstimmung eine lineare Ausgleichsfunktion fur die Auswertung herangezogen
werden.

5.1.2  Durchfuhrung

Es wurde ein kommerziell erhdtliches Bradford-Farbreagenz der Firma Sigma-Aldrich
(MUnchen) verwendet. Um den Protein- und Reagenzienverbrauch minimal zu halten
und den Probendurchsatz zu erhthen, wurde die Methode auf die Messung in
Mikrotiterplatten angepald und in einem entsprechenden Spektrometer vermessen. Es
wurden Platten mit 96 Probenplétzen eingesetzt. Da der Farbstoff an Oberfléchen
adsorbiert, wurden Einwegplatten verwendet. Es wurden jeweils 100 pL Proben- und
StandardlGsungen in die Klvetten vorgelegt und mit 100 uL Reagenz versetzt. Nach 10
min wurden die Extinktionen bei | =595 nm vermessen und gegen einen Reagenzien-
Blindwert ausgewertet.
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5.1.3 Validierung

Die im Kapitel 5.1.2 beschriebene Bestimmung wurde fur zwei Proteine (BSA, Con A)
und zwel Glykoproteine (RCA, ASF) validiert. Methodisch wurde dabel nach den
Richtlinien der ,,International Conference on Harmonisation* fur die Qualifizierung von
Analysenmethoden vorgegangen (ICH Steering Committee, 1996).

Die Arbeitsvorschrift der Bestimmung ist im Anhang (Kap. 12.4.1) beschrieben. Jedes
Protein wurde 4fach vermessen und die arithmetischen Mittelwerte der Extinktionen
verwendet. Die Linearitét des Arbeitsbereiches wurde tiber 6 Standardkonzentrationen
(0,2- 1,0 pg) bestimmt. Es wurden fur jeweils 3 verschiedene Probenkonzentrationen
von jewells 3 Einzelproben innerhalb des Arbeitsbereiches die Genauigkeit
(Wiederfindung) und die Wiederholpréazision ermittelt. Weiterhin wurden Nachweis-
und Bestimmungsgrenzen ermittelt.

In Tabelle 5-1 sind die wichtigsten analytischen Kenndaten der validierten Methode
dargestellt. Alle Proteine zeigten im angegebenen Arbeitsbereich mit Korrelations-
koeffizienten von 0,9955-0,9992 eine gute Linearitét. Die Empfindlichkeit der
Bestimmung war erwartungsgemald fir die Proteine BSA und Con A etwas grol3er as
fur die Glykoproteine RCA und ASF.

Tabelle 5-1 : Ubersicht analytischer Kenndaten der validierten Methode

Kenndaten BSA Con A RCA ASF
Linearer Mef3bereich [ug] 02-10 02-10 02-10 02-10
Korrelationskoeffizient R 0,9955 0,9992 0,9961 0,9977
Empfindlichkeit S[Ext/ug] 0,2053  0,1299 0,1136 0,1254
Mittlere Wiederfindung [%]  0,4pg  120,0 120,0 106,0 119,8
(jlen=3) 0,6ug 1052 100,4 91,1 108,1
08ug 104,1 104,6 98,2 110,3
Wiederholprézision/ Relative 0,4 ug 3,3 54 6,2 15
Standardabw. s« [%0] (N = 3) 0,6 g 6,3 1.9 5.6 2.3
0,8 ug 2,3 1,9 6,9 2,0
Nachweisgrenze [jug/100ul] 0,022 0,032 0,040 0,036
Bestimmungsgrenze 0,067 0,106 0,121 0,110

[Hg/100pL ]

Bel den mittleren Wiederfindungen traten insgesamt Abweichungen von 0,4 - 20 % auf,
wobei die Abweichungen bel den héheren Probenkonzentrationen (0,6 pg; 0,8 pg) nur
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0,4-10,3% betrugen. Die Wiederholprazisionen (Streuung durch zuféllige Fehler)
betrugen 1,5 — 6,9 %.
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Abb. 5-1: Wiederfindungen der analysierten Proteine

Abbildung 5-1 veranschaulicht die Einzelwerte fir die Wiederfindungen der jeweiligen
Proteine bei den Probenmengen 0,4 pg, 0,6 pug und 0,8 pg. Diese Ubersicht zeigt, dal?
die Bestimmung insgesamt gute Ergebnisse lieferte, wobel die Einzelmel3werte um die
konventionell wahren Werte streuen. Dabei fallt auf, dal3 die Bestimmung fur 0,4 ug
tendenziell gegeniber dem wahren Wert etwas zu hohe Ergebnisse lieferte. Die
Wiederfindungen wichen mit 106 - 120 % nach oben ab und waren vom Betrag her
grof3er als die Wiederholprézision, die hier mit Werten von 1,5 — 6,2 % &hnlich hoch lag
wie bei den Proben mit 0,6 und 0,8 pg. Das weist darauf hin, daf3 hier zu der Streuung
durch zufdllige Fehler noch ein systematischer Fehler, beispielsweise durch die
Einwaage oder aus einem Verdinnungsschritt, beitrug. Die Bestimmungsgrenzen lagen
etwa um den Faktor 2 unterhalb der kleinsten Standardkonzentration von 0,2 pg.
Einzelheiten zur Validierung finden sich im Anhang (Kap. 12.4.2).
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5.2  Quantifizierung der Immobilisierung

Bel der Herstellung von Affinitétsadsorbentien ist es wichtig, die an den Tréger
immobilisierte Ligandmenge zu quantifizieren. Da es sich bel den hier verwendeten
Liganden um Proteine und Glykoproteine handelte und die Analytik schnell und einfach
sein sollte, wurde die Proteinbestimmung nach Bradford als Uberstandsanalytik
angewendet.

521 Bestimmung der Immobilisierungsausbeute

Der Uberstand der Reaktionslsung wurde am Ende der jeweiligen Reaktionszeit gegen
die entsprechende Stamml6sung (mo) des zu immobilisierenden Lektins vermessen. Aus
dem Verlust an Protein im Uberstand (my — ms) wurde die immobilisierte Menge Lektin
pro g oder mL Trager berechnet und die Ausbeute y in % bestimmt:

v [%] = (mo - rrr:ls)* 100 (1]

y = Ausbeute [%]
mo = Menge Lektin aufgegeben [mg]
ms = Menge Lektin im Uberstand [mg]

5.2.2 Verifizierung der Uber standsanalytik

Es galt, fur den weiteren Verlauf der Arbeit sicherzustellen, dald sich mit der oben
beschriebenen Uberstandsanalytik tatsachlich die am Trager immobilisierte
Lektinmenge hinreichend genau quantifizieren 18%. In der Literatur werden
verschiedene Methoden beschrieben, wie man den Proteingehalt eines Affinitétstragers
bestimmen kann, wie UV-Absorption, Aminosdure-Analyse nach Hydrolyse des
Adsorbens oder die Elementanalyse des Adsorbens (Nilsson und Mosbach, 1984).

Um die Zuverlassigkeit der Uberstandsanalytik und damit die Bestimmung der
Ausbeute der Immobilisierung nach Kap. 5.2.1 zu Uberprifen wurden stichprobenartig
mit BSA und Con A belegte Trager mittels Elementaranalyse auf ihren Stickstoffgehalt
analysiert. Diese Anaytik wurde von der Arbeitsgruppe unter Prof. Niemeyer (Institut
far Thermodynamik, Universitét der Bundeswehr, Hamburg) durchgefiihrt. Nach der
Immobilisierung der Proteine an verschiedene Adsorbentien wurden diese grundlich
gewaschen (15mal), getrocknet und vermessen. Der ermittelte Stickstoffgehalt wurde
Uber die Herstellerangaben des Stickstoffgehalts fur das jeweilige Protein in den
Proteingehalt umgerechnet.
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In der Tabelle 5-2 sind die Ergebnisse von Uberstandsanalytik und Elementaranalyse
gegenlbergestellt. Es wird die prozentuale Abweichung der Elementaranalyse von der
Uberstandsanalytik angegeben.

Tabelle 5-2 : Vergleich von Uberstandsanalytik und Elementaranalyse

Trager Protein Uber stands- Elementar- Abweichung
analytik [mg/qg] analyse [mg/q] [%]
1005 (1) BSA 17,3 (n=1) 15,9 -8
1005 (1) BSA 9,9 (n=2) 11,0 +11
POO5 (1) BSA 13,8 (n=2) 17,9 +30
1005 (11) BSA 12,7 (n=2) 14,0 +10
1005 (I1) Con A 38,3 (n=2) 41,3 +8
Toyopearl Con A 34,6 (n=5) 27,4 -21

Die Ergebnisse aus indirekter und direkter Quantifizierung stimmen in der
Grolenordnung gut Uberein. Die Abweichungen von bis zu 30% sind insofern
verstandlich, da es sich um zwei unterschiedliche Verfahren handelt, die sich in der
Probenvorbereitung erheblich unterscheiden. AufRerdem mufdten bei einigen Tragern
volumenbezogene in massenbezogene Werte umgerechnet werden (siehe
Umrechnungstabelle  Kap. 12.5.1). Es konnte festgestellt werden, da3 die
Uberstandsanalytik tatsichlich am Tréger gebundenes Protein bestimmt und
hinreichend richtige Werte fir die immobilisierte Ligandmenge liefert.

5.2.3 Waschbestandigkeit

In einem erganzenden Versuch wurde die Waschbestandigkeit eines an einem Trager
immobilisierten Lektins untersucht. Dies sollte ebenfalls dazu dienen, eine kovalente
Bindung von einer adsorptiven Anlagerung des Liganden zu unterscheiden. Ein mit
15,6 mg Con A belegter Silikatrager (0,85 mL) PO0O5 (1) wurde im Anschlul? an die
Immobilisierung finfmal mit 2,0 mL 0,2 M Tris-HCI Puffer pH 7,5 gewaschen und die
Waschfraktionen auf ihren Proteingehalt hin untersucht (Kap. 5.1.2, Arbeitsvorschrift
Kap. 12.4.1).

In Abbildung 5-2 sind die Ergebnisse zur Untersuchung der Waschbestandigkeit der
Immobilisierung dargestellt. Es wurden in der Summe 26 ug Con A vom Tréger
herunter gewaschen, was im Vergleich zur immobilisierten Menge von 15,6 mg etwa
0,2 % entspricht und zu vernachléssigen ist. Nach dem 2. Waschen konnte kein
nennenswerter Proteingehalt mehr in der Waschfraktion festgestellt werden.
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Abb. 5-2 : Waschbestandigkeit von immobilisiertem Con A

Dieses Ergebnis zeigt, dald sich das immobilisierte Con A nicht vom Tréger abwaschen

lief3. Es unterstreicht die Ergebnisse der Elementaranalyse (Abschnitt 5.2.2) und ist eine
weitere Bestdtigung dafir, dal3 den Ergebnissen der Uberstandsanalytik fir die
guantitative Bestimmung der immobilisierten Ligandmenge im wesentlichen kovalente

Bindungen und nicht Adsorption am Trager zugrundeliegen.

5.3  Enzymaktivitat von Peroxidase

Das im Kapitel 3.2.2 beschriebene Enzym Peroxidase (POD) spaltet Wasserstoff-
peroxid (H2O,) und oxidiert dadurch ein Substrat. Die Enzymaktivitét von POD a3t
sich durch den Einsatz von als Substrat geeigneten Farbreagenzien photometrisch
quantifizieren. Fur die Umsetzung zu Beginn der Reaktion gilt:

H,O, + XH, %:¥8® 2H,0+ X

XH, = Leukofarbstoff
X = Farbstoff
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In dieser Arbeit wurde ein kommerziell erhdtlicher Aktivitdtstest fiur POD (Roche
Diagnostics, Mannheim) verwendet. In der Bestimmung wird der Farbstoff ABTS (2,2'-
Azinobis(3-ethylbenzthiazolinsulfonat)) in Gegenwart von H»O, in einem Glycin-
Citronensdure-Puffer eingesetzt. Die Umsetzung von H,O, durch POD fihrt zur
Oxidation des ABTS und damit zu einer Veranderung des Absorptionsmaximums.
Diese Anderung wurde zu Beginn der Umsetzung (Anfangsreaktionsgeschwindigkeit)
bei | =405 nm quantitativ vermessen. Aus der Anderung der Extinktion pro Zeiteinheit
dE/dt lield sich die Enzymaktivitét Ag der POD in der Einheit Unit [U] pro Volumen
berechnen (siehe Gleichung 2).

V., *dE/dt L] 2
Pe = e*D*V,

A = Enzymaktivitét [U/L]

Vges = VOlumen in der Kiivette = 1 mL

E = Extinktion

dE/dt = [min™]

e = Extinktionskoeffizient von ABTS=1,86 L * mmol™* * mm™
D = Schichtdicke der Kivette = 10 mm

Vp = Volumen der Probe = 0,5mL

Die Bestimmung der Enzymaktivitét sollte fir die Bewertung der Affinitétstrennung der
POD herangezogen werden und wurde sowohl auf das kommerziell erhdltliche
Ausgangsprodukt as auch auf verschiedene in der Affinittstrennung erhaltene
Fraktionen angewendet.

54  Gel-Elektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgel Elektrophorese (SDS PAGE) wurde
eingesetzt, um das fetale Rinderserum zu analysieren und die Reinheit und Identitét der
mittels Affinitéstrennung gewonnenen Proteinfraktion zu Uberprifen. Es wurde eine
Mini-Protean-3 Zelle der Firma BioRad (Munchen) eingesetzt. Die Polyacrylamidgele
wurden ebenfalls von BioRad bezogen. Die Tris-HCI-Gele (10 % Acrylamid) hatten
jeweils 10 Probenplétze von 30 pL. Als Laufpuffer wurde ein Tris-HCI-Puffer pH 8,3
verwendet. Es wurden 4 -18 ug der Standardproteine und Proben aufgegeben. Die
Trennung erfolgte bei 200 V und 20 - 25 °C in etwa 35 min. Die Farbung erfolgte mit
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einer Coomassie-Féarbelosung und einer methanolhaltigen Entfarbelésung (BioRad,
Minchen). Als Marker wurde ein vorgefarbter Proteinstandard mit einem
Molmassenbereich von 10.000 g/mol bis 250.000 g/mol verwendet (BioRad, Mtinchen).

55  Glykolipidanalytik

Die qualitative Analytik der Glykolipide wurde mittels Dunnschichtchromatographie
(DC) vorgenommen. Dabel wurden die as Standardmaterialien vorhandenen
Glykolipide (siehe Kap. 3.2.3), der Glykolipid-Rohextrakt aus Rinderhirn (siehe Kap.
3.3) sowie die in der Affinitétstrennung erhaltenen Fraktionen in Chloroform/Methanol
(2/1, viv) gelost. Die Konzentration betrug jeweils 2 mg/mL. Es wurden jeweils 5 pL
(entsprechend 10 pg Glykolipid) auf die DC aufgetragen. Als stationére Phase dienten
Kieselgel 60 Diinnschichtfolien der Firma Merck (Darmstadt). Als mobile Phase wurde
eine Mischung aus Chloroform/Methanol/Wasser (11/4/0,6, v/viv) verwendet. Die
Detektion der entwickelten DC Folien erfolgte mit einem Anisaldehyd-Sprihreagenz
(Methanol/Eisessig/Schwefel sdure/Anisaldehyd, 2,5/5/4/0,25, viviviv). Nach Erhitzen
der Folie auf dem Heizblock (100 °C) fur ca. 5 min waren die Glykolipide als farbige
Flecken sichtbar.
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6 | mmobilisierung

Fur die Immobilisierung von Proteinen an tresylierte Tragermaterialien werden in der
Literatur unterschiedliche Bedingungen beschrieben (Nilsson und Mosbach, 1987,
Nakamura et al., 1990, 1989). Die Immobiliserung der Proteine wird in walrigen
Puffern mit pH-Werten von 7-9 vorgenommen. Dabel beglinstigt ein hdherer pH-Wert
die Anbindung, da Hydroxidionen die Reaktion katalysieren (Jennissen, 1995, S.120).
Als Reaktionstemperatur werden in der Literatur 4 °C und 25 °C vorgeschlagen, wobel
hohere Temperaturen die Reaktion beschleunigen (Nakamura et al., 1989). Die
Puffersubstanzen dirfen keine primaren Aminogruppen oder Mercaptogruppen
enthalten. Im Anschluf3 an die Immobilisierung missen verbleibende Tresylgruppen mit
einem UberschuB an einem niedermolekularen Reagenz wie Ethanolamin oder Tris
abgesdttigt werden. Die optimalen Bedingungen fir die Immobilisierung hangen auch
von den jeweils verwendeten Trégern und Liganden ab. Daher wurden die
einflunehmenden Parameter der Immobilisierung in dieser Arbeit untersucht und eine
M ethodenoptimierung vorgenommen.

Die Abbildung 6-1 zeigt schematisch ein mit Tresylgruppen aktiviertes Tragermaterial,
an das Con A immobilisiert wird.
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Abb. 6-1: Immobilisierung von Con A an einen tresylierten Slika-Trager

6.1 Arbeitsvor schriften

Zu Beginn dieses Kapitels werden die optimierten Arbeitsvorschriften fur die
Immobilisierung der Lektine RCA, Con A und WGA vorgestellt. Das Tragermaterial
wurde dabei jeweils mit dem im Kopplungspuffer geltsten Lektin versetzt und wahrend
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der Kopplung durch gelegentliches Umschitteln vermischt. Die Tabelle 6-1 faldt die
wichtigsten Reaktionsbedingungen fur die Anbindung an die verwendeten losen
Trégermaterialien zusammen.

Tabelle 6-1: Bedingungen zur Immobilisierung der Lektine

Lektin  Menge Kopplungspuffer Menge Volumen Temp. Zeit[h]
Trager Lektin  Puffer [°C]
[mg] [mg]  [mL]
RCA 400 0,5 mol/L Phosphat 10 4 20-25 4 oder
pH 8,0; 0,1 mol/L NaCl 20
ConA 400 S.0. 16 4 20-25 4
WGA 400 s.0. 16 4 20-25 4
Besonder heiten

RCA wurde in Phosphatpuffer geldst und mit Natriumazid stabilisiert erworben. Vor
der Immobilisierung wurde das Lektin gegen Phosphatpuffer dialysiert, um das
Natriumazid zu entfernen (2 Tage, 14000 Da GrofRenausschiufd der
Dialysemembran). Es hatte sich zuvor gezeigt (Kap. 6.3.3), dald3 Natriumazid die
Anbindung des Lektins an Tresylgruppen beeinflufit.

Bel der Immobilisierung der Lektine RCA und Con A wurde jewells ein 50facher
molarer UberschuR an Lactose bzw. Mannose zugegeben, um die Bindungsstellen
wahrend der Anbindung zu stabilisieren.

Im Anschlul? an die Immobilisierung wurden die freien Tresylgruppen durch einen
Uberschuf? an Tris abgeséttigt. Dafiir wurden die Trager fir 2 h mit 0,2 mol/L Tris-
HCI-Puffer pH 8,0 versetzt. Im Anschlufd wurden die Tréger sorgféltig mit dem
jeweiligen Arbeitspuffer gewaschen und im Lagerpuffer aufbewahrt.

Tabelle 6-2: Arbeits- und Lager puffer

Lektin Arbeitspuffer Lagerpuffer

RCA 0,01 mol/L Phosphat pH 7,2 Arbeitspuffer + 0,02 %
0,15 mol/L NaCl Natriumazid

Con A 0,1 mol/L Acetat pH50.6  Arbeitspuffer + 0,02 %

0,1 mol/L NaCl; Immol/L Thimerosal
ca®t, Mn?*, Mg®*

WGA 0,1 mol/L Phosphat pH 7,4  Arbeitspuffer + 0,02 %
0,1 mol/L NaCl Natriumazid
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Die Immobiliserung des Lektins RCA an die TSKgel-Saule erfolgte im
DurchfluRBverfahren. Die Saule wurde mit Wasser und Kopplungspuffer gesplilt.
Anschlieflend wurde eine Losung von 20 mg RCA in 6 mL Puffer bei 20°C und 0,2
mL/min Uber die Saule zirkuliert. Nach 11 h wurde die Reaktion gestoppt und fir 2 h
mit TrissHCl pH 8,0 gespilt. Die fertige RCA Saule wurde wie fur die losen
Materialien beschrieben gewaschen und gelagert.

Wenn die tatsachliche Durchfiihrung der Immobilisierung von den oben genannten
Bedingungen abwich, wie beispielsweise wahrend der Methodenentwicklung, wird auf
die Anderungen hingewiesen.

6.2 Kinetik der Immobilisierung

Fur den Erhalt der biologischen Aktivitét der Lektine und eine schnelle Einsatzfahigkeit
der Adsorbentien sollte die Anbindung der Lektine moglichst wenig Zeit beanspruchen.
Um eine optimale Reaktionszeit fur die Anbindung zu finden, wurde die Kinetik der
Immobilisierung fur die Lektine RCA und Con A an jeweils 2 verschiedenen
Trégermaterialien bestimmt.

RCA wurde entsprechend der Arbeitsvorschrift in Kap. 6.1 an die Trager Toyopearl und
1005 (I11) immobilisiert. Bis zu einer Zeit von 20 h wurden Proben aus dem
Reaktionsiiberstand entnommen und der Gehalt an RCA entsprechend der
Arbeitsvorschrift in Kap. 12.4.1 quantifiziert. Con A wurde entsprechend der
Arbeitsvorschrift in Kap. 6.1 an den Trager Toyopearl (abweichend 15 mg Con A) und
an den Trager POO5 (1) (abweichend 300 mg Tréger) immobilisiert und Uber einen
Zeitraum von 4 h analysiert (Arbeitsvorschrift Kap. 12.4.1). Die Ausbeute der
Immobilisierung y [%] wurde entsprechend 5.2.1 bestimmit.

In der Abbildung 6-2 sind die zeitlichen Verlaufe der Immobilisierung von RCA an
Toyopearl und Silika dargestellt (Cartellieri et al., 2001a). Fur Silikawar die Anbindung
schon nach 30 min mit einer Ausbeute von 99,1 % nahezu abgeschlossen. Nach 4 h
wurde eine Ausbeute von 99,5 % erreicht. Die Immobilisierung an Toyopearl verlief
etwas langsamer, wobei hier nach 4 h 91,5 % erreicht wurden. Nach 20 h erreichte die
Ausbeute einen Wert von 92,9 %.
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Abb. 6-2 : Kinetik der Immobilisierung fir RCA

Abbildung 6-3 zeigt den zeitlichen Verlauf der Immobiliserung von Con A an
Toyopearl und Silika. Die Anbindung des Lektins an den Silikatréger erreichte nach
etwa 120 min eine Ausbeute von 95,7 % und war nahezu abgeschlossen (Petritzki,
2000). Nach 4 h wurde eine Ausbeute von 97,5 % erreicht. Bei Toyopearl verlief die
Immobilisierung von Con A etwas langsamer. Hier wurde das Maximum mit 97 % nach

4 h erreicht.
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Abb. 6-3: Kinetik der Immobilisierung fir Con A

Die Untersuchungen haben gezeigt, dal3 die Immobilisierung der Lektine an Silika und

Toyopearl nach 4 h abgeschlossen war. Dieser Zeitbedarf ist sowohl im Hinblick auf die

biologische Aktivitét der Lektine als auch auf einen schnellen Einsatz der Adsorbentien

optimal kurz. Je nach Bedarf kann innerhalb von 30—-60 min ein funktionsfahiges
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Lektin-Adsorbens hergestellt werden oder aus praktischen Grinden eine
Immobilisierung Gber Nacht (20 h) vorgenommen werden.

6.3 EinfluBnehmende Par ameter

Im Laufe der Methodenentwicklung zur Herstellung der Lektinadsorbentien wurde der
Einfluf3 verschiedener Parameter auf das Ergebnis der Ligandanbindung untersucht. Die
Untersuchungen sollten eine Optimierung der Reaktionsbedingungen mdglich machen
und zu einer Aussage fuhren, welche Menge eines Lektins an einem Tréger
immobilisiert werden sollte.

6.3.1 Angebot und Oberflachenbelegung

Das Ergebnis der Immobilisierung setzt sich aus verschieden Grof3en zusammen, die
von Interesse sind und optimiert werden sollten. Diese Grof3en sind:

die angebundene Menge Lektin [mg/g Tréger]

die prozentuale Ausbeute y [%0]

der Materialverlust an Lektin im Uberstand [mg]

die erzielte Oberflachenbelegung auf dem Tréger [%]

Generell ist es erstrebenswert, eine moglichst grof’e Menge Lektin anzubinden, da
dieses direkt die Arbeitskapazitdt des Adsorbens bestimmt. Gleichzeitig sollte die
prozentuale Ausbeute der Immobilisierung moglichst hoch und der daraus resultierende
Materialverlust im Uberstand moglichst gering ausfallen, da die meist teuren Lektine
den Preis der Adsorbensherstellung wesentlich bestimmen. Waeiterhin sollte die
Ligandendichte auf der Trageroberflache, d.h. die prozentuale Oberflachenbelegung,
nicht zu hoch sein, da es zu sterischer Hinderung wahrend der Anlagerung der
Adsorptive kommen kann, wenn die Bindungsstellen benachbarter Liganden zu dicht
liegen (siehe auch Diskussion Kap. 9.1.1). Aus diesen Anforderungen wird deutlich,
da3 fur die optimal zu immobilisierende L ektinmenge ein Kompromi(3 gefunden werden
muf3. Im Folgenden wird zunéchst die Berechnung der Oberflachenbelegung dargelegt.
Anschlief3end werden Untersuchungen zum Einfluf3 der angeboten L ektinmenge auf das
Ergebnis der Immobilisierung zusammengefalt.

Berechnung der Oberflachenbelegung

Zur Abschétzung des Flachenbedarfs eines Lektins auf einer Trageroberfldche wurden
die molekularen Ausmal3e herangezogen. Die Abmessungen fir jedes Lektin wurden
aus der dreidimensionalen Kristallstruktur aus den Datensdtzen der PDB (Protein Data
Bank) abgeleitet (siehe Abb. 2-2, Abb. 3-1 und Abb. 3-3). Die Ausdehnungen der
Lektine wurden as Abstande [A] zwischen einzeln wahlbaren Atomen mit dem
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Progranm Swiss-PDB Viewer erhalten. Die Tabelle 6-3 zeigt die maximaen
Abmessungen einer moglichen Kontaktflache fur die drel Lektine und den daraus
berechneten Flachenbedarf pro mg Lektin (Berechnung siehe Gleichung [3]).

Tabelle 6-3: Flachenbedarf der Lektine

L ektin Molekulare Kontaktflache An, Flachenbedar f
Ausdehnung [A*A]  [nm?] Lektin A, [m?mg]

Con A 72* 68 49 0,273

WGA 70* 42 29 0,492

RCA 80* 80 64 0,330

A’ fmg) =S 3

A = Flachenbedarf von 1 mg Lektin [m?/mg]
Am = maximale Kontaktfléche eines L ektinmolekiils [nm?]
Na = Avogadrokonstante = 6,022 * 10°® [mol™]

m = Molmasse des Lektins [g/mol]

Fur eine bekannte Menge Lektin, die an einen Trager immobilisiert wurde, 183 sich die
prozentuale Oberflachenbel egung auf dem Tréger berechnen.

o[ = m * A *100
m* A [4]
O = Oberflachenbelegung [%]
m; = Menge Lektin immobilisiert [mg]
m; = Masse Trager [g]
A = spezifische Oberflache des Tragers (siehe Kap. 4.2) [m?/g]

Einflul3 der angebotenen Menge

Um den EinfluR des Angebots an Ligand zu untersuchen, wurden konstanten
Trégermengen jeweils unterschiedliche Mengen Lektin angeboten. Die Immobilisierung
der Lektine WGA und RCA erfolgte am Tréger Toyopearl. ES wurde nach 4 h der
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Proteingehalt im Reaktionstiberstand quantifiziert (Arbeitsvorschrift Kap. 12.4.1) und
die Ausbeute der Immobilisierung y [%] entsprechend Gleichung [1] (Kap. 5.2.1)
bestimmit.
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Abb. 6-4: Einflufd des Angebots an RCA auf die Ausbeute der Immobilisierung und die
Oberflachenbel egung

Die Abbildung 6-4 zeigt den Einflud der angebotenen Menge RCA auf die
immobilisierte Menge RCA (priméare Ordinate) und die prozentuale Ausbeute der
Immobilisierung [%] sowie die Oberflachenbelegung [%] (sekundédre Ordinate). Die
Untersuchung zeigt, dal3 mit steigendem Angebot an RCA die immobilisierte Menge an
RCA anstieg. Die Oberflachenbelegung stieg von 7,5% auf 30 % an, wéahrend die
prozentuale Ausbeute von anfangs 94 % auf 38 % bei einem Angebot von 100 mg
RCA/g Tréger sank. Der resultierende Materialverlust an RCA war bei einem Angebot
von 100 mg/g mit 62 mg bereits erheblich (siehe auch Diskussion Kap. 9.1). Fur eine
effiziente Immobiliserung sollten daher nicht mehr as 25 mg RCA/g Toyopearl
angeboten werden (Cartellieri et a., 2001a). Die Ausbeute lag hier bei 83 % mit einem
Ergebnis von 20,7 mg RCA/g Trager und einer Oberflachenbelegung von 16 %.

Der Einflul3 des Angebots an WGA auf das Ergebnis der Immobilisierung ist in Abb. 6-
5 dargestellt. Es wird deutlich, dal3 mit steigendem Angebot auch die immobilisierte
Menge WGA und die Oberflachenbelegung anstieg. Dabel wurde bel einem Angebot
von 100 mg WGA nahezu eine Séttigung am Tréger erreicht. Die Oberflachenbelegung
erreichte 108,9 % und die immobilisierte Menge 91,5 mg/g. Bei weiterer Erhdhung des
Angebots liel3 sich die immobilisierte RCA-Menge nur noch geringfligig steigern, und
die prozentual e K opplungsausbeute sank von zuvor 92 - 99 % auf 74 %.
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Abb. 6-5 Einflul3 des Angebots an WGA auf die Ausbeute der Immobilisierung und die
Oberflachenbel egung

Fur eine effiziente Immobilisierung und unter Berlicksichtigung einer optimalen
Oberflachenbelegung zur Vermeidung sterischer Hinderung sollten nicht mehr als
50 mg WGA/g Toyopearl angeboten werden. Dies fuhrte bei einer Ausbeute von 98 %
zu einer Oberflachenbelegung von 58 % (Cartellieri et al., 2002).

EinfluR der Lektinkonzentration

Es wurde untersucht, ob die Konzentration, in der das Lektin angeboten wird, ebenfalls
einen Einfluld auf die Ausbeute der Immobilisierung hat. Das Lektin RCA wurde
Ublicherweise (siehe Kap. 6.1) mit einer Anfangskonzentration von 2,5 mg/mL
immobilisiert. Eine Erhdéhung der Konzentration (gegeniber 2,5 mg/mL) wére nicht
sinnvoll, da eine ausreichende Puffermenge zur Verfigung gestellt werden mul} (siehe
Kap. 6.3.2). Es wurden in diesem Versuch die Ausbeuten der Immobilisierung fir
kleinere Konzentrationen von 1,7 mg/mL bis 0,8 mg/mL RCA bei einem Angebot von
10 mg/g Trager bestimmt.

In Abb. 6-6 wird deutlich, dal3 die Lektinkonzentration im untersuchten Bereich keinen
Einflud auf das Ergebnis der Immobiliserung hatte. Bei einer Erniedrigung der
Konzentration auf 1,7 bis 0,8 mg/mL wurden noch immer sehr gute Ausbeuten
zwischen 90 — 98 % erreicht.
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Abb. 6-6: Einflu’ der RCA-Konzentration auf die Ausbeute der Immobilisierung

6.3.2 Pufferkapazitat und pH-Wert

Der pH-Wert hat einen Einflu® auf die Immobilisierung an Tresylgruppen. Ein hoher
pH-Wert beglnstigt generell die Reaktion. In der Literatur werden gute Kopplungs-
ausbeuten von 80 — 100 % fiur pH-Werte von pH 7 - 9 dokumentiert. Bei pH 6 betrugen
die Ausbeuten nur ca. 10-50 % (Nakamura et al., 1990, 1989). Da bei pH 9 eine
Beeintrachtigung der Aktivitéat der Lektine vermutet wird, sollte die Immobilisierung in
dieser Arbeit bel pH 7 - 8 vorgenommen werden. Die Pufferkapazitét muf3 so gewahit
werden, dal3 die bel der Immobilisierung frei werdenden sauren Abgangsgruppen
(Sulfonsdure) neutralisiert werden. Nilsson und Mosbach (1987) dokumentierten, dal3
die Puffermolaritdt daher 0,1—0,2 mol/L sein sollte. Um geeignete Bedingungen
festzulegen, wurden die in Tab 6-4 aufgefthrten Puffer mit unterschiedlichen pH-
Werten und Molaritéten fur die Immobilisierung an Toyopearl eingesetzt.

Tabelle 6-4: Kopplungspuffer

Puffer Lektin Puffer pH-Wert Molaritét [mol/L]
A RCA Phosphat 7,8 0,25

B RCA Phosphat 8,0 0,25

C RCA Phosphat 8,0 0,5

Der Einflul der Puffer A, B und C auf die Ausbeute der Immobilisierung wird in
Abb. 6-7 deutlich. Unter Verwendung von Puffer A wurde nach 4 h eine Ausbeute von
52 % erreicht. Durch eine zu geringe Pufferkapazitéat sank der pH-Wert nach 4 h ab und
die Ausbeute stieg nicht weiter, sondern sank nach 6 h leicht ab auf 45 %. Bel gleicher
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Pufferkapazitdt und einem hoherem pH-Wert von 8,0 (Puffer B) stieg die Anbindung
von 58 % (4 h) auf 69 % (20h). Puffer C bewirkte mit einem pH-Wert von 8,0 und einer
Molaritét von 0,5 mol/L deutlich hthere Ausbeuten von 75 % nach 4 h und 83 % nach
20 h. Diese Ergebnisse zeigen, dal3 der pH-Wert und damit verbunden die
Pufferkapazitét einen entscheidenden Einfluf auf die Ausbeute haben. Im weiteren
Verlauf der Arbeit wurde Puffer C als Kopplungspuffer verwendet (siehe Kap. 6.1).
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Abb. 6-7: Einflu’ der Pufferzusammensetzung auf die Ausbeute der Immobilisierung

6.3.3 Waeitere Parameter
Puffersubstanz

Fir die Immobilisierung bei pH 8,0 wird in der Literatur auch die Verwendung von
Carbonatpuffer vorgeschlagen (Nakamura et al., 1989). Um die Eignung von Phosphat-
und Carbonatpuffer fir die Immobilisierung zu vergleichen wurde Con A unter
Verwendung des jeweiligen Puffers an Toyopearl immobilisiert. Nach 4 h wurde der
pH-Wert Uberpriift und anschlief3end die Ausbeute der Immobilisierung bestimmt. Der
pH-Wert war bei beiden Puffern konstant geblieben. Die Ergebnisse der Ausbeuten
(Mittelwerte n=2) sind in der Tabelle 6-5 dargestellt. Es wird deutlich, dal3 der
Phosphatpuffer die besseren Ergebnisse fur die Immobilisierung liefert.

Tabelle 6-5: Vergleich von Phosphat- und Carbonatpuffer

Lektin Puffer Zeit Ausbeute Con A immobilisiert
(h] [%] [mg/q]
ConA CarbonatpH 8,0 4 55 20,7

ConA Phosphat pH 8,0 4 90 33,8
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Temperatur

Der Einflul® des Parameters Temperatur auf die Immobilisierung wurde in dieser Arbeit
nicht untersucht. Hohere Temperaturen beschleunigen grundsétzlich die Anbindung an
Tresylgruppen (Nakamura et a., 1990, 1989). Bel besonders empfindlichen Liganden
kann eine Immobilisierung bel 4°C durchgefiihrt werden. Fur die hier verwendeten
Lektine bot sich eine Immobilisierung bei Raumtemperatur (20 - 25 °C) an, da hier
schon nach 1 bis 4 h maximale Ausbeuten erreicht werden.

Hemmende Par ameter

Es zeigte sich, dal3 das Vorhandensein von Natriumazid im Kopplungspuffer die
Immobilisierung behinderte. So wurden bei einer Azidkonzentration von 7,6 pmol/mL
far die Anbindung von 10 mg RCA an 400 mg Toyopearl wesentlich geringere
Immobilisierungsausbeuten erreicht. Nach 2 h betrug die Ausbeute nur 0,3 %. Nach
20 h wurde eine Ausbeute von 28 % erreicht.

6.4  Ubersicht der hergestellten Adsorbentien

Die Ergebnisse der Herstellung verschiedener Lektin Adsorbentien sind als Ubersicht in
Tabelle 6-6 dargestellt. Die Adsorbentien wurden im Verlauf der Arbeit for
unterschiedliche Versuche verwendet. Es ist jewells die immobilisierte Menge Lektin
pro g und mL Tréger angegeben sowie die Ausbeute y [%] und die
Oberflachenbelegung O [%)]. Die Anzahl der Bindungsstellen [nmol/mL Tréager] ist fur
die Charakterisierung der Adsorbentien wichtig. Diese wird im folgenden Kapitel 7
beschrieben. Aus diesem Wert kann die Kapazitét des Adsorbens abgeschétzt und die
Ausnutzung der Bindungsstellen bestimmt werden (siehe Kapitel 7.2.5). Entsprechende
Werte fir die Lektin-Agarosen wurden aus den Herstellerangaben Uber die
Lektinmenge pro mL Adsorbens berechnet. Es wird deutlich, da3 die Ausbeuten
Uberwiegend zwischen 90 und 100 % liegen. Die Oberflachenbelegungen liegen fur
RCA Toyopearl und Con A Toyopearl zwischen 14 und 25 %. Bei WGA Toyopearl
wurden grof3ere Ligandmengen immobilisiert, was zu Oberflachenbelegung von 40 —
47 % fuhrte. Aufgrund der grofReren spezifischen Oberflache von Silika (vergleiche
Tabelle 4-1) belief sich die Oberflachenbelegung hier auf 9—19 %. Aufgrund der
vergleichsweise geringen Oberflache des H20 Trégers (siehe Tabelle 4-2) wurden hier
Oberflachenbelegungen von 55 % realisiert. Fur die HPLAC Saule RCA TSKgel wird
nur ein ungefdhrer Wert fir die Ligandmenge angegeben, da dieser durch die
Immobiliserung im DurchfluRverfahren (siehe Kap. 6.1) nicht exakt quantifiziert
werden konnte. Fur die HPLAC Saule Sigma-ChromAF-ConA war keine
volumenbezogene Angabe tber die immobilisierte Con A Menge verfugbar.
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Tabelle 6-6: Ubersicht der hergestellten Lektin-Adsorbentien

Lektin Tréager  Lektin Lektin Bindungs- Aus Ober-
immobilisiert immobilisiert stellen beute  flachen-
[ma/g [mg/mL [nmol/mL  y[%] belegung
Tréager] Tréager] Tréager] O [%]
RCA Toyopearl 17,3 41 67,8 69 14
20,7 4,9 81,2 83 16
23,2 55 91,0 93 18
18,4 4,3 72,2 72 15
1005 (111) 24,9 10,4 173 99,5 11
1005 (IV) 24,8 10,3 172 99 11
TSKgel - ~46 ~ 76,6 ~77 -
Agarose - 3,5 58,3 - -
Con A Toyopearl 33,8 8,0 295 90 22
37,5 8,8 327 97 25
35,7 8,4 311 95 23
1005 (1) 26,3 11,0 406 93 9
1005 (V) 25,7 10,7 396 98 9
PO05 (1) 53,2 18,4 682 98 19
Agarose - 18 667 - -
Con A Sigma- 15 - - - -
ChromAF
WGA Toyopearl 39,8 94 520 99 47
39,1 9,2 511 98 46
33,7 7,9 441 99 40
1005 (111) 19,1 7,9 439 99,6 12
H20 (1) 32,2 7.9 439 99 55
H20 (1) 32,6 8,0 444 998 55
Agarose - 8,0 444 - -
6,0 333 - -
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7 Charakterisierung der L ektin-Adsorbentien

Im Kapitel 6 wurde die Immobilisierung der Lektine an Trégermatrices, d.h. die
eigentliche Herstellung der Affinitdtsadsorbentien, beschrieben. Nachdem die
Quantifizierung der angebundenen Ligandmenge erfolgte, waren die Lektin-
Adsorbentien einsatzbereit. Im vorliegenden Kapitel schliefdt sich die Charakterisierung
der Adsorbentien im Hinblick auf ihre Funktionsfahigkeit in der Affinitatstrennung an.
Die Charakterisierung ist zum einen wichtig fur die in dieser Arbeit vorgenommene
Verfahrensentwicklung, da sie einen Vergleich und eine Bewertung der Lektin-
Adsorbentien ermoglicht. Zum anderen sind Elemente dieser Charakterisierung auch
unverzichtbar fur die spdtere Anwendung des Trennverfahrens, denn es werden
Modellsysteme und Bewertungskriterien benétigt, mit denen eine Uberpriifung der
Adsorbentien wahrend des Betriebs moglich ist. Es werden im Folgenden zunéchst
Untersuchungen zum Verhalten der Adsorbentien in der diskontinuierlichen
Affinitétstrennung aufgezeigt. Anschliefend werden die Adsorbentien mittels
unterschiedlicher Modellsysteme in der kontinuierlichen Trennung charakterisiert.

7.1 Diskontinuierliche Affinitatstrennung

Die diskontinuierliche Trennung wird im algemeinen fir die Charakterisierung von
Adsorbentien  herangezogen, um die Sorptionsvorgange bis hin  zum
Gleichgewichtszustand zu untersuchen. Fir die Aufnahme der Adsorptionsisothermen
wird zunéchst die Zeitdauer der Gleichgewichtseinstellung des Modelladsorptivs an
dem entsprechenden Adsorbens bestimmt (Adsoptionskinetik).

7.1.1  Adsorptionskinetik

Die Kinetik der Adsorption des Proteins Glucose Oxidase (GOD) wurde an
verschiedenen Con A Adsorbentien untersucht. Als Trégermaterialien kamen Silika
1005(V), Toyopearl und Agarose zum Einsatz. Die Kinetik wurde in einem auf 25°C
temperierten, gertihrten Behdlter aufgenommen (He et a., 2001). In definierten Zeit-
abstanden wurden Proben aus dem Uberstand entnommen und der Proteingehalt
quantifiziert (Vorschrift Kap. 12.4.1). Es wurden die in Tabelle 7-1 aufgestellten
Trégermengen und Enzymkonzentrationen eingesetzt:
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Tabelle 7-1: Adsorbentien fur die Adsor ptionskinetik

Lektin-Adsorbens Con A immobilisiert  Abtropfgewicht  GOD Volumen
[mg/mL Tréger] Adsorbens[mg] [mg/mL] [mL]

Con A Silika 10,7 305 0,50 20

Con A Toyopearl 8,4 405 0,50 20

Con A Agarose 18* 576 0,53 50

* Herstellerangabe

Die Adsorptionskinetik von Glucose Oxidase an den verschiedenen ConA
Adsorbentien ist in der Abbildung 7-1 dargestellt. Es wird deutlich, dal3 sich das
Sorptionsgleichgewicht nach etwa 100 min eingestellt hatte. Die stérkere Abnahme der
GOD-Konzentration bei ConA Agarose ist auf die grofere Anzahl zur Verfligung
stehender Con A Liganden zurtickzuftihren (vergleiche Tabelle 7-1).
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o 7 A A A A A A
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Abb. 7-1: Adsorptionskinetik von Glucose Oxidase an Con A Adsor bentien

7.1.2  Adsorptionsisothermen im Gleichgewicht

Adsor ptionsisother men zur Beschreibung von Sor ptionsvor gangen

Die Beziehung zwischen der im Gleichgewicht am Affinitétstrager adsorbierten
Stoffmenge und der Konzentration in der flissigen Phase bei ener konstanten
Temperatur wird Adsorptionsisotherme genannt. Zur mathematischen Beschreibung
von Sorptionsvorgdngen gibt es verschiedene Modelle. Zur Theorie der
unterschiedlichen Modelle sei auf das Buch von Atkins (1996) verwiesen. Die Arbeiten
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von Nicoud und Seidel-Morgenstern (1996), Winzor (1992), Chaiken (1986) sowie von
Finette et al. (1997) oder Bjorklund und Hearn (1997) geben einen Uberblick ber die
Beschreibung von Sorptionsvorgéngen in der Affinitétstrennung. Im Folgenden wird
das in dieser Arbeit verwendete Modell nach Langmuir beschrieben, welches fur die
Affinitétstrennung Uberwiegend von Bedeutung ist.

Adsor ptionsisother me nach Langmuir

Das Modell von Langmuir geht bei der Beschreibung des Adsorptionsgleichgewichts
von mehreren Voraussetzungen aus. Die Adsorption erfolgt ausschliefflich in
monomolekularen Schichten und ale Adsorptionsplétze sind energetisch gleichwertig.
Weiterhin findet keine Wechselwirkung zwischen den adsorbierenden Molekilen statt.
Aus dem dynamischen Gleichgewicht zwischen Adsorption und Desorption ergibt sich
nach Gleichung 5 die am Trager adsorbierte Stoffmenge:

_On*C
q_Kd+c [5]

g = adsorbierte Menge [mg/g Adsorbens]
Om = maximale adsorbierte Menge [mg/g Adsorbens)
¢ = Gleichgewichtskonzentration in der fliissigen Phase [mg/mL]

K4 = Dissoziationskonstante [mg/mL ]

Die Bedingung einer homogenen Oberflache mit gleichwertigen Adsorptionsplatzen ist
fir den Affinitétstrager nicht vollstandig erflllt, da sie sich aus spezifischen
Bindungstellen am Liganden und ,unspezifischen® Adsorptionspldtzen auf der
Trégeroberfléche zusammensetzt. Liegt allerdings eine grof3e Differenz zwischen den
Affinidtskonstanten des Adsorptivs zum Liganden und zum Tréger vor, dann findet im
Idealfall nur Adsorption am Liganden statt. Je hdher die Spezifitét des Adsorbens zum
betrachteten Adsorptiv ist, desto besser &3 sich eine Adsorptionsisotherme also mit
dem Modell nach Langmuir beschreiben. In der Literatur wird fir die Beschreibung von
Sorptionsvorgangen an Affinitétstragern das Modell nach Langmuir, teilweise mit
Abwandlungen, angewendet (Conder und Hayek, 2000; Lakhiari et al., 1998; Finette et
al., 1997; Bjorklund und Hearn, 1997; Nicoud und Seidel-Morgenstern, 1996, Anspach
et a., 1989; Anderson und Walters, 1986). In dieser Arbeit zeigte sich, dald die
empirisch bestimmten Isothermen sich hinreichend gut mit dem Modell nach Langmuir
beschreiben lief3en. Daher wurde dieses Modell ausschliefdlich verwendet.
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Die Bestimmung der Adsorptionsisothermen fur die Lektin-Adsorbentien liefert
demnach verschiedene Aussagen. Uber den Verlauf der I1sothermen und die Anpassung
mit dem Modell nach Langmuir |&3 sich eine Aussage Uber die Spezifitdt des
Adsorbens gewinnen. Aus der Auswertung der experimentellen Daten mit Hilfe der
Linearform der Langmuirgleichung erhd8lt man die Dissoziationskonstante des
Affinidtskomplexes Ky und die maximale Bedeckung gm des Adsorbens. Die fir GOD
erhaltene Dissoziationskonstante Ky [mg/mL] wurde Uber die Molmasse von GOD in Kg
[mol GOD/L] umgerechnet.

Linearform der Langmuirgleichung (Scatchard Plot):

1
G=Gn . 2 ug 6]
c K, Ki
Durchfuhrung

Es wurden Adsorptionsisothermen an Con A Toyopearl, Con A Silika und Con A
Agarose aufgenommen (Adsorbentien siehe Tabelle 7-1). Als Adsorptiv wurde wieder
das Enzym Glucose Oxidase verwendet. Es wurden etwa 50 mg Con A Toyopearl,
40 mg Con A Silika und 100 mg Con A Agarose in verschlief3are Behélter genau
eingewogen (Abtropfgewicht). Jeweils 5 mL GOD-LOsung wurden mit steigender
Konzentration zugegeben und die Behdlter bei 25°C unter Schitteln far 20 h
equilibriert. Im Gleichgewichtszustand wurde die Proteinkonzentration im Uberstand
quantifiziert (Vorschrift siehe Kap. 12.4.1). Aus der Differenz zur Aufgabemenge
konnte die adsorbierte Proteinmenge g [mg/g Trager] berechnet werden.

Ergebnisse

Die ermittelten Werte flr g wurden gegen die Proteinkonzentration aufgetragen. In der
Abb. 7-2 ist die Adsorptionsisotherme des Adsorbens Con A Toyopearl dargestellt. Es
ist deutlich zu erkennen, dal3 die adsorbierte Menge GOD am Trager mit steigender
Konzentration in der Lésung einem Maximawert qm, d.h. einer Séttigung, entgegen
strebte. Die Beschreibung der experimentellen Daten nach Langmuir (Gleichung 5 und
6) lieferte Werte fur Kq und Q.
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Abb.7-2: Adsorptionsisotherme an Con A Toyopearl|

Die Bestimmung der Werte gm und Kq wurde aus der Linearisierung der Mef3werte nach
der Langmuirgleichung (Scatchard Plot, Gleichung 6) vorgenommen. Die Auftragung
erfolgte in der Form g/c gegen . Der Scatchard Plot ist fir Con A Toyopearl
bei spiel haft
Ausgleichsgerade bestimmt und aus deren Steigung und Achsenabschnitt die Werte fir
Om und Kq bestimmt.

in Abb. 7-3 dargestellt.

Mittels linearer Regresson wurde die

250

200

= 150

g/c [mL/g

100

50

N’
L 2
2
0 10 15

20

g [mg/g Trager]

Abb. 7-3: Scatchard Plot der Adsor ptionsisotherme an Con A Toyopearl|



7 Charakterisierung der Lektin-Adsorbentien 57

Fir gm und Kq4 ergaben sich:
Om = 20,8 mg GOD/g Tréger
Kq= 0,136 mg GOD/mL = 9,1 * 10" mol/L

Mit Hilfe der experimentell gewonnenen Werte fir g, und Kq wurde die Isotherme nach
Langmuir berechnet und zusammen mit den Mef3werten im Diagramm dargestellt (Abb.
7-2). Der Vergleich der Mef3werte mit der Langmuirfunktion zeigt eine gute
Ubereinstimmung mit dem Modell. Fiir die Bestimmung der 1sothermen weiterer Trager
wurde entsprechend vorgegangen. Die Abbildungen 7-4 und 7-5 zeigen die
Adsorptionsisothermen von Con A Silikaund Con A Agarose.
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Abb. 7-4: Adsorptionsisotherme an Con A Slika

Die dargestellten Isothermen an Silika und Agarose lassen sich ebenfalls gut mit dem
Modell nach Langmuir beschreiben. Insbesondere bei Con A Agarose (Abb. 7-5) zeigte
sich eine hohe Affinitdt zum Adsorptiv GOD. Die Séttigung des Adsorbens g, deutet
sich schon bel  Konzentrationen von ca. 0,5 mg/mL an. Die Isotherme an Con A Silika
(Abb. 7-4) 18t durch ihren flacheren Verlauf auf eine geringere Affinitét zum
Adsorptiv GOD schliefien. Auch deutet sich die Sdttigung des Adsorbens g, erst ab
1,0mg/mL an. Die Isotherme an Con A Toyopearl liegt von ihrem Verlauf her
zwischen Agarose und Silika. Eine Séttigung deutet sich hier ab 0,8 mg/mL an und die
Steigung der Isothermen im Anfangsbereich liegt ebenfals zwischen Agarose und
Silika
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Abb. 7-5: Adsorptionsisotherme an Con A Agarose

Insgesamt zeigen ale Con A Adsorbentien eine hohe Affinitdt zu GOD. Die
Dissoziationskonstanten liegen in der gleichen GréRenordnung (Kg = 10° - 107 mol/L).
Die Spezifitéat wird dabei von Agarose Uber Toyopearl zu Silika etwas geringer. Dieses
wird auch durch die Gegenlberstellung der Werte fir g, und Ky anschaulich (siehe
Tabelle 7-2).

Tabelle 7-2: Vergleich der Langmuir-Konstanten ver schiedener Con A Adsorbentien

Adsorbens ConA On GOD [mg/g  Theoretische max. Ky GOD
immobilisiert Abtropfgewicht] Kapazitét fir GOD [mol/L]
[mg/mL [mg/mL Tréger]
Tréger]
Con A Silika 10,7 35,5 59 2,6+10°
Con A Toyopearl 8,4 20,8 47 9,1*10”
Con A Agarose 18 29,6 100 3,7*10"

Kq stellt ein Mal3 fur die Affinitét der Bindung dar, welche bei Con A Agarose mit der
kleinsten Dissoziationskonstante demnach am groféten ist. Der Vergleich der Werte fir
Om zeigt eine hohere Maximalbeladung fur Con A Silika (35,5 mg/g) as fur Con A
Agarose (29,6 mg/g), obwohl die theoretische Kapazitét fir GOD bel Silika mit
59 mg/g geringer ist als bel Agarose mit 100 mg/g. Dieser Effekt kdnnte zum einen mit
besserer Zugénglichkeit der Liganden am Silikatréger (vergleiche Kapazité und
Ausnutzung, Kap. 7.2.5) erklart werden, kdnnte zum anderen aber auch auf einen
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Beitrag an unspezifischer Adsorption zurickzufihren sein. Der Einflul3 des
Trégermaterials auf die Adsorption der Glykoproteine wird im Kapitel 9.4 diskutiert.

7.2 Kontinuierliche Affinitatstrennung

7.2.1  Durchfihrung

Die kontinuierliche Affinitatstrennung steht in dieser Arbeit fir die Trennung im
Saulen-Durchfluetrieb. Dazu wurde Ublicherweise eine Glassdule von 7 mm
Innendurch-messer © 50 mm mit 0,5 oder 1 mL des Lektin-Adsorbens befiillt.

Abb. 7-6: Trennsiule zur Niederdruck-Afffinitatstrennung

Die Affinitatstrennung wurde mit dem jeweiligen Arbeitspuffer (siehe Tabelle 6-2) und
einem Flul3 von 0,8 mL/min durchgefiihrt. Am Affinitétstrager adsorbiertes Protein
wurde nach grundlichem Spilen mit dem Arbeitspuffer jeweils durch Zugabe eines
Uberschusses des zum Lektin komplementaren Saccharids (Elutionspuffer) desorbiert.
Es wurden folgende Systeme zur spezifischen Desorption eingesetzt (siehe Kap. 3.2.5):

0,1 mol/L Lactose fur RCA Adsorbentien
0,1 mol/L Mannose fir Con A Adsorbentien
0,2 mol/L N-Acetylglucosamin fir WGA Adsorbentien

Das Adsorbens wurde mit mehreren Saulenvolumina des Elutionspuffers gespult. Im
Anschluf3 wurde das Adsorbens durch grindliches Splilen mit dem Arbeitspuffer vom
Saccharid wieder befreit und so regeneriert (vergleiche Prinzip der Affinitétstrennung
Kap. 2.1.1). Die Glykoproteine wurden bei | = 280 nm detektiert. Fraktionen, in denen
Protein quantifiziert werden sollte, wurden direkt in entsprechenden Mef3kolben
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(10, 25,50 mL) aufgefangen. Die Konzentration an Glykoprotein wurde mittels
Proteintest (Vorschrift Kap. 12.4.1) bestimmit.

7.2.2  Affinitatstrennung ausgewahlter Glykoproteine

Wie zu Beginn dieses Kapitels erlautert ist es wichtig, die Eigenschaften der
hergestellten  Lektinadsorbentien in  der Affinitdtstrennung mit  definierten
Modellsystemen zu untersuchen. Fir die Charakterisierung und als Kontrollsystem im
kontinuierlichen Saulenbetrieb sind nur Modelladsorptive geeignet, welche folgende
Anforderungen erfillen:

die Affinitét des Adsorptivs muf3 hoch genug fir eine feste Bindung am Lektin sein
die Bindung muf3 reversibel, d.h. das Adsorptiv vollstandig desorbierbar sein

das Modelladsorptiv muf3 leicht zu quantifizieren sein

das Adsorbens muf3 nach der Desorption vollsténdig regenerierbar sein

das Modelladsorptiv sollte leicht erhaltlich sein

Die Affinitétstrennung verschiedener Glykoproteine wurde an den drei Lektinen RCA,
Con A und WGA untersucht (Auswahl siehe Kap. 3.2.2). Das System Con A/GOD,
welches als Modellsystem fir die Adsorptionsisothermen geeignet war, bot sich nicht
als Modellsystem fur den kontinuierlichen Betrieb an, da GOD aufgrund der starken
Affinité zu Con A, welche auf das Vorhandensein von Trimannosiden zuriickzufihren
ist (vergleiche Kap. 3.2.2, Abb. 3.6), nicht vollsténdig desorbiert und das Adsorbens
nicht vollsténdig regeneriert werden konnte (vergleiche Abb. 8-2). Anhand der
genannten Kriterien wurden geeignete Modelladsorptive fir die Lektine bestimmt und
flr die Charakterisierung im kontinuierlichen Betrieb verwendet.

Fur das Lektin RCA wurde das Glykoprotein Asialofetuin (ASF) fur die
Charakterisierung ausgewahlt (Cartellieri et al., 2001a). Die Affinitétstrennung von
ASF an RCA Toyopearl ist in Abb. 7-7 dargestellt. Es wurden hier 1,7 mL Adsorbens
eingesetzt und 1 mg ASF aufgegeben. Der Uberwiegende Anteil des ASF Materias
wurde am Lektin gebunden, nur ein geringer Anteil zeigte keine Affinitdt und wurde
mit dem Spulvolumen von der Séule gewaschen (Peak nach 9 min). Der Pfeil zeigt den
Stufengradienten von 0,1 mol/L Lactose an. Dies bewirkte die Desorption des
gebundenen ASF von den RCA-Bindungsstellen. Das Glykoprotein wurde nach 20 min
in konzentrierter Form eluiert, wobei die anschlief3ende Basidlinienerhthung durch die
Eigenabsorption der Lactose bedingt war.
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Abb. 7-7: Affinitatstrennung von Asial ofetuin an RCA Toyopear|

A

[AU]
0.1

0.05

0.00 ——A\ *

I I I I I
0 5 10 15 20 25 [min]

Abb. 7-8: Affinitatstrennung von Peroxidase an Con A Slika

Fur das Lektin Con A wurde das Glykoprotein Peroxidase (POD) as Modelladsorptiv
eingesetzt. Abb. 7-8 zeigt eine Affinitéstrennung von POD an 1 mL des Adsorbens
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Con A Silika 1005 (1V). Es wurden 500 pug POD aufgegeben. Die Trennung wurde mit
Acetatpuffer (pH 5,0) durchgefuhrt. Nicht gebundenes Material wurde mit dem
Spulvolumen (4 min) vom Adsorbens gewaschen. Der Uberwiegende Anteil des POD
Materials wurde adsorbiert und die Elution des Glykoproteins erfolgte nach 20 min mit
0,1 mol/L Mannose (Pfeil).
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Abb. 7-9: Affinitatstrennung von Fetuin an WGA Toyopear|

Fur die Affinitétstrennung an WGA Adsorbentien wurde das Glykoprotein Fetuin
verwendet. Eine typische Trennung an WGA Toyopearl ist in Abb. 7-9 dargestellt. Es
wurden 0,5 mL des Adsorbens eingesetzt und 500 pg Fetuin aufgegeben. Nicht
gebundenes Material wurde durch Spilen mit dem Arbeitspuffer entfernt (Peak bei
4min). Der Pfeil zeigt die Elution des gebundenen Fetuins mit 0,2 mol/L N-
Acetylglucosamin.

Es zeigte sich zudem, dal3 das Glykoprotein Ovomucoid as Modellsystem fir die
Trennung an WGA Adsorbentien ebenfalls geeignet war (vergleiche auch Kap. 7.2.6
und Kap. 8.1.1, Abb. 8-1). Eine Diskussion der Trennergebnisse erfolgt in Kapitel 9.3.
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7.2.3  Evaluierung geeigneter Trennbedingungen

pH-Wert

Um die geeigneten Bedingungen fir die Lektin-Affinitétstrennung festzulegen, wurde
der Prozefjparameter pH-Wert fir jedes Lektin anhand des entsprechenden
Modelladsorptivs optimiert. Es erfolgte die Untersuchung der Adsorbentien RCA-
Toyopearl, WGA-Toyopearl und -Agarose sowie Con A-Toyopearl. Folgende Puffer
wurden fur die unterschiedlichen pH-Werte eingesetzt:

0,1 mol/L Acetatpufer fur pH 3,0, 4,0, 5,0 und 6,0
0,1 mol/L Phosphatpuffer fir pH 6,8, 7,2 und 7,4
0,1 mol/L Tris-HCI Puffer fur pH 8,0 (fir pH 7,4 bei Con A)

Die Proteine ASF, FET und POD wurden beim entsprechenden pH-Wert mit dem
Elutionszucker desorbiert und die spezifisch eluierte Proteinmenge quantifiziert sowie
die Gesamtwiederfindung des Proteins ermittelt. Es wurden bei RCA- und Con A-
Toyopearl Doppelbestimmungen durchgefihrt (Ausnahme: RCA pH 7,2: n=5; pH 6
n=3). Bei WGA-Toyopear| erfolgten Dreifachbestimmungen. Die Fehlerindikatoren in
den Abbildungen geben jewells die Minimal- und Maximalwerte an.
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Abb. 7-10: Einfluf3 des pH-Wertes auf die Affinitatstrennung an RCA Toyopearl|

Der Einflu® des pH-Wertes auf die Fraktionierung und die Gesamtwiederfindung von
ASF an RCA Toyopearl ist in Abb. 7-10 dargestellt. Es ergab sich ein Optimum fir die
Adsorption und Desorption von ASF bel pH 7,2. Be pH 6,8 und 8 waren nur
geringfligige Abweichungen zu erkennen. Die Wiederfindung des eluierten ASF war
mit Uber 80 % ebenfalls sehr hoch. Von pH 6 bis pH 3 war eine deutliche Verringerung
der desorbierten Proteinmenge sowie der Gesamtwiederfindung festzustellen. Dieses
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deutet auf ein Versagen der Elution bei niedrigem pH-Wert hin. Das wurde ebenfalls
dadurch deutlich, daR bei einer pH-Wert Anderung von pH 3 auf pH 7,2 eine
Nachelution des gebunden ASF mdglich war. Als Erkl&rung fir diesen Effekt konnen
Konformationséanderungen der Proteine und verénderte Ladungsverhdltnisse auf der
Trégeroberflache bel niedrigem pH-Wert angenommen werden, die sich auf die
Bindung des ASF am RCA auswirken. Als Ergebnis kann zusammengefaldt werden, dal3
eine Affinitatstrennung an RCA Toyopearl zwischen pH 6,8 und 8 gut moglich ist, das
Optimum liegt bei pH 7,2. Bei Bedarf kann mit eingeschrénkter Kapazitdt auch bei
niedrigeren pH-Werten gearbeitet werden, ohne da3 das Adsorbens nachhaltig
geschédigt wird.
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Abb. 7-11: Einfluf3 des pH-Wertes auf die Affinitatstrennung an WGA Toyopear|

In Abb. 7-11 ist der Einflufd des pH-Wertes auf die Affinitatstrennung von Fetuin an
WGA Toyopearl dargestellt. Es zeigte sich ein Plateau bel pH 6,8 bis 8,0 mit einer
Wiederfindung von spezifisch adsorbierten und desorbierten Fetuin zwischen 23 % und
28 %. Ein Optimum zeichnete sich bel pH 4 ab mit 63 % Wiederfindung an eluiertem
Fetuin. Bei pH 3 kam es zu einem betrachtlichen Abfall der eluierten Menge sowie der
Gesamtwiederfindung. Fir die Anwendung ist zusammenzufassen, dal} eine
Affinitétstrennung an WGA Toyopearl optima bei pH 4 durchzufiihren ist. Bei
Biomolekilen bietet sich fir den Erhalt der biologischen Aktivitét jedoch oft der
Betrieb bei neutralem pH-Wert an, weshalb im weiteren Verlauf der Arbeit pH 7,4
verwendet wurde. Das Adsorbens nahm bei pH 3 keinen nachhaltigen Schaden (Hamer,
2000).

Weiterhin wurde eine pH-Wert Optimierung auch mit WGA Agarose fur pH 6, 6,8, 7,4
und 8,0 durchgefiihrt. Das Diagramm zu diesem Versuch ist im Anhang (Abb. 12-7)
dargestellt. Es zeigte sich eine vergleichbare Tendenz zu WGA Toyopearl. Das
Optimum lag bei pH74 mit 36% Fetuin in der Elutionsfraktion und einer
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Gesamtwiederfindung von 99 %. Im Gegensaiz zu WGA Toyopearl wurde die
Funktionsfahigkeit der WGA Agarose beim Betrieb bei pH 3 allerdings beeintréchtigt.
Die Stabilitét des Adsorbens WGA Agarose ist bei kleinen pH-Werten nicht gegeben
(Hamer, 2000).
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Abb. 7-12: Einflul3 des pH-Wertes auf die Affinitatstrennung an Con A Toyopear|

Bel der Affinitdtstrennung von POD an Con A Toyopearl (Abb. 7-12) zeigte sich ein
Optimum bei pH 5 mit einer Wiederfindung von 25,2 % POD in der Elutionsfraktion.
Bel pH 4 und pH 3 war ein Abfall der Bindung und Elution von POD auf 17,0 % bzw.
6,2 % der Aufgabemenge zu verzeichnen. Im Gegensatz zu den zuvor beschriebenen
Systemen RCA und WGA war fur Con A Toyopearl kein signifikanter Einfluf3 des pH-
Wertes auf die Gesamtwiederfindung festzustellen. Ebenso war der Einflul3 des pH-
Wertes auf die Fraktionierung von POD in der Affinitétstrennung nicht so gravierend.
Das Adsorbens Con A Toyopearl zeigte keine Beeintrachtigung durch den Betrieb bei
pH 3 und war anschlief3end uneingeschrankt einsatzfahig. Im weiteren Verlauf dieser
Arbeit wurde mit Con A Adsorbentien bei pH 5 oder pH 6 gearbeitet.

Unspezifische Elution

Im Folgenden wurden Untersuchungen zur unspezifischen Elution vorgenommen
(vergleiche auch Kap. 2.1.1). Eine unspezifische Elution der Glykoproteine ist von
Interesse, um gegebenenfalls die spezifische Desorption durch die Elutionszucker zu
ersetzen. Dies kann zur Reduzierung von Aufwand und Kosten bei der Elution fur
grofere Mal3stdbe interessant sein, alerdings unter Verlust von Spezifitdt. Auch ist die
unspezifische Elution fir die Regeneration der Adsorbentien wichtig. Unter diesem
Aspekt wurden einige ubliche Methoden (Turkova, 1993, S.346; Carlsson et al., 1989,
S.310; Walters, 1985, S. 1108) der unspezifischen Elution an WGA Toyopear!
untersucht. Hierzu gehort auch die Elution durch pH-Anderung. Die Untersuchungen
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zum Einflud des pH-Wertes (siehe oben) haben alerdings gezeigt, dal3 fur die
verwendeten Lektinsysteme keine Desorption der Modelladsorptive durch eine pH-
Anderung im Bereich pH 3 bis 8 moglich ist.

Es wurden folgende weitere Parameter auf ihre Elutionskraft und auf die anschlief3ende
Regenerierung des Adsorbens hin untersucht:

erhthte lonenstéarke: NaCl

nicht ionisches Detergenz: Octylglucosid
anionisches Detergenz: Natriumdodecylsulfat (SDS)
chaotropes Salz: Guanidin HCI

Als Adsorbens wurde WGA Toyopearl verwendet. Das Tragermaterial Toyopearl ist
stabil gegenuber pH-Werten von 2-12 und gegeniber alen verwendeten
Elutionsbedingungen. Es galt zu untersuchen, ob eine unspezifische Elution unter den
jeweiligen Bedingungen madglich ist und ob das Lektin as Ligand in seiner Aktivitét
nachhaltig geschadigt wird. Fir die Adsorption des Glykoproteins Fetuin an WGA
Toyopearl und das anschlief?ende Spllen wurde der Arbeitspuffer Phosphatpuffer
pH 7,4 eingesetzt. Es wurden jewells 500 pg Fetuin auf 0,5 mL Adsorbens aufgegeben.
Fur SDS und Guanidin-HCI wurden 250 ug Fetuin auf 0,25 mL WGA Toyopearl
aufgegeben. Die unspezifische Elution erfolgte dann unter Zugabe des entsprechenden
Agens im Arbeitspuffer. Anschlie?end wurde gespllt und mit dem Elutionszucker
GIcNAc im Arbeitspuffer eine gpezifische Nachelution vorgenommen. Der
Proteingehalt wurde in den Fraktionen ,Spulen*, ,unspezifische Elution* und
»Spezifische Elution* quantifiziert. Es wurden mit Ausnahme von SDS und Guanidin-
HCl Doppelbestimmungen durchgefihrt. Im Anschluf3 an jeden Versuch erfolgte die
Uberpriifung der Funktionsfahigkeit des Lektin-Adsorbens unter Standardbedingungen
(Kap. 7.2.1). Die Ergebnisse sind in Tabelle 7-3 dargestellt.

Durch die Erhdhung der lonenstéarke durch Zugabe von 1 bzw. 2 mol/L NaCl konnte
keine Desorption des Fetuins ausgelost werden. Es war keine Beeintréchtigung des
Adsorbens festzustellen. Durch den Einsatz von 0,5 % Octylglucosid konnte ein Teil
des gebundenen Fetuins unspezifisch desorbiert werden. Die Wiederfindung bei der
unspezifischen Elution betrug 8 %. Es wurden anschlief3end 27 % des aufgegeben
Fetuin mit GIcNAc nacheluiert. Die Summe der Wiederfindung betrug 111 % und das
Adsorbens wurde durch die Behandlung nicht nachhaltig beeintrachtigt. Die Elutionen
mit SDS und Guanidin-HCI wurden nur qualitativ ausgewertet, da die Stoffe den
Proteintest storen. Ein Chromatogramm fir die Elution mit Guanidin-HCl ist im
Anhang beispielhaft aufgezeigt (Abb. 12-8). Es war bei beiden Substanzen deutlich die
Desorption von Protein erkennbar. Bei der anschlieRenden Uberpriifung unter
Standardbedingungen zeigte sich allerdings, dal3 das Adsorbens WGA Toyopearl
geschédigt worden war und nicht mehr funktionsfahig war. Es wurden in der
Sptilfraktion des mit SDS behandelten Adsorbens 105 % des aufgegeben Proteins, bei
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Guanidin-HCI 117 % quantifiziert. Das Lektin war durch die Behandlung denaturiert
worden (Hamer, 2000).

Tabelle 7-3: Unspezfische Elution von Fetuin an WGA Toyopear|

Elutionsmittel Fraktion Absolute Wieder- Summe Schéadigung
Menge  findung  Wieder- des
FET [png] [%] findung [%] Adsorbens
1 mol/L NaCl Spilen 373 75 92 Nein
Unspez. Elution 0O 0
Spez. Elution 86 17
2 mol/L NaCl Spiilen 250 50 68 Nein
Unspez. Elution 0O 0
Spez. Elution 92 18
0,5% Octyl-  Spilen 379 76 111 Nein
glucosd Unspez. Elution 41 8
Spez. Elution 135 27
0,05% SDS  Spilen + Ja
Unspez. Elution +
4 mol/L Spulen + Ja
Guanidin-HCI

Unspez. Elution +

+ Auswertung des Detektorsignals zeigte, dal3 Protein vorhanden war

Zusammenfassend 183 sich festhalten, dal3 eine unspezifische Elution des Fetuins mit
bis zu 2 mol/L NaCl nicht méglich war. Das Protein konnte durch die Zugabe von
0,05 % SDS sowie durch 4 mol/L Guanidin-HCI unspezifisch eluiert werden, allerdings
auf Kosten der Funktionsféhigkeit des L ektin-Adsorbens. Diese Behandlung kommt nur
far Ausnahmefédle in Betracht. Der Einsatz von 0,5 % Octylglucosid fuhrte zu einer
tellweisen Elution des gebundenen Fetuins und beeintrachtigte das WGA Adsorbens
nicht. Diese Methode kann sich eignen, um sie fir eine Reinigung des Lektin Adsorbens
von Probenbestandteilen einzusetzen.

Insgesamt kann die spezifische Desorption durch den Zucker GIcNAc durch keine der
untersuchten Behandlungen, einschlielich der pH-Wert Anderung, ersetzt werden.
Dieses Ergebnis bestétigt die hohe Spezifitét und Stabilitét des Affinitdtskomplexes bel
der Lekin-Affinitétstrennung. Um eine lange Funktionsfahigkeit des Adsorbens sicher
zu stellen, sollten die Proben mdglichst vorgereinigt bzw. sterilfiltriert aufgegeben
werden.
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7.2.4  Fraktionierung der Modelladsorptiveim Tragervergleich

Zum Vergleich der Tragermaterialien in der kontinuierlichen Affinitatstrennung wurden
M odelladsorptive an unterschiedlichen Adsorbentien fraktioniert. Die Untersuchung des
Glykoproteins Fetuin erfolgte an 5 verschiedenen WGA Adsorbentien (H20(1),
H20 (11), Silika 1005 (Il1), Toyopearl und Agarose). Es wurde unter Standard-
bedingungen (Kap. 7.2.1) gearbeitet und jeweils 500 pg Fetuin auf 0,5 mL WGA
Adsorbens aufgegeben. Es wurden jeweils Dreifachbestimmungen durchgefiihrt und der
Proteingehalt in den einzelnen Fraktionen quantifiziert. In Abb. 7-13 sind die
Wiederfindungen in den Elutionsfraktionen und die Gesamtwiederfindung dargestellt.
Die Fraktionierung des Glykoproteins Asialofetuin erfolgte an verschiedenen RCA
Adsorbentien (Silika 1005 (1V), Toyopearl und Agarose). Es wurde unter
Standardbedingungen (Kap. 7.2) gearbeitet und jeweils 500 pg ASF auf 1 mL RCA
Adsorbens aufgegeben. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt und der
Proteingehalt in den Fraktionen bestimmit.
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Abb. 7-13: Fraktionierung von Fetuin an verschiedenen WGA Adsorbentien

Die Ergebnisse in Abb. 7-13 zeigen, dal} die Fraktionierung des Fetuins an den
Adsorbentien unterschiedlich verlief. Es lag dabei keine Uberladung der Adsorbentien
vor (Kapazitét der Adsorbentien fur Fetuin siehe Kap 7.2.4). WGA Toyopearl und
WGA Agarose zeigen hier mit 28 % und 36 % den geringsten Anteil an adsorbiertem
und desorbiertem Fetuin. Fir die Adsorbentien H20 (1) und H20 (11) liegt dieser Antell
bei 42% und 48%. Silika 1005 (I11) wies mit 57 % die grofe Fraktion von
adsorbiertem und desorbiertem Fetuin auf. Allerdings war die Gesamtwiederfindung bei
Silikamit 69 % gering. Im Vergleich der RCA Adsorbentien (Abb. 7-14) zeigte sich der
hochste Anteil fir gebundenes ASF mit 86 % bei RCA Toyopearl. Fir Agarose lag
diese Fraktion bei 65 %. Vom Adsorbens RCA Silika 1005 (I11) konnten nur 55 % des
aufgegeben ASF eluiert werden. Die Gesamtwiederfindung betrug hier nur 64 %.



7 Charakterisierung der Lektin-Adsorbentien 69

120
100
= 80
= O spezifisch
3 .
eluiert
2 60
o B Summe
2 40 Wiederfindung
=
20
0
Silika (Spacer) Toyopearl Agarose RCA Adsorbens

Abb. 7-14: Fraktionierung von ASF an verschiedenen RCA Adsorbentien

Aus den Versuchen wurde deutlich, dal3 die Fraktionierung der Glykoproteine nicht nur
auf deren stoffliche Beschaffenheit zurtickzufthren ist, sondern auch vom Adsorbens
beeinflulét wird. Ebenso ist die Gesamtwiederfindung an den einzelnen Adsorbentien
unterschiedlich. Aus der Tatsache, dal3 die Gesamtwiederfindung bei Silika mit 69 %
bzw. 64 % gering it, liegt der Schluf3 nahe, dal? die Glykoproteine durch unspezifische
Adsorption am Trager nicht vollsténdig eluierbar waren. Diese Effekte werden in der
Diskussion in den Kapiteln 9.3 und 9.4 ausfuhrlich diskutiert und bewertet.

7.25 Kapazitat und Ausnutzung

Eine sehr wichtige Eigenschaft eines Lektin-Adsorbens ist die Kapazitét. Zum einen ist
es wichtig zu wissen, welche Probenmenge bearbeitet werden kann beziehungsweise
welche Menge eines Wertstoffs in einem Affinitétszyklus aufgereinigt werden kann. So
kann eine optimale Adsorbensmenge eingesetzt werden. Zum anderen ist die Kapazitét
aber auch ein wichtiges Kriterium, um eine Uberpriifung des Adsorbens nach langerem
Gebrauch zu ermoglichen.

Die Kapazitdt der enzelnen Lektin Adsorbentien wurde fir das jewellige
Modelladsorptiv bestimmt (Standardbedingungen, Kap. 7.2.1). Dazu wurde das
Glykoprotein im Uberschul? auf die Saule gegeben und bei geschlossenem AuslalRventil
anschlief3end fur 20 min adsorbiert. Danach wurde die Saule 20 min lang gespllt, bis
kein Protein mehr detektiert werden konnte. Anschlieffend wurde unter Standard-
bedingungen mit dem jewelligen Elutionszucker fur 20 min eluiert und in den
aufgefangenen Fraktionen der Proteingehalt bestimmt. Die Kapazitdt C [mg/mL] eines
Adsorbens fur ein Modelladsorptiv wurde folgendermal3en berechnet:



70 7 Charakterisierung der Lektin-Adsorbentien

Clmg/mL] =\T—d [7]

ad

C = Kapazita [mg Adsorptiv/imL Adsorbens]
my = spezifisch eluierte Proteinmenge [mg]
V o = eingesetztes Festbettvolumen [mL]

Eine weiteres wichtiges Charakteristikum der Adsorbentien ergibt sich durch die
Berechnung der prozentuaen Ausnutzung der Bindungsstellen A [%] aus der
experimentell ermittelten Kapazitét:

A{%] - NAdsor;IJ\Itiv 100 [8]

A = Ausnutzung der Lektin-Bindungsstellen [%]
Nadsorptiv = gebundene Stoffmenge des Adsorptivs [mol]

N; = Stoffmenge Bindungsstellen des immobiliserten Liganden [mol]

Einige Ergebnisse fir RCA und Con A Adsorbentien sind beispielhaft in Tabelle 7-4
aufgezeigt. Es wurden die Kapazitdten fur ASF bzw. POD bestimmt (n = 2) und die
Ausnutzung berechnet.

Tabelle 7-4: Kapaztat und Ausnutzung fir RCA und Con A Adsorbentien

Adsorbens Kapazitat C [mg Adsorptiv/  Ausnutzung der
mL Adsorbensg| Bindungsstellen [%]
RCA Toyopearl 2,5mg ASF 82
RCA Agarose 1,2 mg ASF 47
RCA Silikal005 (IV) 2,5mgASF 35
RCA TSKgel 1,7 mg ASF ~50
Con A Toyopearl 1,6 mg POD 11

Con A Agarose 3,4 mg POD 14
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Die Untersuchungen ergaben fir RCA Toyopearl eine Kapazitéat von 2,5 mg ASF/mL.
Dies entsprach einer sehr hohen Ausnutzung der RCA Bindungsstellen von 82 %.
Dieser Wert zeigt, dald gleichzeitig zwei Molekile ASF an einem RCA Liganden
adsorbieren kénnen, d.h. da3 im Mittel beide Bindungsstellen des Lektins gut
zugéanglich sind. Die Ausnutzung der Bindungsstellen von Con A Agarose mit 14 %
und Con A Toyopearl mit 11 % ergab &hnliche grof’e Werte. Der Grund fur die
insgesamt niedrigere Ausnutzung gegenuber den RCA Adsorbentien ist in der
Molekllgeometrie von Con A zu vermuten. Bei Con A sitzen 4 Bindungsstellen pro
Tetramer auf den Ecken eines Tetraeders (siehe Abb. 3-1). Esist anschaulich, daf3 hier
im ungunstigsten Fall nur eine Bindungsstelle fir ein makromolekuleres Adsorptiv wie
POD zuganglich sein kann.

Zum Vergleich der Tragermaterialien wurde die Kapazitét fir das Glykoprotein Fetuin
an 5 verschiedenen WGA Adsorbentien untersucht (H20(1), H20 (1), Silika 1005 (I11),
Toyopearl und Agarose). Die Kapazitdten (nicht dargestellt) lagen zwischen 1,5 mg
Fetuin/mL far H20 (I1) und 5,1 mg Fetuin/mL fur Silika. Die Kapazitdt von WGA
Toyopear] betrug 1,8 mg Fetuin/mL. In Abb. 7-15 ist die daraus berechnete Ausnutzung
fir die verschiedenen WGA Adsorbentien gegeniibergestellt. Dabei sind die Werte fir
die immobilisierte Ligandmenge sowie die Oberflachenbelegung des Tragers mit
Ligand zum Vergleich ebenfalls abgebildet (fir Agarose |&3t sich aufgrund der Struktur
keine Oberflachenbelegung berechnen).
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Abb. 7-15: Ausnutzung der Bindungsstellen verschiedener WGA Adsorbentien

Dabel wies H20 (I1) mit Spacer die geringste Ausnutzung von 7 % auf. WGA Silika
zeigte die hochste Ausnutzung mit 24 %. Der Vergleich unter Berticksichtigung der
Oberflachenbelegung mit WGA zeigt, dal’ eine niedrige Oberflachenbelegung von 12 %
bei Silikamit einer hohen Ausnutzung einher ging. Eine geringere Ligandendichte fuhrt
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Zu einer geringen sterischen Hinderung wahrend der Adsorption und einer guten
Zuganglichkeit. Die Tatsache, dal3 die Ausnutzung der Bindungstellen maximal 24 %
betrug, kann in diesem Fall auf die Molekilstruktur des WGA zurtickgefihrt werden,
die offenbar keine gleichzeitige Bindung von zwei Molekilen Fetuin pro
immobilisiertem WGA Dimer erméglicht.

7.2.6 Langzetstabilitat

Ein sehr wichtiges Kriterium fir die Bewertung der Lektin Adsorbentien ist deren
Langzeitstabilitét. Insbesondere bel diesen relativ teuren Materidien und bei einer
maoglichen Anwendung in technischen Dimensionen ist der Aspekt der Stabilitét
entscheidend fur die Wirtschaftlichkeit des Verfahrens. Durch die Verwendung von
Proteinliganden ist die Stabilitdt nicht selbstverstdndlich vorauszusetzen und sollte
daher fUr verschiedene Adsorbentien untersucht werden. Dazu wurden die Kapazitéten
fur die Modelladsorptive entsprechend der in Kap. 7.2.5 beschriebenen Durchfihrung
bestimmt (jeweils Doppelbestimmungen). Die Lagerung der Lektin-Adsorbentien
erfolgte in den jeweiligen Lagerpuffern (Tabelle 6-2). Die Adsorbentien wurden
wahrend der Untersuchungen nicht fur die Bearbeitung anderer Proben verwendet.
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Abb. 7-16: Langzeitstabilitéat von RCA Adsorbentien

In Abb. 7-16 ist die Kapazitdt von RCA Toyopearl und RCA Agarose fur das Adsorptiv
ASF Uber einen untersuchten Zeitraum von 84 Wochen (1,6 Jahre) dargestellt. Es waren
keine Anzeichen fir einen Abfall der Kapazitét erkennbar. Innerhalb des untersuchten
Zeitraums war die Stabilitéat der RCA Adsorbentien unverandert gewahrleistet.

Die Langzeitstabilitét der Adsorbentien Con A Toyopearl und Con A Agarose beziiglich
der Kapazitét fur das Adsorptiv Peroxidase (POD) ist in Abb. 7-17 wiedergegeben. Im
Rahmen dieser Untersuchungen zeigte sich ein Abfall der Kapazitét fir POD innerhalb
der ersten 15 bis 20 Wochen um ca. 50 %. Im weiteren Verlauf (50 Wochen) war keine
Verringerung der Kapazitét mehr zu verzeichnen.
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Abb. 7-17: Langzeitstabilitét von Con A Adsorbentien

Die Bestimmung der Langzeitstabilitét der Adsorbentein WGA Toyopearl und WGA
Agarose wurde mit dem Adsorptiv. Ovomucoid durchgefiihrt. Die Kapazitét fir
Ovomucoid ist in Abb. 7-18 Uber einen Zeitraum von 31 Wochen dargestellt. Dabel

zeigte sich kein Abfall der Kapazitét innerhalb des untersuchten Zeitraums und damit
eine gute Langzeitstabilitdt der Adsorbentien.
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Abb. 7-18: Langzeitstabilitat von WGA Adsor bentien
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7.2.7  Strukturspezifische Trennung von Mono- und Disacchariden

Die Trennleistung der HPLAC wurde anhand der strukturspezifischen Trennung von
Mono- und Disacchariden untersucht. Die Affinitdt zu diesen Sacchariden ist schwéacher
als gegentber Makromolekilen. So weisen Lactose und Galactose eine Affinitét zu
RCA von Kgq=10"—-10° [mol/L] auf (siehe Kap. 3.2.1). Diese Substanzen werden
nicht ,fest* am RCA-Adsorbens gebunden, sondern entsprechend der Bindungsaffinitét
retardiert, so dal3 es zu einer chromatographischen Trennung kommt (siehe auch Kap.
2.1.2, Analytische Anwendungen; Zopf und Ohlson, 1990). Die Trennung der
Saccharide Glucose, Mannose, Lactose und Galactose wurde an der HPLAC Saule RCA
TSKgel vorgenommen, um die Strukturspezifitét der Lektin-Affinitatstrennung und die
Trennleistung der Lektin HPLAC aufzuzeigen. Gleichzeitig wurde ein Modellsystem
bendtigt, mit dem die Trennleistung der Saule in regelmaldigen Abstanden Uberprift
werden kann.

Es wurde die Trennsaule mit 4,6 mg RCA/mL Festbett (siehe Kap. 4.2.2, Kap 6.1 und
Tabelle 6-6) und einer Kapazidt von 1,7 mg ASF/mL (siehe Tabelle 7-4) verwendet. Die
Saccharide wurden als Nitrophenylderivate eingesetzt, um eine Detektion bei | = 300
nm zu ermoglichen (Aufgabe jeweils 4 pg). Als mobile Phase diente der Arbeitspuffer
Phosphatpuffer pH 7,2 bei einem Flul3 von 1 mL/min. Es wurde sowohl isokratisch as
auch mit einem Lactosegradienten gearbeitet. Die Abbildungen 7-19 und 7-20 zeigen
die Trennung der Mono- und Disaccharide.
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Abb. 7-19: Strukturspezfische Trennung von Sacchariden an RCA TKgel

Das dargestellte Chromatogramm zeigt die affinitdtschromatographische Trennung der
Saccharide. Dabei fand eine Trennung nach der Struktur der Substanzen statt, d.h., der
Zucker, dessen Struktur die grofite Komplementaritét zur RCA Bindungsstelle hatte,
wurde mit der grofiten Affinitét gebunden und am stérksten retardiert. Fir RCA waren
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dies Nitrophenyl-Lactose und -Galactose, die nach 9,17 min und 11,74 min eluierten.
Die Sacharide Mannose und Glucose wurden zeitversetzt nach der Totzeit von 2,29 min
weniger verzogert. Die Trennung dieser Standardsubstanzen zeigt die Strukturspezifitét
und Selektivitdt der Lektin-HPLAC. Durch Anlegen eines Gradienten (von 3,5 min bis
13,5 min auf 50 mmol/L Lactose) konnte die Trennzeit verkurzt und die Auflésung fur
die Substanzen Lactose und Galactose verbessert werden (Cartellieri et al., 2001a, b).
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Abb. 7-20: Strukturspezfische Trennung von Sacchariden an RCA TSKgel mit Lactose-
Gradient

Die beschriebene RCA HPLAC Saule kann vergleichbar auch fur die
strukturspezifische Trennung von Oligosacchariden, Glykopeptiden oder anderen
Glykokonjugaten eingesetzt werden. Im Verlauf dieser Arbeit wurde die aufgezeigte
Trennung als Modellsystem (Testchromatogramm) zur Uberpriifung der RCA Sauleim
Tagesbetrieb verwendet.

Selektivitat und Langzeitstabilitéat der RCA HPLAC-Saule

Die Selektivitét r; bezeichnet die relative Retention einer Substanz und ist ein Mal3 fir
die Trennleistung einer Saule. Sie berechnet sich wie folgt (Schwedt, 1994):

tRZ B tm
r, =—— 9
. tRl - tm [ ]

rii = Seletivitét, relative Retentionszeit
tm = Totzeit der mobilen Phase [min]; hier tm, = 2,29 min

tri = Retentionszeit der Substanz i



76 7 Charakterisierung der Lektin-Adsorbentien

Die Trennleistung (Selektivitdt) der RCA TSKgel Saule wurde Uberpriift und Gber einen
langeren Zeitraum (10 Monate) Uberwacht. In der Tabelle 7-5 sind die Retentionszeiten
der Saccharide und die Selektivitdten der Testchromatogramme direkt nach der
Herstellung des Adsorbens (Abb. 7-19) und nach 10 Monaten (nicht dargestellt)
gegenlbergestel|t.

Tabelle 7-5: Selektivitat der RCA HPLAC-Saule

Analyt Retentionszeit tg; [min]  Selektivitét (rel. Retentionszeit) rji [min]

Testchromatogramm nach Immobilisierung von RCA
Glucose tr1=5,12 -

Mannose tgr,= 6,69 rop = 1,55
Lactose trz=9,17 r;» = 1,56
Galactose tra= 11,74 l43= 1,37

Testchromatogramm nach 10 Monaten Betrieb
Glucose tr1=5,12 -

Mannose tr,= 6,66 rn =154
Lactose tr3= 8,62 r;» =1,45
Galactose tra= 11,52 rs3 = 1,46

Das Testchromatogramm, welches 10 Monate nach der Herstellung des Adsorbens
aufgenommen wurde, zeigte nahezu keine Veranderung der Retentionszeiten und
Selektivitdten. In der Zwischenzeit waren 80 Proben, die aus Standardsubstanzen
(Glykoproteine, Glykolipide) und Vielstoffgemischen (Extrakten, Serum) bestanden,
bearbeitet worden. Es wird aus dem Vergleich deutlich, dal3 das Adsorbens dadurch
kaum beeinfluf wurde. Die geringfiigig reduzierte Aktivitat der RCA Liganden fuhrte
lediglich zu einer leichten Verkirzung der Retentionszeiten von Mannose, Lactose und
Galactose. Die Untersuchung ergab eine gute Langzeitstabilitét des Adsorbens im
Tagesbetrieb.
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8  Affinitatstrennung von Glykokonjugaten

Im Kapitel 7 wurde die Charakterisierung der entwickelten Lektin-Adsorbentien
ausfuhrlich beschrieben. Nachdem anhand von Modellsystemen die Parameter der
Affinitatstrennung fir die jeweiligen Lektinsysteme optimiert und die Adsorbentien
hinsichtlich Kapazitét, Ausnutzung und Stabilitdt charakterisiert wurden, standen die
Systeme fir die Anwendung in weiteren Affinitatstrennungen zur Verfigung. Im
vorliegenden Kapitel werden ausgewdhite Lektin-Affinitétstrennungen (Niederdruck-
trennungen und HPLAC) beschrieben. Dabei wird eine Unterteilung in
Einzelstoffsysteme, definierte Stoffmischungen und Vielstoffgemische vorgenommen.
Als préparative Anwendungen der Lektin-Affinitétstrennung wird die Aufreinigung des
Enzyms Peroxidase sowie die Isolierung von Fetuin aus fetalem Rinderserum
beschrieben.

8.1  Einzelstoffsysteme

8.1.1 Affinitatstrennung von Glykoproteinen

Die Affinitatstrennung einzelner Glykoproteine und deren Fraktionierung wurde an den
Lektinsystemen WGA und Con A untersucht. An der HPLAC-Saule RCA TSKgel
wurden Affinitétstrennungen von Glykoproteinen vorgenommen.

Fur die Trennungen am Lektin WGA wurde 0,5 mL des Adsorbens WGA Agarose
eingesetzt. Es wurden jeweils 500 pg der Glykoproteine Fetuin, Ovomucoid,
Asiaofetuin (ASF) und saures a;-Glykoprotein (AGP) aufgegeben. Nach dem Spilen
wurde mit 0,2 mol/L GIcNAc eluiert und der Proteingehalt in Spulfraktion und Eluat
quantifiziert. Es wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Die Affinitatstrennungen
an Con A wurden mit 1 mL Con A Toyopearl (7,9 mg Con A/mL Tréger) bei pH 5
durchgefiihrt. Es wurden jeweils 500 pg der Glykoproteine Peroxidase (POD), a;-
Glykoprotein (AGP), Glucose Oxidase (GOD) sowie 600 pg Lactoferrin aufgegeben
(Dreifachbestimmung) und unter Zugabe von 0,1 mol/L Mannose €luiert. Der
Proteingehalt wurde ebenfalls in den Spilfraktionen und Eluaten bestimmt. Die
Affinitatstrennungen an der HPLAC-Saule RCA-TSKgel wurden mit dem Arbeitspuffer
(Phosphatpuffer pH 7,2) bei einem Fluf3 vom 1,0 mI/min als mobile Phase durchgefihrt.
Es wurden jeweils 200 pg der Glykoproteine Ovomucoid, saures a;-Glykoprotein
(AGP), Fetuin (FET) und Asialofetuin (ASF) analysiert. Die Elution erfolgte durch
einen Stufengradienten von 0,07 mol/L Lactose. Die Detektion erfolgte bei | = 280 nm.

In Abbildung 8-1 ist die Fraktionierung der Glykoproteine Fetuin, Ovomucoid, ASF
und AGP an WGA Agarose dargestellt. Dabei zeigt sich, dal3 Fetuin und Ovomucoid
mit nahezu gleichen Anteilen an der WGA Agarose binden. Die Wiederfindung im
Eluat belauft sich fir Fetuin auf 36 % bei einer Gesamtwiederfindung von 99 % und bei
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Ovomucoid auf 38 % bei einer Gesamtwiederfindung von 96 %. Wie bereits im Kapitel
7.2.2 ausgefuhrt, eignet sich Ovomucoid ebenfalls als Modelladsorptiv fur die
Charakteriserung von WGA Adsorbentien. Das Glykoprotein ASF adsorbierte zu
einem Anteil von 12 % am WGA. Das |&3 darauf schlief3en, dal3 noch Reste von
Sialinsduren am Kohlenhydratanteil des ASF vorhanden sind (vergleiche Herstellung
von ASF aus Fetuin Kap. 3.2.2), da WGA ene Affinitét zu GICNAC aufweist. Die
Ergebnisse stimmen gut mit der Abtrennung von ASF an RCA-Adsorbentien Uberein
(vergleiche die Kapitel 7.2.2 und 7.2.4). An RCA Agarose und RCA Toyopearl wurden
65 - 86 % des ASF gebunden, was auf das Vorhandensein von terminalen Galactosen
zuriickzufthren ist. Die Wiederfindung des Glykoproteins AGP im Eluat betrug nur
6 %. Dieses Ergebnis kdnnte auf die Mikroheterogenitét des Proteins (siehe Kap. 3.2.1)
zurtickgefuhrt werden. Weiterhin kénnen auch ungentigendes Spuillen oder unspezifische
Adsorption als Griinde genannt werden. Es wurde in diesem Fall davon ausgegangen,
dal3 AGP keine signifikante Affinitét zu WGA aufweist (vergleiche dazu Abb. 12-11).

120

100 — —
< 80 — —1 : :
=2 @ Spulfraktion
S 60 -+ T —1
E m spezifisch
s eluiert
© 40 ] | ||| OSumme
= Wiederfindung

20 — —1
) | Tl T
Fetuin Ovomucoid ASF AGP Glykoprotein

Abb. 8-1: Affinitatstrennung von Glykoproteinen an WGA Agarose

Die Affinitdtstrennung der Substanzen POD, AGP, GOD und Lactoferrin an Con A
Toyopearl ist in Abb. 8-2 wiedergegeben. Die Fraktionierung von POD wurde bereits
als Modellsystem fir Con A Adsorbentien (Kap. 7.2.2) beschrieben. Es wurden 31 % an
Con A Toyopearl adsorbiert und eluiert. AGP wurde zu 55 % adsorbiert und eluiert.
Dieses weist auf ein Vorhandensein von mannosehaltigen Strukturen hin (vergleiche
Affinitdt von Con A Kap. 3.1.1. sowie Zusammensetzung von AGP Kap. 3.2.2).
Glucose Oxidase wurde zu 56 % nach der Adsorption eluiert. Allerdings betrug die
Gesamtwiederfindung nur 78 %. Dieses Ergebnis ist auf die grof3e Affinitdt von ca.
Kg¢=10" mol/L zu ConA (vergleiche Kap. 7.1.2) zuriickzufilhren. GOD eignet sich
wegen der starken Bindung als Modellsubstanz fir die Aufnahme von
Adsorptionsisothermen, war allerdings aufgrund der schlechten Eluierbarkeit as
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Modelladsorptiv fur die kontinuierliche Affinitéstrennung an Con A Adsorbentien
ungeeignet. Die hohe Gesamtwiederfindung fur die Affinitétstrennung von Lactoferrin
mit 143 % lal%t vermuten, dal3 hier mit der Elution auch Ligand vom Trager abgel 6st

wurde.

150

125
g 100 ; _
=2 @ Spulfraktion
S 75 1+ [
= m spezifisch
E eluiert
B 50 1 O Summe
= Wiederfindung

25

0
POD AGP GOD Lactoferrin

Glykoprotein

Abb. 8-2: Affinitatstrennung von Glykoproteinen an Con A Toyopear|

Im Folgenden sind die Chromatogramme einiger Affinitétstrennungen an der RCA-
TSKgel Séaule dargestellt. Die Fraktionierung von Ovomucoid ist in Abb. 8-3

wiedergegeben. Der Pfell zeigt die Elution des absorbierten Materials an.
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Abb. 8-3: Affinitatstrennung von Ovomucoid mittels HPLAC an RCA TXKgel
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Ovomucoid zeigte eine Bindungsaffinitdt zu RCA, was auf das Vorhandensein von
terminalen Galactosen schlief3en |&3t. Dieses Ergebnis zeigte im Zusammenhang mit der
Abtrennung von Ovomucoid an WGA (Abb. 8-1) die Heterogenitdt der
Kohlenhydratstruktur, in der sowohl GIcNAc as auch Galactose vorhanden ist (siehe
auch Diskussion Kap. 9.3).

Das Chromatogramm der Trennung von AGP mittels HPLAC an RCA TSKgd ist in
Abb. 8-4 dargestellt. Die spezifische Desorption mit Lactose weist wiederum auf das
V orhandensein von endstandigen Galactoseresten hin (vergleiche Kap. 3.2.2).
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Abb. 8-4: Affinitatstrennung von AGP mittels HPLAC an RCA TSKgel

Die Affinitétstrennung von Asialofetuin (ASF) und Fetuin (FET) mittels HPLAC an
RCA TSKgd ist im Anhang (Kap. 12.6, Abb. 12-9 und 12-10) abgebildet. Es zeigte
sich bei der Trennung von ASF (entsprechend den Ergebnissen in Kap. 7.2.2, Abb. 7-7),
daf3 der Uberwiegende Anteil des Asiaofetuins am RCA Adsorbens gebunden und mit
Lactose spezifisch eluiert werden konnte. Das Glykoprotein Fetuin wurde durch die
Affinitdtstrennung an RCA in 3 Fraktionen getrennt. Eine Fraktion zeigte keine
Affinitdt zum RCA und eluierte mit dem Totvolumen. Ein grof3er Anteil zeigte
schwache Affinitét zum RCA und wurde retardiert. Eine Fraktion des Fetuins wurde am
RCA gebunden und mittels Lactose spezifisch eluiert.

Die Ergebnisse verdeutlichen die Heterogenitét der Kohlenhydratstruktur von
Glykoproteinen. Die Fraktionierung der Glykoproteine wird in Kap. 9.3 diskutiert.

8.1.2 Aufreinigung von Peroxidase an Con A Adsor bentien

Die Bindungsaffinitét des aus dem Meerrettich stammenden Enzyms Peroxidase zum
Lektinliganden Con A wurde bereits mehrfach beschrieben (Kap. 7.2.2, Abb. 7-8). In
den hier dargestellten Untersuchungen wurde Uberprift, ob die Aufreinigung von
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Peroxidase an Con A Adsorbentien mit einer Steigerung der Enzymaktivitét verbunden
ist. Um diese Fragestellung zu bearbeiten wurde eine kommerziell erhdltliche
Peroxidase-Préparation (siehe Kap. 3.2.2) unter Verwendung der Lektin-Adsorbentien
Con A Silika und Con A Agarose aufgereinigt und die relative Enzymaktivitét im
Vergleich zum Ausgangsmaterial bestimmt.

Fur die Aufreinigung der Peroxidase (POD) wurden die Adsorbentien Con Silika 1005
(IV) und Con A Agarose verwendet. Die Affinitétstrennung wurde mit Acetatpuffer
pH 5,0 durchgefihrt. Jeweils 500 pg POD wurden an den Adsorbentien aufgereinigt
und mehrere Spllfraktionen sowie die mit Mannose eluierte Fraktion in 10 mL
Melkolben aufgefangen. Die in den Fraktionen vorliegende Proteinmenge wurde
mittels Proteinbestimmung ermittelt (Arbeitsvorschrift Kap. 12.4.1). Die Enzymaktivitét
des Ausgangsmaterials POD sowie die Aktivitét in den einzelnen Fraktionen wurde wie
in Kap. 5.3 beschrieben quantifiziert und nach Gleichung [2] berechnet. Die
Enzymaktivitét Ag [U/L] wurde auf die quantifizierte Proteinmenge bezogen und als
relative Enzymaktivitdt in [U/mg Protein] ausgedriickt. Die relativen Enzymaktivitaten
in den jeweiligen Spulfraktionen sowie in der aufgereinigten POD Fraktion wurden mit
der relativen Enzymaktivitdt des Ausgangsmaterials verglichen. Die Ergebnisse fur die
beiden verwendeten Adsorbentien sind in Abb. 8-5 und 8-6 dargestelit.
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Abb. 8-5: Aufreinigung von Peroxidase an Con A Slika

Die Aufreinigung von POD an Con A Silika ist in Abb. 8-5 dargestellt. Auf der
priméren Ordinate ist die relative Enzymaktivité [U/mg] des Ausgangsmaterials und
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der Fraktionen der Affinitdtstrennung aufgetragen. Die relative Aktivitdt der
Ausgangspréaparation von 1531 U/mg war dabel etwas hoher as der Wert, der fir dieses
Material angegeben war. Die Herstellerangabe (Sigma-Aldrich, Minchen) fur die
Enzymaktivitét belief sich auf ca 600—1000 U/mg (umgerechnet auf ABTS). Die
untersuchten Spulfraktionen sowie die eluierte Fraktion, die das aufgereinigte Material
enthielt, sind in der Abbildung mit dem Chromatogramm der Affinitétstrennung
Uberlagert, welches Uber die Zeit [min] aufgetragen wurde und die Absorption bei
| =280 nm auf der sekundéren Ordinate anzeigt. Aus den Ergebnissen wird deutlich,
dai3 die drei Spulfraktionen eine geringere relative Enzymaktivitdt aufwiesen als das
ungetrennte Ausgangsmaterial. Das am Lektin adsorbierte und spezifisch eluierte
Peroxidasematerial wies hingegen eine deutlich erhohte relative Enzymaktivitét von
8898 U/mg gegentiber dem Ausgangsmaterial auf. Die Aufreinigung der Peroxidase
mittels Affinitétstrennung an Con A Silika bewirkte eine Steigerung der Enzymaktivitat
um den Faktor 5,8.
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Abb. 8-6: Aufreinigung von Peroxidase an Con A Agarose

Die Affinitatstrennung von Peroxidase an Con A Agarose ist in Abb. 8-6 aufgezeigt.
Die Enzymaktivitét des Ausgangsmaterials wurde hier mit 1497 U/mg bestimmt. Aus
der Abbildung wird deutlich, dal3 bel dieser Affinitéatstrennung ebenfalls eine Steigerung
der Enzymaktivitat gegeniiber dem ungetrennten Ausgangsmaterial erzielt wurde. Die
Aktivitét im Elutionspeak betrug 6661 U/mg Protein. Es wurde hier eine Aufreinigung
um den Faktor 4,4 erreicht.
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Die Ergebnisse zeigen, dal’ eine Peroxidase-Préparation aus Meerrettich mittels
Affinitdtstrennung an Con A Adsorbentien unter Steigerung der Enzymaktivitét
aufgereinigt werden konnte.

8.2  Definierte Stoffmischungen

In diesem Abschnitt soll ein kurzer Einblick gegeben werden, welche weiteren
Moglichkeiten die Affinitétstrennung fir die Trennung von Proteinen und
Glykoproteinen bietet. Um dieses zu verdeutlichen soll die Trennung zweier definierter
Stoffmischungen, die aus Standardmaterialien hergestellt wurden, aufgezeigt werden.
Es handelt sich dabel um das reditdtsnahe Trennproblem der Abtrennung des
Serumproteins saures a;-Glykoprotein (AGP) vom Rinderserum Albumin (BSA).
Weiterhin wird das hypothetische Trennproblem von Glykoproteinen und einfachen
Sacchariden vorgestellt.

Die Trennungen erfolgten mittels Lektin HPLAC. Dabei wurden die Saulen RCA
TSKgel und SigmaChrom AF-Con A verwendet (siehe Kap. 4.2.2 und Tabelle 6-6). Fur
die Trennung an RCA TSKgel wurde der Phosphatpuffer pH 7,2 bei einem Flul3 von
1 mL/min als mobile Phase verwendet. Die Elution erfolgte mit einem Stufengradienten
von 0,07 mol/L Lactose. Die Trennung an SigmaChrom AF-Con A wurde mit
Acetatpuffer pH 6,0 bei einem Flul von 1 mL/min durchgefihrt, wobei mit 0,2 mol/L
Mannose eluiert wurde. Die Chromatogramme der Trennungen sind in Abb. 8-7 und 8-8
wiedergegeben.

Intensitat (AU)

Abb. 8-7: Affinitatstrennung von BSA und AGP an RCA TSKgel

Das Chromatogramm in Abb. 8-7 zeigt die Affinitétstrennung von AGP und BSA (je
200 pg Protein). BSA, welches keine Bindungsaffinitdt zum Liganden RCA besitzt,
wird mit dem Totvolumen eluiert. AGP bindet am Lektin und kann durch Zugabe von
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Lactose (Pfeil) desorbiert werden. Es wird deutlich, dal3 AGP mittels Affinitétstrennung
an RCA TSKgel von BSA abgetrennt bzw. aufgereinigt werden kann. Diese
Affinitatstrennung kénnte beispielsweise fir Aufgabenstellungen herangezogen werden,
bei denen AGP aus Serum aufgereinigt wird, wobel auch eine Abtrennung von BSA
erfolgen muf3.

In Abb. 8-8 ist die Affinitatstrennung eines Stoffgemisches aus FET, POD und vier
Sacchariden (Nitrophenylderivate) an SigmaChrom AF-Con A dargestellt. Es wurden
jeweils 200 ug der Proteine und 4 g der Saccharide eingesetzt. Es wird deutlich, dafi3
Fetuin keine Affinitdt zu Con A aufwies und mit dem Totvolumen eluierte. Die
Saccharide Lactose, Galactose, Glucose und Mannose wurden entsprechend ihrer
Affinitét zu Con A retardiert, wobei Mannose mit der hdchsten Affinitét am starksten
zuriickgehalten wurde. Die Elutionsreihenfolge der strukturspezifischen Affinitats
trennung der Saccharide kehrte sich entsprechend der Bindungspezifitét an Con A
gegentber der Trennung an RCA um (vergleiche Abb. 7-19). Die durch den Pfell
gekennzeichnete Elution mit Mannose fuihrte zur Desorption der spezifisch gebundenen
Peroxidase, welche so von den tbrigen Substanzen abgetrennt werden konnte.
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Abb. 8-8: Affinitatstrennung von FET, POD und Nitrophenyl-Sacchariden an
SgmaChrom AF-Con A

8.3  Natdirliche Vidstoffmischungen

In den Kapiteln 8.1 und 8.2 wurde die Anwendung der Lektin-Affinitétstrennung in der
Fraktionierung und Aufreinigung von Einzelstoffsystemen und definierten
Stoffmischungen beschrieben. Im vorliegenden Kapitel 8.3 wird die Anwendung des
entwickelten Affinitétstrennverfahrens fir die Fraktionierung und Aufreinigung von
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Glykokonjugaten aus Vielstoffmischungen beschrieben. Es wird die Aufreinigung des
Glykoproteins Fetuin aus dem natrlichen Vielstoffgemisch Serum aufgezeigt. Daran
schliefdt sich die Affinitétstrennung eines Glykolipid-Extraktes aus Rinderhirn an.

8.3.1 Aufreinigung von Fetuin aus fetalem Rinderserum

Das im Rinderserum vorliegende Glykoprotein Fetuin weist unter anderem eine
wachstumsfordernde Wirkung auf und wird vielféltig eingesetzt (siehe Kap. 3.2.2). Es
ist kommerziell erhdtlich und wird Ublicherweise unter Verwendung chemischer
Trennverfahren (siehe Kap. 3.3) aus dem Serum gewonnen. In dieser Arbeit wurde eine
effiziente Methode zur Gewinnung von Fetuin aus Serum mittels Lektin-
Affinitatstrennung entwickelt (Cartellieri et al., 2002). Fetuin wurde dabel unter
Verwendung des WGA Adsorbens Toyopearl aus fetdem Rinderserum (FBS)
aufgereinigt. Fetales Serum bot sich fir die Gewinnung von Fetuin an, da es dort mit
einem Gehalt von 1- 2,1 g/100 mL vorliegt, wdhrend im adulten Plasma nur etwa 60
mg Fetuin/100 mL vorhanden sind.

Fur die Aufreinigung von Fetuin wurde 1 mL WGA Toyopear!l unter Verwendung des
Arbeitspuffers (Phosphatpuffer pH 7,4) mit einem Flufd von 0,8 mL/min eingesetzt. Es
wurden 500 pL des in Kap. 3.3 beschriebenen Serums in der Verdinnung 1:10
aufgegeben. Nach grindlichem Spulen wurde mit 0,2 mol/L GIcNAc eluiert
(Chromatogramm Abb. 8-9). Die Fraktion, welche das spezifisch eluierte Material
enthielt, wurde nach Dialyse und Gefriertrocknung mittels SDS PAGE
(Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgel Elektrophorese) analysiert (Durchfihrung
siehe Kap. 5.4).

Das Chromatogramm in Abb. 8-9 zeigt die Affinitétstrennung des fetalen Rinderserums
an WGA Toyopearl. Es wird deutlich, dal3 ein grof3er Anteil des Serum keine Affinitét
zum WGA aufwies und mit dem Totvolumen ausgewaschen wurde. Gleichzeitig wurde
eine Fraktion aus dem Serum am WGA Adsorbens gebunden und konnte durch Zugabe
von GIcNAc (Pfeil) spezifisch eluiert werden. Die Affinitét von Fetuin zu WGA
Adsorbentien wurde in dieser Arbeit bereits beschrieben (Abb. 7-9). Weiterhin war
Uberprift worden, ob die Serumproteine BSA und AGP, von denen das Fetuin unter
anderem abgetrennt werden mufite, eine Affinitdt zu WGA zeigten. Das im Anhang
aufgezeigte Chromatogramm (Abb. 12-11) zeigt die Affinitatstrennung von BSA und
AGP an WGA Toyopearl. Es war keine Bindung von BSA oder AGP an WGA
erkennbar (vergleiche auch Abb. 8-1).
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Abb. 8-9: Affinitatstrennung von fetalem Rinder serum (FBS) an WGA Toyopear|

Die Abbildung 8-10 zeigt das Ergebnis der SDS PAGE Analytik. Es wurde ein Fertig-
Gel mit 10 % Acrylamid (Vernetzungsgrad) verwendet. Durch die Coomassie-Farbung
konnten die Proteine als dunkelblaue Banden detektiert werden. In der ersten Spalte
wurde das Standardmaterial BSA (66.000 g/mol) aufgetragen; esist als deutliche Bande
im Bereich zwischen 60 und 70 kDa (Marker, Spalte 5) erkennbar. Im Bereich von
> 100 kDa sind weitere Proteinkomponenten zu erkennen. Das native Serum ist in der
Spalte 2 zu ekennen. Durch die Trennung im Gel wurden dabe vier
Hauptkomponenten sichtbar. Deutlich lief3 sich BSA as ein Hauptbestandteil des
Serums im Vergleich mit dem Standard identifizieren. In der Spalte 3 wurde das an
WGA Toyopearl aufgereinigte Material (Elutionsfraktion aus Abb. 8-9) analysiert. Es
lield sich im Vergleich mit dem Serum als eines der vier Hauptkomponenten des Serums
identifizieren. Im Vergleich mit dem kommerziellen Standardmaterial Fetuin, welches
in Spalte 4 sichtbar ist, konnte die aufgereinigte Substanz als Fetuin identifiziert
werden. Die SDS PAGE Analytik bestétigte die Aufreinigung des Glykoproteins Fetuin
aus nativem Rinderserum mittels WGA Affinitétstrennung in einer guten Reinheit.
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Abb. 8-10: SDSPAGE Analytik von fetalem Rinderserum und Serumproteinen. 1) BSA
Sandard, 2) FBS, 3) aufgereinigte Fraktion, 4) FET Standard, 5) Marker

In einer ergénzenden Versuchsreihe wurde die Aufgabemenge von FBS variiert, um die
Ausbeute der Aufreinigung von Fetuin aus Serum zu optimieren. Es wurde 1 mL des
Adsorbens WGA Toyopearl (9,2 mg WGA/mL) verwendet. Es wurden unterschiedliche
Volumina des 1:10 verdinnten Serums aufgegeben (1mL, 0,75 mL, 0,5 mL und
0,25 mL entsprechend 100 pL, 75 pL, 50 pL und 25 pL Serum) und nach Spilen wie zu
Beginn des Abschnitts beschrieben mit 0,2 mol/L GIcNAc eluiert. Es wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefiihrt und das aufgereinigte Fetuin mittels Proteintest in
der Elutionsfraktion quantifiziert.

Die Ausbeute der Aufreinigung von Fetuin ist in Abb. 8-11 in Abhangigkeit von der
Aufgabemenge des FBS aufgetragen. Dabel wurde die aufgereinigte Menge an Fetuin
einerseits auf 1 mL des eingesetzten Adsorbens bezogen (Darstellung in blau) und
andererseits auf 100 puL Serum bezogen (Darstellung in rot). Dieses verdeutlicht die
Optimierung der Ausbeute in Hinblick auf die Auslastung des eingesetzten Adsorbens
und andererseits die Optimierung der Ausbeute in Hinblick auf das eingesetzte Serum.
Mit steigender Aufgabemenge auf 100 pL Serum konnte die Ausbeute an Fetuin auf
1,6 mg Fetuin/mL Adsorbens gesteigert werden. Bei einer Aufgabemenge von 25 pL
Serum konnten 2,16 mg Fetuin/100 pL Serum aufgereinigt werden. Die Ergebnisse
zeigen, dald durch Variation der Aufgabemenge an FBS die Ausbeute des aufgereinigten
Fetuins optimiert werden konnte. Fiir einen Kompromif3 zwischen guter Auslastung des
Adsorbens und hoher Rickgewinnung des Fetuins aus FBS sollten 75—100 pL
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Serum/mL WGA Toyopearl aufgegeben werden. Das entspricht 1,31-1,60 mg
FET/mL Adsorbens sowie 1,60 — 1,75 mg FET/100 pL Serum.
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Abb. 8-11: Ausbeute der Aufreinigung von Fetuin aus Serum in Abhangigkeit von der
Aufgabemenge

Es konnte gezeigt werden, dal3 das Glykoprotein Fetuin mittels Lektin-
Affinitatstrennung aus dem natirlichen Vielstoffgemisch FBS in guter Reinheit und mit
hoher Ausbeute aufgereinigt werden konnte. Die Trennmethode bestand dabei aus
einem einzigen Trennschritt der Affinitétstrennung. Auf3er Dialyse und Gefrier-
trocknung waren keine weiteren Verfahrensschritte notwendig.

8.3.2  Affinitatstrennung eines Glykolipid-Extraktes

Das in dieser Arbeit entwickelte Trennverfahren wurde anhand von Glykoproteinen
charakterisiert und war im wesentlichen fur eine Anwendung in der Fraktionierung und
Aufreinigung von Glykoproteinen aus Stoffmischungen ausgelegt. Dartber hinaus
stellte sich die Frage, ob das entwickelte Verfahren auch fur die Affinitatstrennung
weiterer Glykokonjugate geeignet waren, zu denen die Glykolipide z&hlen (vergleiche
Kap. 3.2.). Da Glykolipide hinsichtlich ihrer pharmakol ogischen Wirkung eine tberaus
vielversprechende Substanzklasse darstellen (Kap. 3.2.3), wurde die Lektin-
Affinitétstrennung eines Glykolipidextraktes aus Rinderhirn untersucht. Dieser Lipid-
Rohextrakt stellt ein natlrliches Vielstoffgemisch dar, welches die wesentlichen
Phospholipide und Glykolipide des Hirngewebes enthdlt (Kap. 3.3). Einige der im
Rinderhirn vorhandenen Galactocerebroside waren auch a's Standardmaterial erhéltlich
und standen fur die Analytik zur Verfigung. Daher wurde in den hier beschriebenen
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Untersuchungen eine Affinitétstrennung unter Verwendung des Lektinliganden RCA
durchgefiihrt, wobei die Abtrennung von galactosehaltigen Glykolipiden aus dem
Rohextrakt angestrebt wurde.

Fur die Affinitétstrennung des Glykolipid-Extraktes wurde 1 mL des Adsorbens RCA
Toyopearl (4,3 mg RCA/mL) eingesetzt und as mobile Phase Phosphatpuffer pH 7,2
mit 20 % (v/v) Methanol as Ldsungsvermittler verwendet. Der Elutionspuffer wurde
daraus unter Zusatz von 0,1 mol/L Lactose hergestellt. Die Losungsmittelbesténdigkeit
des Lektin-Adsorbens war zuvor Uberprift worden, wobei sich bis zu einem Anteil von
20 % Methanol (v/v) keine Beintrachtigung gezeigt hatte. Fir die Affinitétstrennung
wurden 7 mg Rohextrakt in 5 mL der mobilen Phase suspendiert. Durch Ultraschall und
Filtration durch eine Fritte (20 um Poren) wurde eine leicht getriibte LOsung erzeugt.
1 mL dieser Losung wurde mittels Affinitatstrennung an RCA Toyopearl fraktioniert
(Vierfachbestimmung). Die erhaltenen Spil- und Elutionsfraktionen wurden dreimal
mit je 2 mL Chloroform ausgeschittelt. Die vereinigten Chloroformphasen jeder
Fraktion wurden unter Stickstoff bis zur Trockne eingeengt und anschlief3end in je
200 pL Chloroform/Methanol (2/1, viv) gelost. Die Analytik dieser Lésungen sowie der
Glykolipid-Standardmaterialien und des Rohextraktes erfolgte mittels Duinnschicht-
chromatographie (DC) (Durchfiihrung siehe Kap. 5.5).
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Abb. 8-12: Affinitatstrennung eines Glykolipid-Extraktes an RCA Toyopearl|

Das in Abb. 8-12 dargestellte Chromatogramm zeigt die Affinitétstrennung des
Glykolipid-Extraktes aus Rinderhirn an RCA Toyopearl. Es wird deutlich, dal3 eine
Fraktion am RCA Adsorbens gebunden hatte und unter Zugabe von Lactose (Pfeil)
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spezifisch eluiert werden konnte. In Abbildung 8-13 ist die dunnschicht-
chromatographische Trennung von Glykolipidstandards und dem Rohextrakt aus
Rinderhirn dargestellt.

1) Galactocerebroside Typ |

2) Galactocerebroside Typ Il
3) Gangliosid GM;

4) Rinderhirn-Extrakt

5) Lactocerebroside

6) Stearyl-Lactocerebroside

7) Glucocerebroside

Abb. 8-13: Dunnschichtchromatographie von Glykolipiden

Die DC zeigt, dal3 der Glykolipid-Rohextrakt 4) eine Vielzahl von Komponenten
enthielt. Von diesen konnten Uber den Vergleich von Farbe und Retention im Vergleich
mit den Standards 1) und 2) die Galactocerebroside des Typs | und Il identifiziert
werden. Die ubrigen Glykolipid-Standards waren im Extrakt nicht enthalten.

Die DC-Analytik der in der Affinitétstrennung erhaltenen Fraktionen ist in Abb. 8-14
dargestellt.

1) Glucocerebroside

2) Galactocerebroside Typ Il
3) Galactocerebroside Typ |
4) Rinderhirn-Extrakt

5 — 8) Elutionsfraktionen
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9 —10) Spulfraktionen

11) Lactocerebroside

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

Abb. 8-14: Dunnschichtchromatographie eines Glykolipid-Extraktes nach
Affinitatstrennung an RCA Toyopear|

Die DC Analytik zeigt, dal3 in den nicht anm RCA gebundenen Fraktionen, die durch
einfaches Spulen von der Saule entfernt wurden (Spulfraktion 9-10), die gleichen
Substanzen enthalten waren wie in den am RCA gebundenen und spezifisch eluierten
Fraktionen. Die enthaltenen Substanzen entsprachen jeweils dem Ausgangsmaterial.
Das Ergebnis zeigt, da3 mittels Affinitéstrennung an RCA Toyopearl keine
Auftrennung des Glykolipid-Vielstoffgemisches moglich war und keine galactose-
haltigen Glykolipide aus diesem Gemisch selektiv abgetrennt werden konnten.

Aufgrund des amphiphilen Charakters der Glykolipide haben diese die Eigenschaft, sich
in wél¥igen Medien in Form von Mizellen oder lamellaren Strukturen zu [6sen
(vergleiche Kap. 3.2.3). Daher wurden die vorgestellten Ergebnisse dahingehend
interpretiert, dal3 es wahrscheinlich zur Ausbildung von Mischmizellen der Glykolipide
kam und diese Mizellen as Ganzes Uber die in das wal¥ige Medium hinein ragenden
Galactosereste am Lektin RCA binden konnten. Die spezifische Desorption fihrte
anschlief3end zur Elution der Mischmizellen. Eine Abtrennung einzelner Substanzen
war nicht moglich.

Es a3t sich zusammenfassen, dal3 sich die Affinitatstrennung mittels RCA Toyopearl
methodisch auch fur die Bearbeitung von Glykolipiden eignet. Eine Abtrennung von
Einzelsubstanzen war im Rahmen der vorgestellten Untersuchungen aber nicht moglich.
Die Lektin-Affinitétstrennung kann allerdings zur Abtrennung von Glykolipid-Mizellen
eingesetzt werden (vergleiche Diskussion Kap. 9.6).
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9 Diskussion

Im Rahmen der Diskussion werden einige wichtige Aspekte der in dieser Arbeit
vorgestellten Ergebnisse kapitel ibergreifend sowie im Kontext der Literatur beleuchtet.
Die Herstellung der Lektin-Adsorbentien wird zunéchst hinsichtlich der Methodik
diskutiert. Weiterhin werden die Herstellungskosten der Lektin-Adsorbentien erarbeitet
und bewertet. Die Methode zur Aufreinigung von Fetuin aus Rinderserum wird mit in
der Literatur beschriebenen Verfahren verglichen.

9.1 Herstellung von Lektin-Adsorbentien

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Methodenentwicklung zur Herstellung von
Lektin-Adsorbentien auf der Basis von Polymer- und Silikatragern vorgenommen.
Unter Verwendung der Lektine RCA, ConA und WGA wurde eine Auswahl
unterschiedlicher Lektin-Adsorbentien hergestellt.

9.1.1 Immobiliserung der Lektine

Die kovaente Anbindung der Lektine an die Trégermaterialien erfolgte Uber eine
Aktivierung mit Tresylgruppen (siehe Kap. 4.3 und Kap. 6). Diese Methode bietet
gegentber anderen Aktivierungen den Vorteil, da die Reaktion unter milden
Bedingungen, in kurzer Zeit und mit hohen Ausbeuten verléauft. Auf3erdem kann das
tresylierte Material mehrere Monate gelagert werden. Die Immobilisierung der
Liganden kann dann sehr kurzfristig erfolgen, wenn das Affinitétsadsorbens benttigt
wird.

Die Immobilisierung der Lektine wurde methodisch in Anlehnung an die von Nakamura
et al. (1989, 1990) sowie Nilsson und Mosbach (1987) beschriebenen Bedingungen zur
Immobilisierung von Proteinliganden an tresylierte Tréger durchgefiihrt. Aus den
Arbeiten wurde deutlich, daf3 die Bedingungen fir die Immobilisierung vom jeweiligen
Protein, Tragermaterial und der Anzahl der vorhandenen Tresylgruppen abhangig
waren.

In dieser Arbeit wurden die Lektine RCA, Con A und WGA an tresydlierte Polymer-
und Silikatrdger immobilisiert. Die einflul3nehmenden Parameter wurden untersucht und
fur die einzelnen Systeme angepaldt und optimiert. Die optimierten Bedingungen der
Immobiliserung sind in Tabelle 6-1 dargestellt. Die Untersuchung der Kinetik der
Anbindung erfolgte fur die Lektine RCA und Con A an den Materialien Silika und
Toyopearl. Dabei zeigte sich, dal3 die Immobilisierung an Silika nach 30 bzw. 120 min
mit Ausbeuten von 96 — 99 % abgeschlossen war. An Toyopearl wurden nach 240 min
92 -98 % Ausbheute ereicht. Der schnellere Verlauf der Immobilisierung an Silika
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kann mit der grofReren spezifischen Oberflache des Silkatragers erklart werden (siehe
Tabelle 4-1 und 4-2), wodurch den Lektinliganden mehr Platz und mehr Tresylgruppen
zur Verfigung stehen. Weiterhin kdnnte die Quellung des Polymers eine Rolle spielen,
da dieses trocken fur die Immobilisierung eingesetzt wurde. Insgesamt ergaben die
Untersuchungen, dal3 Lektin-Adsorbentien fir einen schnellen Einsatz innerhalb von
30 - 240 min hergestellt werden kénnen. Aus praktischen Griinden kann ebenfalls eine
Immobilisierung Uber Nacht (20 h) durchgefihrt werden. Die verwendeten Lektine
RCA, Con A und WGA konnten mit sehr guten Ausbeuten von 70— 100 % (siehe
Tabelle 6-6) an alle verwendeten Materialien immobilisiert werden.

Nakamura et al. (1990) fuhrten eine Methodenoptimierung fur die Immobilisierung von
verschiedenen Antikérpern an das Tragermaterial TSKgel Tresyl-5-PW durch. Dabei
ergaben sich optimale Bedingungen bel 25°C in 1 mol/L Phosphatpuffer pH 7,5 und
einer Reaktionszeit von 2 h, wenn 2-3 mg Antikorper/mL Trager immobilisiert
wurden, bzw. von 6 - 7 h, wenn 10 mg Antikorper immobilisiert wurden mit Ausbeuten
von > 80 %. Nakamura et al. (1989) immobilisierten das Lektin Con A an Toyopearl
AF-Tresyl-650 M. Unter optimierten Bedingungen erreichten sie in 16 h eine
Anbindung von 13 mg Con A/mL Tréger bel 25 °C mit einer Ausbeute von 88 %
(0,1 mol/L Carbonatpuffer pH 8,0). In dieser Arbeit wurden in 4 h im Mittel 8 mg
ConA/mL Toyopearl mit Ausbeuten von 90-99 % immobilisert (0,5 mol/L
Phosphatpuffer pH 8), was einer verbesserten Ausbeute in kiirzerer Zeit entspricht.

Die Ausbeute der Immobilisierung ist nicht nur von der Art des Liganden und dem
Trégermaterial abhangig, sondern auch von der angebotenen Ligandmenge. Die
Anbindung der makromolekularen Lektine wird dabel durch die zur Verfligung
stehende Trégeroberflache limitiert. Die Untersuchungen in Kap. 6.3.1 (Abb. 6-4 und 6-
5) zeigen die Abhangigkeit der immobilisierten Ligandmenge, der prozentuaen
Ausbeute und der Oberflachenbelegung vom Lektinangebot. Es konnte gezeigt werden,
da3 sich die Anbindung und die Oberflachenbelegung einem Maximalwert annahert,
wéhrend die prozentuale Ausbeute sinkt. In dieser Arbeit wurden die Lektine an
Toyopearl mit Oberflachenbelegungen von 14-47% bzw. an Silika mit
Oberflachenbelegungen von 9-19% immobilisert. Aufgrund der geringen
spezifischen Oberfléche des Polymers H20 wurden bei diesem Material 55 — 71 % der
Oberflache belegt (siehe Tabelle 6-6). Aufgrund der Tatsache, dal? es sich bei Lektinen
zumeist um sehr teure Materialien handelt, sind méglichst hohe Ausbeuten (> 80 %)
erstrebenswert, die bei Oberflachenbelegungen von 10—-69 % erreicht werden. Ein
weiterer Vortell einer geringen Oberflachenbelegung und der daraus geringeren
Ligandendichte ist die bessere Zuganglichkeit der Liganden und damit die hdhere
Ausnutzung der Bindungsstellen. Ein hohe Ligandendichte hingegen kann zu sterischer
Hinderung wahrend der Adsorption von makromolekularen Adsorptiven fuhren und die
Zuganglichkeit der Liganden herabsetzten. Dieser Effekt wurde unter anderem von
Nakamura et a. (1990, S. 105) sowie Narayanan und Crane (1990, S. 15) beschrieben.
Andererseits sollte ebenfalls berticksichtigt werden, dal3 eine geringe Ligandendichte
eine ebenfalls geringe Arbeitskapazitdt bedeutet, was den Einsatz grolerer
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Festbettvolumina erfordert. Dies fuhrt wiederum zu einer schlechteren Auflésung und
einer verlangerten Trennzeit. Die Diskussion dieser Zusammenhénge verdeutlicht, daf3
ein Kompromif3 fir eine optimale Ligandendichte gefunden werden muf3, bei der
Immobilisierungsausbeute, Arbeitskapazitét und Ausnutzung berlicksichtigt werden
sollten. Ein weiterer zu beachtender Aspekt sind die Materialkosten (s.u. Kap. 9.1.2).

9.1.2 Materialkosten der Herstellung von L ektin-Adsor bentien

Ein Aspekt, der fur die industrielle Anwendung von Affinitétstrennverfahren eine
wichtige Rolle spielt, sind die verhdltnismé3ig hohen Kosten der Herstellung von
Affinitdtsadsorbentien. Die Materialkosten fur aktivierte Tragermaterialien und
Proteinliganden, wie Antikorper oder Lektine, sind mitunter erheblich. Durch eine
effiziente Immobiliserung der Liganden konnen diese Kosten minimiert werden.
Anhand der Lektine RCA, WGA und ConA wurden die Materialkosten der
hergestellten Lektinadsorbentien unter Verwendung des Tragers Toyopearl in
Abhéngigkeit von der Ligandendichte berechnet und gegeniibergestellt. Die
angegebenen Materialpreise basieren auf den jeweiligen Listenpreisen vom Januar 2002
(inkl. MwSt). Bei einer Abnahmemenge von 5 g kostet 1 g des Trégers Toyopearl AF-
Tresyl 650 M 36,42 € (TosohBiosep, Stuttgart). 10 mg des verwendeten RCA kosten
154,80 €. Bei einer Abnahmemenge von 100 mg kosten 10 mg des verwendeten WGA
48,88 € und 10 mg des verwendeten Con A Typ VI 5,32 € (Lektine von Sigma-Aldrich,
Minchen).
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Abb. 9-1: Materialkosten fur die Herstellung von 1 g RCA Toyopear| in Abhéngigkeit
von der Ligandendichte

In Abb. 9-1 sind die Materialkosten in €/g fertiges RCA Adsorbens dargestellt. Mit
ansteigender immobilisierter Ligandmenge von 9 - 38 mg RCA/g steigen die Kosten fir
das Adsorbens auf 1584 €/g an. Dabel wird deutlich, dal3 die im vorangegangenen
Kapitel diskutierte Ausbeute der Immobilisierung einen entscheidenden Einflufd auf die
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Gesamtkosten hat, da der Materialverlust an Lektin im Reaktionsiiberstand mit immer
grofierer Belegung exponentiell ansteigt (unter der Annahme, dal3 Giberschiissiges Lektin
nicht wieder aufbereitet wird). Am Beispiel RCA wird ebenfalls ersichtlich, dal? der
Preis des tresylierten Tragermaterials Toyopearl nur einen geringen Anteil der
Gesamtkosten verursacht. Unter Berlicksichtigung dieser Aspekte ist fur RCA
Adsorbentien eine geringe Ligandendichte erstrebenswert (vergleiche auch Kap. 9.1.1).
Es wurden 17 — 23 mg RCA/g Toyopearl immobilisiert (siehe Tabelle 6-6), die mit
Kosten von ca. 400 €/g RCA Adsorbens verbunden sind.
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Abb. 9-2: Materialkosten fur die Herstellung von 1 g WGA Toyopear| in Abhéngigkeit
von der Ligandendichte

Die Materialkosten fur das Adsorbens WGA Toyopearl sind in Abb. 9-2 dargestellt.
Aufgrund des vergleichsweise geringeren Preises fir das Lektin WGA fallen die Kosten
fur das tresylierte Tragermaterial etwas mehr ins Gewicht als bei RCA-Adsorbentien.
Da sich die Ausbeute der Immobilisierung erst ab ca. 90 mg WGA/g Toyopearl
verschlechtert (vergleiche Abb. 6-5) sind die Gesamtkosten des Adsorbens unterhalb
dieser Ligandendichte nahezu direkt vom Preis des immobilisierten WGA abhangig. Bis
zur Ligandendichte von 90 mg/g ist eine effiziente Immobilisierung mdglich. In dieser
Arbeit wurden dblicherweise 34—-40mg WGA/g Toyopearl immobilisiert (siehe
Tabelle 6-6) die mit Kosten von ca. 250 €/g Adsorbens Adsorbens verbunden sind.

Im Vergleich zu den meisten anderen Lektinen stellt Con A insofern einen Sonderfall
dar, daes mit 0,53 €/mg verhdtnismaliig preisginstig ist (siehe Auswahl in Kap. 3.1.1).
So geht bei der Herstellung der Con A Adsorbentien der Preis des tresylierten
Trégermaterials zu einem grof3en Anteil in die Gesamtkosten ein. Das bedeutet, dai3
hohere Ligandendichten fur eine effiziente Immobilisierung erstrebenswert sind. In
dieser Arbeit wurden Ublicherweise 34 - 38 mg Con A/g Toyopearl immobilisiert. Das
entspricht Materialkosten von 55-57 €/g Con A Adsorbens bel einem Preis von
36,42 €/g fur das tresylierte Tréagermaterial Toyopear!.
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Die Materidkosten des verwendeten Silikatrégers 1005 sind bei  einer
Funktionalisierung im eigenen Labor etwas geringer als fur den funktionalisierten
Tréger Toyopearl. Bei einer Herstellung von beispielsweise 100 g tresyliertem Silika
1005 (1V) belaufen sich die reinen Materialkosten auf etwa 1940,00 € entsprechend
19,40 €/g Trager (Volz, 2001).

9.2 Kapazitat und Langzeitstabilitat der Adsorbentien

Die hergestellten Lektin-Adsorbentien wurden anhand von ausgewdhlten
Glykoproteinen in der kontinuierlichen Trennung charakterisiert. Dabel erfolgte die
Bestimmung der Arbeitskapazitéten und daraus die Berechnung der Ausnutzung der
Lektin-Bindungsstellen (siehe Kap. 7.2.5). Fir das Adsorbens RCA Toyopearl ergab
sich dabei eine sehr hohe Ausnutzung von 82 % (siehe Tabelle 7-4). Dieses Ergebnis
zeigt, daid groftenteils beide Bindungsstellen des Lektins RCA fur die Anbindung des
makromolekularen Adsorptivs Asialofetuin zuganglich waren. Diese Tatsache spricht
fur die Beschaffenheit des Lektin-Adsorbens, d.h., dal’ sowohl die Porengeometrie des
Trégermaterials als auch die Ligandendichte (Oberfléachenbelegung von 16 %) die
Anbindung der Adsorptive optimal ermdglichten und da? die Aktivitdt der
Lektinliganden durch eine schonende Immobilisierung optimal erhalten wurde. Fir
Con A und WGA Adsorbentien wurden Ausnutzungen von 11 —14 % (Tabelle 7-4)
bzw. von 7 - 24 % (Abb. 7-15) ermittelt. Der Grund fur die vergleichsweise geringere
Ausnutzung gegenuber den RCA Adsorbentien ist nicht genau bekannt und wird in der
Molekulgeometrie von Con A und WGA vermutet. Bei Con A sitzen 4 Bindungsstellen
pro Tetramer auf den Ecken eines Tetraeders (sehe Abb. 3-1). Esist anschaulich, dai3
hier im ungiinstigsten Fall nur eine Bindungsstelle fir ein makromolekuleres Adsorptiv
wie Peroxidase zugdnglich sein kann. In der Literatur sind nur wenige vergleichbare
Ergebnisse dokumentiert. Borchert et al. (1982) dokumentierten 14 % Ausnutzung der
Con A Bindungsstellen bel der Affinitétstrennung von Peroxidase an Con A Silika.
Dieser Wert stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit sehr gut Gberein. Fowell und
Chase (1986) dokumentierten fur unterschiedliche Immunoadsorbentien 10— 25 %
Ausnutzung der immobilisierten Antikorper. Nakamura et al. (1990) erreichten fir
immobilisierte Antikorper Bindungseffizienzen von 70 — 80 %.

Weiterhin wurden Langzeitstabilitdten von Lektin-Adsorbentien untersucht. Es wurde
dabei eine sehr gute Stabilitét der RCA- und WGA-Adsorbentien ermittelt (siehe Kap.
7.2.6 und 7.2.7). In der Literatur sind kaum vergleichbare Untersuchungen beschrieben.
Nakamura et al. (1990) beschrieben in der HPLAC eine Abnahme der Arbeitskapazitét
eines Immunoadsorbents auf der Basis von TSKgel Tresyl-5PW nach 100
Affinitétszyklen. Fur die Anwendung von  Affinitétstrennverfahren  im
Produktionsmal3stab ist die Wiederverwendbarkeit und damit auch die Langzeitstabilitét
der Adsorbentien ein wichtiger Aspekt (Chase, 1984). Aufgrund der relativ hohen
Kosten fur die Bereitstellung der Adsorbentien kann ein kontinuierlicher Betrieb mit
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haufig wiederholten Affinitétszyklen effizienter sein als der Gebrauch von grof3en
Festbettvolumina (Fahrner et al., 1999, Janson, 1982).

9.3  Fraktionierung von Glykoproteinen

In den Kapiteln 7.2 und 8.1 wurde die kontinuierliche Affinitatstrennung verschiedener
Glykoproteine an Lektin-Adsorbentien beschrieben. Dabel fand eine Fraktionierung des
aufgegebenen Standardproteins in eine nicht adsorbierte und eine adsorbierte, spezifisch
eluierbare Fraktion statt (vergleiche Abb. 7-7 bis 7-15 sowie 8-1 bis 8-4). Es stellt sich
daher die Frage, worin sich die nicht bindenden Komponenten und die gebundene
Substanz unterscheiden und von welchen Faktoren die Fraktionierung beeinfluf3t wird.

Die nicht bindende Fraktion bei der Affinitétstrennung der Glykoproteine kann zu
einem Tell aus Verunreinigungen durch andere Proteinkomponenten bestehen. Dieser
Anteil sollte bei den kommerziellen Standardmaterialien der Glykoproteine nur minimal
sein. Als weitere Ursache wird die natirliche Heterogenitdt der Glykoproteine
angesehen. Diese bestehen oft aus verschiedenen ,, Glykoformen® oder kénnen in der
Kohlenhydratstruktur einer Glykoform auch weitere Mikroheterogenitéten aufweisen
(siehe Kap. 3.2.1 und 3.2.2; Gabius, 2000; Lindhorst, 2000; Brockhausen et al., 1998;
Laine, 1997). Dadurch kann es zur Fraktionierung des Proteins an einem Lektin-
Adsorbens kommen, wobei je nach Affinitat zur Lektinbindungsstelle unterschiedliche
Glykosylierungsmuster getrennt werden. Beispielsweise besteht der Glykanpool des
Glykoproteins Asiaofetuin, welches Affinitét zu RCA zeigt (Abb. 7-7), hauptséchlich
aus triantennéren Oligosacchariden (N-Glykanen), enthélt aber auch biantenndre N-
Glykane und Disaccharide (O-Glykane) (Yet et al., 1988). Die Bindung zwischen ASF
und RCA erfolgt dabel Uber die triantennéren Glykane (Gupta et a., 1996; Green et al.,
1988; siehe auch Abb. 3-5). Veranderungen der nativen Kohlenhydratstruktur kénnen
aber auch durch die Gewinnung der Proteine oder eine Weiterbehandlung verursacht
werden. Dies wird am Beispiel ASF deutlich, welches aus Fetuin durch Abspaltung der
Sialinséuren hergestellt wird. Diese Behandlung kénnte zu weiteren Abbauprodukten
fuhren bzw. in geringem MalRe Salinsauren hinterlassen. So koénnen in dem
kommerziellen Produkt mehrere in der Glykosylierung unterschiedliche Komponenten
enthalten sein, wenn die Aufreinigung nicht zuckerspezifisch erfolgte, was
Ublicherweise der Fall ist. Auch bei der Gewinnung anderer Glykoproteine, die oft
durch chemische Trennverfahren, wie die Ausfallung mit Ammoniumsulfat oder
Ethanol, isoliert werden (Pedersen, 1947; Spiro, 1960), kénnen Artefakte entstehen.
Dabei verhindern schon geringfiigige strukturelle Verdnderungen die Bindung am
Lektin (vergleiche die Bindungseigenschaften der Lektine Kap. 2.2.2).

Die Fraktionierung der Glykoproteine wahrend der kontinuierlichen Trennung wird von
einigen Parametern beeinflul®t. Dazu gehdren der pH-Wert (Kap. 7.2.3) und das
Adsorbens selbst (Kap. 7.2.4). Der pH-Wert hat einen Einflufd auf die Ausbildung des
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biochemischen Komplexes zwischen Ligand und Adsorptiv, da die viefétigen
Wechsaelwirkungen verandert werden und es zu Konformationsdnderungen bei den
Proteinen kommt. Gleichzeitig &ndern sich mit dem pH Wert auch Ladungsverhéltnisse
auf der Trageroberflache, die das Adsorptionsverhalten beeinflussen kénnen.

In Kap. 7.2.4 zeigte sich ein deutlicher Einfluld des Adsorbens auf die Fraktionierung
der Glykoproteine Fetuin und Asialofetuin. Es kann dabei nicht eindeutig unterschieden
werden, ob dieser Einfluld auf das Trégermaterial oder die Ligandendichte
zurickzufihren ist. Das Trégermaterial kann durch hydrophobe oder ionische
Wechselwirkungen (Narayanan und Crane, 1990) an der Trageroberflache, durch
Diffusionseffekte oder durch die sterische Zuganglichkeit der Liganden die Bindung der
Adsorptive beeinflussen.

In Bezug auf die Ligandendichte zeigte sich der positive Einflul3 einer geringen
Oberflachenbelegung auf die Adsorption des Glykoproteins Fetuin (vergleiche Abb. 7-
13 und 7-15).

Weiterhin  wurde in Kapitel 8.1 beschrieben, da3 enige Glykoproteine
Bindungsaffinitdten zu zwei unterschiedlichen Lektinen zeigen. Dabel binden die
Glykoproteine Fetuin, Asialofetuin und Ovomucoid sowohl an das Lektin WGA als
auch an RCA. Saures a;-Glykoprotein bindet sowohl an Con A as auch an RCA.
Dieses Bindungsverhalten kann ebenfalls auf die Heterogenitét der Glykoproteine
zurlickgefuhrt werden, wodurch es zur Bindung unterschiedlicher Glykostrukturen an
den jewelligen Lektinen kommt. Darauf deutet auch die Tatsache hin, dald die
Glykoproteine jeweils nur anteilig an einem Lektin binden. Dartberhinaus kénnen
unterschiedliche Lektine auch Bindungsaffinitéten zu einem gleichen Strukturelement
eines Glykoproteins aufweisen. Der Vergleich der Affinitétstrennung von Fetuin an
WGA (Abb. 7-9) und an RCA (Abb. 12-10) zeigt, dal3 RCA teilweise ebenfalls eine
Bindungsaffinitét zu Glykanen des Fetuin zeigt. Diese Bindungsaffinitdten von RCA
gegentber Oligosacchariden des Fetuins wurden bereits von Baenziger und Fiete (1979)
beschrieben.

Die Kohlenhydratstruktur eines Glykoproteins hat als Erkennungsmarker innerhalb
biologischer Prozesse eine grof3e Bedeutung. Durch die spezies- und gewebeabhangige
Verteilung unterschiedlicher Glykoformen erhélt ein Zellprotein ein charakteristisches
Eigenschaftspektrum. Diese Tatsache verdeutlicht erneut, wie wichtig es ist, diese
Substanzen durch Verwendung eines spezifischen und schonenden Trennverfahrens wie
der Lektin-Affinitatstrennung aufzureinigen. Dabei  erfolgt je nach der
Bindungsspezifitdt des Lektins ene Konzentrierung auf en oder mehrere
Strukturelemente der Glykoproteine.
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9.4  Tragermaterialienim Vergleich

Im folgenden Abschnitt wird ein kapitelUbergreifender Vergleich der in der
Affinitétstrennung verwendeten Tréagermateridlien auf der Basis von Silika,
synthetischen Polymeren und Agarose vorgenommen. Dabei werden die Tréger
zunachst auf der Basis der Ergebnisse dieser Arbeit verglichen und bewertet.
Anschlieffend werden die Ergebnisse zusammengefaldt und in den Kontext der Literatur
eingeordnet.

Die Ubersicht der hergestellten Adsorbentien in Tabelle 6-6 zeigt am Beispiel von
WGA, dal3 Adsorbentien mit vergleichbaren Ligandmengen von 7,9 — 9,4 mg WGA/mL
deutlich unterschiedliche Oberflachenbelegungen aufwiesen, bedingt durch die
unterschied-lichen spezifischen Oberflachen der Trager. Das Adsorbens auf der Basis
von Silika 1005 hatte dabei die geringste Oberflachenbelegung mit 12 %, wahrend sich
die Belegungen fir Toyopearl auf 40- 47 % und far H20 auf 55 % beliefen. Die
Schluf¥folgerung aus diesem Vergleich der Tragermateriaien ist, dafd die Materiaien
auf der Basis von Silika aufgrund der grof3eren zur Verfiigung stehenden Oberfléche fur
die Immobilisierung der makromolekularen L ektinliganden besonders gut geeignet sind.
Dadurch besteht die Mdglichkeit, groflere Ligandmengen zu immobilisieren und
dadurch hohere Arbeitskapazitéten pro Volumeneinheit Festbett zu erreichen
(vergleiche Auswahl der Trager Kap. 4.2) oder bei einer geringen Oberflachenbel egung
eine optimale Ausnutzung der Liganden zu erzielen (s.u.). Der letztere Effekt wird
durch die Ergebnisse der Untersuchungen in Kapitel 7.2.4 und 7.2.5 bestétigt. In Abb.
7-15 ist die Ausnutzung der Lektinbindungsstellen sowie die Oberflachenbelegung fir
WGA Adsorbentien verschiedener Tragermaterialien gegeniibergestellt. Dabel zeigte
sich eine hohere Ausnutzung bei Adsorbentien mit einer geringen Oberfléchenbel egung
analog der Rehenfolge Silika, Toyopearl, H20. Bezlglich der Ausnutzung
(Zugénglichkeit) der Liganden lieferte das Silikamaterial 1005 demnach besonders gute
Ergebnisse.

Die Fraktionierung der Glykoproteine Fetuin und Asiaofetuin an WGA bzw. RCA
Adsorbentien ergab in Abhéngigkeit vom Tragermaterial unterschiedliche Ergebnisse
(siehe Abb. 7-13 und 7-14). Wahrend Silika im Vergleich gute Ergebnisse fir die
Anbindung von Fetuin lieferte, lag die Gesamtwiederfindung bel nur 69 % im Vergleich
zu Uber 86 % fur die Ubrigen Tréger. Fur die Fraktionierung von Asiaofetuin an RCA
Adsorbentien zeigte Silika gegeniiber Toyopearl und Agarose ein schlechteres Ergebnis
beziiglich der Desorption des Glykoproteins aufgrund der niedrigen
Gesamtwiederfindung, die hier bei nur 64 % lag. Dieser Effekt wird dadurch erklart,
da3 be Silika durch unspezifische Adsorption der Glykoproteine an der
Trégeroberflache keine vollstdndige Elution mdglich war. Die vergleichsweise geringe
Ausnutzung von RCA Silika mit 35 % (Tabelle 7-4) gegentiber RCA Toyopearl und
Agarose mit 82 % bzw. 47 % wird ebenfalls auf die schlechte Eluierbarkeit des ASF
von Silika zurtickgefiihrt. Diese Tatsache bedeutet einen Nachteil fur den Einsatz von
Silikain der Affinitatstrennung.
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Die Untersuchung von Con A Adsorbentien auf der Basis der Tragermaterialien
Agarose, Toyopearl und Silika in der diskontinuierlichen Affinitdtstrennung ergab
unterschiedliche Bindungsaffinitdten fir das Glykoprotein Glucose Oxidase. Es kann
bei der Anbindung eines Proteins an einem Affinitdtsadsorbens grundsétzlich davon
ausgegangen werden, dal3 neben der sogenannten spezifischen Adsorption am Liganden
auch teillweise unspezifische Adsorption an der Trageroberflache stattfindet, so dald sich
die ermittelte Affinitétskonstante Ky an einem Adsorbens aus der Summe der
Affinitdten zusammensetzt. Je kleiner die Konstante K4 desto grof3er ist die Spezifitéat
der Bindung und desto kleiner ist der Anteil an unspezifischer Adsorption. Die
Gegenuberstellung der Werte fir g und Ky siehe (Tabelle 7-2) zeigt, dal die Spezifitét
von Silika Uber Toyopearl bis hin zur Agarose anstieg. Diese Tendenz wurde auch aus
der graphischen Darstellung der Adsorptionsisothermen (Abb. 7-2, 7-4, 7-5) deutlich. Je
grofker die Spezifitdt der Bindung des Adsorptivs, desto deutlicher zeigt sich die
Annédherung an die Maximalbeladung g, und desto besser 1813 sich die Adsorption mit
dem Modell nach Langmuir beschreiben (vergleiche Beschreibung des Modells Kap.
7.1.2).

Insgesamt |&3t sich schluf¥folgern, dal? alle verwendeten Tragermaterialien fur die
Lektin-Affinitatstrennung von Glykoproteinen gut geeignet sind, wobei die Materialien
individuelle Einschrankungen aufweisen. Dabel zeigten kommerzielle Lektin-Agarosen
im Vergleich besonders gute Eigenschaften beztiglich Spezifitdt und Wiederfindung der
fraktionierten Glykoproteine, d.h. geringe unspezifische Adsorption. Allerdings birgt
das Tragermaterial Agarose entscheidende Nachteile beziiglich der chemischen
Stabilitét gegeniiber niedrigen pH-Werten und organischen Ldsungsmitteln (vergleiche
auch Einflu@ des pH Wertes Kap. 7.2.3), sowie der mechanischen und
mikrobiologischen Stabilitét. Generell ist Agarose nur fir geringe Volumenstréme
geeignet und weist oft eine schlechte Auflésung und geringe Arbeitskapazitét auf,
wodurch dieses Material insbesondere fir préparative Anwendungen im
Produktionsmal3stab haufig ungeeignet ist (Narayanan und Crane, 1990; vergleiche
auch Kap. 2.1.2 und 4.1). Das Tragermaterial Toyopearl (synthetisches Polymer) weist
im Vergleich hinsichtlich Spezifitét, mechanischer und chemischer Stabilitét, geringer
unspezifischer Adsorption, Oberflachenbelegung, Kapazitdt und Ausnutzung insgesamt
gute Eigenschaften auf. Als negativer Aspekt kann die Quellung des Materials genannt
werden, wodurch die Druckstabilitét eingeschrénkt wird (7 bar, siehe Tabelle 4-2). Dies
bedeutet auch eine Einschrénkung hinsichtlich des Festbettvolumens bzw. der
Volumenstrome im praparativen Malistab. Das Tragermaterial H20 (synthetisches
Polymer) hatte ebenfalls gute Eigenschaften fir einen Einsatz in der Affinitétstrennung.
Als negativ erwies sich lediglich die geringe spezifische Oberflache von 29 m?g, die
eine Einschrankung der Ligandmenge und damit der Arbeitskapazitét bedeutet. Die
verwendeten Silikatréager weisen im Vergleich sehr gute Eigenschaften hinsichtlich der
Immobilisierung der Liganden, der Oberflachenbelegung sowie der Kapazitdt und
Ausnutzung auf. Die mechanische und chemische Stabilitdt (Ausnahme pH-Werte > 8)
von Silikaist bekanntermal3en sehr gut (vergleiche Kap. 4.1). Im Rahmen dieser Arbeit
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erwies sich auch die zur Anwendung zeitnahe Funktionalisierung der Trager als
vorteilhaft, da hier die Aktivitdt der Tresylgruppen besser gewdhrleistet ist, als bei
einem kommerziell funktionalisierten Tréger, der mitunter durch Lagerung schon eine
eingeschrankte Aktivitét aufweisen kann. Nachteilig fur den Einsatz von Silika in der
Affinitétstrennung erwies sich in den Untersuchungen dieser Arbeit im wesentlichen der
Beitrag der unspezifischen Adsorption, wodurch die Spezifitat herabgesetzt wird. Diese
Eigenschaft von Silikatrégern wurde in der Literatur bereits mehrfach beschrieben.
Durch geeignete Mal3nahmen wie die zielgerichtete chemische Modifizierung der
Silanolgruppen (Endcapping) oder die Belegung mit hydrophilen Materialien (z.B.
Dextran) kann die Oberflachenaktivitét der Silikatréager aber weiter reduziert werden
(Mingalyov et a., 1997; Lakhiari et al., 1995; Narayanan und Crane, 1990; Ohlson et
al., 1978; vergleiche auch Kap. 4.1).

Obwohl fur die Affinitétstrennung viele Tragermaterialien zur Verfligung stehen, sind
in der Literatur nur wenige vergleichende Untersuchungen dokumentiert. Fowell und
Chase (1986) beschrieben ausfihrliche Untersuchungen zum Vergleich von Trégern auf
der Basis von Agarose, synthetischen Polymeren und Silika fir die Eignung als
Immunoadsorbentien. Es zeigte sich dabei ein geringer Einflu des Trégers auf die
Bindungsaffinitaten (Kq), wahrend die erreichten Ligandendichten und die Kapazitéten
der Antikorper-Adsorbentien unterschiedlich waren.

Eswird auch in Zukunft kein Trégermaterial geben, welches fir alle Anwendungen der
Affinitatstrennung gleichermal3en geeignet ist. So wird es weiterhin nétig sein,
entsprechend der Zielsetzung eine Auswahl vorzunehmen. Diese richtet sich nach den
Stoffsystemen, dem Maldstab, dem angestrebten Anwendungszeitraum und nach
gewunschter Spezifitat und Aufldsung.

9.5  Aufreinigung von Fetuin aus Serum

Um die Anwendbarkeit des entwickelten Trennverfahrens fur die Aufreinigung eines
Glykoproteins aus einem natiirlichen Vielstoffgemisch zu zeigen, wurde eine effiziente
Methode der Lektin-Affinitdtstrennung zur Aufreinigung von Fetuin aus fetalem
Rinderserum entwickelt (sehe Kap. 8.3.1). Als Adsorbens wurde dabei WGA
Toyopear| eingesetzt. Die Methode besteht aus nur einem spezifischen Trennschritt, bel
dem Fetuin direkt aus dem Serum aufgereinigt werden kann. Das isolierte Fetuin wurde
mittels SDS PAGE Analytik identifiziert.

Ein Vortell der Methode ist neben der Spezifitét die besonders einfache und schnelle
Durchfiihrung. Das Serum kann dabei nach Sterilfiltration und Verdinnung direkt auf
die Saule gegeben werden. Im Anschlul® an die Affinitétstrennung, die etwa 25 min
beansprucht, wird die Produktfraktion dialysiert und gefriergetrocknet, wodurch das
Fetuin in einer guten Reinheit erhalten wird. Durch die Optimierung der Aufgabemenge
an Serum hinsichtlich hoher Auslastung des Adsorbens und hoher Riickgewinnung des
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Fetuins aus dem Serum konnen bis zu 1,6 mg Fetuin/mL Adsorbens und umgerechnet
bis zu 21,6 mg FET/mL Serum isoliert werden. Unter Berticksichtigung beider Faktoren
konnen optimal 1,31 — 1,60 mg FET/ml Adsorbens und 16,0 — 17,5 mg FET/mL Serum
aufgereinigt werden. Diese Ausbeute ist sehr hoch hinsichtlich des dokumentierten
Fetuingehalts von 10- 21 mg/mL Serum (Brown et al., 1992; Spiro, 1960). Die
beschriebene Methode bietet sich fir eine Gewinnung von Fetuin aus Serum im Labor-,
Technikums- oder Produktionsmal3stab an.

Fetuin wird Ublicherweise mittels chemischer Trennverfahren aus fetalem Serum
gewonnen. In der von Pedersen (1947) entwickelten Methode wird Fetuin durch die
Ausféllung mit Ammoniumsulfat gewonnen. Das in dieser Arbeit verwendete
Standardmaterail Fetuin wurde laut Hersteller (Sigma-Aldrich, Minchen) nach dieser
Methode produziert. Diese Methode liefert eine Fetuinpraparation, die laut Literatur
Verunreinigungen durch hohermolekulare Proteine enthadt. Wenn eine grof3ere Reinheit
bendtigt wird, sollte eine weitere Aufreinigung mittels Gelfiltration erfolgen (Gupta et
al., 1996; Green et al, 1988; Spiro, 1960). Anhand der Methode von Spiro (1960) wird
Fetuin mittels einer kalten Ethanolextraktion in der Gegenwart von Zink- und
Bariumionen aus dem Serum isoliert. Diese Methode liefert Fetuin in einer hohen
Reinheit, die durch die Homogenitét in Elektrophorese und Ultrazentrifugation gezeigt
wurde (Spiro, 1960). Allerdings ist die Methode aufwendig, da mehrere zeitintensive
Trennschritte erforderlich sind, wodurch auch die Produktausbeute beeintrachtigt wird.
Spiro (1960) dokumentierte eine Ausbeute von bis zu 8,1 mg Fetuin/mL Serum, was
gegenlber der hier beschriebenen Methode eine geringere Ausbeute bedeutet.

Ein genereller Nachteil der chemischen Trennverfahren gegeniber der
Affinitétstrennung ist die geringe Spezifitét, wodurch bei Glykoproteinen meist keine
Unterscheidung der Glykosyslierungsmuster moglich ist. Die Lektin-Affinitatstrennung
bietet sich demnach as Verfahren an, wenn Fetuin mit einem definierten
Glykosyslierungsmuster in einer hohen Reinheit bendtigt wird.

9.6 L ektin-Affinitatstrennung von Glykolipiden

Im Kapitel 8.3.2 wird die Affinitétstrennung eines Glykolipid-Extraktes aus Rinderhirn
beschrieben. Dabei war angestrebt worden, im Extrakt enthaltene galactosehaltige
Glykolipide mittels eines RCA Adsorbens aus dem Gemisch abzutrennen. Die
Untersuchungen zeigten, dal? durch die Affinitatstrennung lediglich ein Gemisch aus
Glykolipiden (entsprechend dem Rohextrakt) gewonnen werden konnte. Das Ergebnis
wurde dahingehend interpretiert, daf3 sich aus den Glykolipiden Mischmizellen bilden,
die as ganze Einheit adsorbiert und desorbiert wurden (Ausbildung von Mizellen und
lamellaren Strukturen durch amphiphile Lipide siehe Kap. 3.2.3).

Die Bindungsaffinitéten zwischen Lektinen und Glykolipiden wurden bereits fir die
Bearbeitung unterschiedlicher Fragestellungen herangezogen und in der Literatur haufig
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beschrieben. So dokumentierten Curatolo et al. (1978) die Agglutination von Vesikeln
aus Lactosylceramid und Phospholipiden durch das Lektin RCA. Barua et al. (1984)
untersuchten L ektin-Glykolipid-Interaktionen anhand von Liposomen und den Lektinen
Con A und RCA. Die Bindung von Monosiaogangliosiden in Lipidmonoschichten
durch das Lektin WGA wurde von Sato et al. (1998) untersucht.

Theoretisch bietet sich die Affinitétstrennung auch zur Aufreinigung von Glykolipiden
an. Diese stellen eine Substanzklasse von erheblichem pharmakol ogischen Interesse dar
(Hakomori und Igarashi, 1995; Curatolo, 1987). Auch aufgrund der grof3en
strukturellen Vielfalt wéare die Anwendung einer spezifischen Trennmethode wie der
Lektin-Affinitatstrennung gegeniiber den herkdmmlich verwendeten Methoden wie der
praparativen DC oder der Normalphasenchromatographie sinnvoll (Hugosson et al.,
1998; Bouhours et al. 1995; Barua et al., 1984). Allerdings wurde die Anwendung der
Lektin-Affinitétstrennung zur Aufreinigung von Glykolipiden in der Literatur bisher
kaum dokumentiert. Smith und Torres (1989) fuhrten Untersuchungen zur Lektin-
Affinitétstrennung von Glykolipiden durch. Sie stellten fest, dal3 die Affinitatstrennung
intakter Glykolipide schwierig ist, da diese in den Ublicherweise verwendeten waldrigen
Puffern Mischmizellen ausbilden. Um dieses Problem zu umgehen, verwendeten sie ein
Gemisch aus Tetrahydrafuran und Wasser wahrend der Affinitatstrennung, wodurch die
Mizellbildung unterdriickt werden sollte. Sie erreichten unter diesen Bedingungen die
Abtrennung eines Glykolipids aus einem Lipidextrakt am Helix pomatia Lektin. Tsao
und Kim (1981) untersuchten die Affinitdistrennung von galaktosehaltigen
Glykolipiden an RCA Sepharose. Dabel stellten sie fest, dal? monovalente Glykolipide
nicht gebunden wurden. Im Gegensatz dazu wurden Liposomen mit Glykolipiden, die
mehrere Galactosen enthielten, am RCA gebunden. Die Aufreinigung zweier
bakterieller Lipophosphoglykane mittels L ektin-Affinitatstrennung wurde von Gorocica
et al. (1997) beschrieben. Anders as bel den bisher beschriebenen Glykolipiden
handelte es sich hier allerdings um wasserlodliche Substanzen mit einem
Polysaccharidanteil.

Aus den hier vorgenommenen Untersuchungen zur Affinitétstrennung von Glykolipiden
und den in der Literatur dokumentierten Beispielen &3 sich schluf3folgern, daid die
Lektin-Affinitatstrennung von intakten Glykolipiden im wesentlichen unter zwei
Voraussetzungen zur Aufreinigung einzelner Komponenten fuhren kann: (1) wenn die
Glykolipide hinreichend wasserldslich sind (wie z.B. Lipopolysaccharide) und dadurch
die Affinitdt zum Lektin stéarker sein kann as die Affinitét zur Ausbildung von
Aggregaten (Mizellen) untereinander; bzw. (2) wenn die Mizellen durch den Einsatz
von Lésungsmitteln zerstért werden konnen, ohne dal3 die Bindungseigenschaften des
Lektins davon beeintrachtigt werden. Die Lektin-Affinitétstrennung kann generell zur
Abtrennung von glykolipidhaltigen Mizellen, Vesikeln oder Liposomen eingesetzt
werden.
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Glykokonjugate spielen in vielen physiologischen Prozessen eine wichtigen Rolle und
sind daher fur die Entwicklung neuer pharmazeutischer Wirkstoffe von Bedeutung. Zur
Gewinnung dieser Substanzen werden biospezifische Trennverfahren, wie die Lektin-
Affinitatstrennung, benétigt. Obwohl diese Methoden viele Vorteile bieten, ist ihr
Einsatz wegen technologischer Schwierigkeiten, einer geringen Auswahl an
Adsorbentien und hoher Kosten auf Spezialanwendungen beschrénkt. In  der
vorliegenden Arbeit wurde ein Trennverfahren auf Basis der Lektin-Affinitatstrennung
fur die Fraktionierung und Aufreinigung von Glykokonjugaten entwickelt, welches eine
technologische Verbesserung darstellt und sich sowohl fir analytische als auch fur
praparative Anwendungen eignet.

Im Rahmen der Methodenentwicklung zur Herstellung von Lektin-Adsorbentien
wurden die Lektine Ricinus communis Agglutinin (RCA), Concanavalin A (Con A) und
Wheat Germ Agglutinin (WGA) an unterschiedliche Tréger auf der Basis von Silika
und synthetischen Polymeren immobilisiert und die einflulnehmenden Parameter
optimiert. Es wurde so eine Auswahl hochwirksamer Adsorbentien fur die
Affinitatstrennung verschiedener Glykokonjugate bereitgestellt.

Die Charakterisierung der hergestellten Lektin-Adsorbentien erfolgte sowohl
mittels diskontinuierlicher Affinitétstrennung (Aufnahme von Adsorptionsisothermen)
als auch durch die kontinuierliche Trennung ausgewdhlter Glykoproteine. Zum
Vergleich wurden ebenfalls kommerzielle Lektin-Adsorbentien charakterisiert. Die
Untersuchung wichtiger Eigenschaften der Adsorbentien erfolgte anhand von
Modellsystemen und fihrte zur Optimierung der Trennparameter. Es wurden die
Kapazitéten fur die Adsorption einzelner Glykoproteine bestimmt und die Ausnutzung
der Lektinliganden ermittelt. Weiterhin konnten sehr gute Langzeitstabilitdten von
RCA- und WGA-Adsorbentien tber Zeitrdume von 30 bis 84 Wochen nachgewiesen
werden.

Das entwickelte Trennverfahren fand Anwendung fir die Fraktionierung und
Aufreinigung von Glykokonjugaten. Anhand von Einzelstoffsystemen und
synthetischen Stoffmischungen konnte die Fraktionierung verschiedener Glykoproteine
aufgezeigt werden. Mittels Con A Affinitétstrennung erfolgte die Aufreinigung einer
Meerrettich-Peroxidase-Préparation unter Steigerung der Enzymaktivitdt. Die
Affinitétstrennung eines Glykolipid-Extraktes aus Rinderhirn fuhrte zur Abtrennung
eines Glykolipidgemisches. Dieses Ergebnis wurde dahingehend gedeutet, dal3 eine
Fraktionierung von Glykolipid-Mischmizellen erfolgte. Weiterhin wurde eine effiziente
Methode =zur Aufreinigung des Glykoproteins Fetuin aus dem natlrlichen
Vielstoffgemisch fetalem Rinderserum mittels WGA Affinitétstrennung entwickelt,
welche hdhere Ausbeuten als herkémmliche Methoden lieferte.
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Glycoconjugates play an important role in many physiological processes and thus are
potential candidates for the development of new pharmacologically active substances.
Biospecific separation techniques like lectin affinity separation are needed for the
isolation and purification of these compounds. Although these techniques offer many
advantages they are often restricted to special applications due to technological
problems, a limited choice of adsorbents and high costs. In the present work a
separation procedure based on lectin affinity separation for the fractionation and
purification of glycoconjugates has been developed. This technologicaly improved
procedure is suitable for both analytical and preparative applications.

A method development for the preparation of lectin-adsorbents was carried out.
Therefore the lectins Ricinus communis Agglutinin (RCA), Concanavalin A (Con A)
and Wheat Germ Agglutinin (WGA) were immobilized onto different support materials
based on silica and synthetic polymers and influencing parameters were optimized.
Thus a selection of highly active adsorbents for the affinity separation of
glycoconjugates was produced.

The characterization of the prepared lectin-adsor bents was performed using batch
adsorption techniques (adsorption isotherms) and the continuous affinity separation of
selected glycoproteins. For a comparison commercia lectin-adsorbents were also
characterized. Using model systems the analysis of adsorbent properties was carried out
resulting in optimized separation conditions. Capacities for adsorption of different
glycoproteins were determined and the ligand accessibilities were calculated.
Investigations concerning the long term stability proved a very good stability for RCA
and WGA adsorbents over a period of 30 to 84 weeks.

The developed separation procedure was applied in the fractionation and
purification of glycoconjugates. The fractionation of certain glycoproteins could be
shown when single compounds and defined mixtures were applied. Using Con A
adsorbents the purification of a peroxidase preparation from horseradish could be
achieved showing an enhanced enzymatic activity. Affinity separation of a glycolipid-
extract from bovine brain yielded a glycolipid mixture instead of single compounds.
This result was interpreted to be due to a fractionation of mixed glycolipid micelles.
Furthermore, an efficient procedure for purification of the glycoprotein fetuin from the
natural source fetal bovine serum was developed using WGA affinity separation. The
developed procedure resulted in an improved product yield when compared with
conventional methods.
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12  Anhang

12.1  Strukturformeln

In der Abbildung 12-1 ist ein Uberblick tiber die wichtigsten Saccharid-Bausteine, die
in nattrlichen Glykokonjugaten vorkommen, dargestel|t.

CH,OH

OH O _OoH
H
OH H

H H
H OH

a-D-Glucosamin a-D-Mannose

0 CH,OH
H,C— C—NH O cooH
R

H H

H OH

OH H

N-Acetylneuraminsaure
(Sialinsaure), Pyranose-Form

Abb. 12-1: Strukturen der einiger Monosaccharide
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12.2 Chemikalien

Tabelle 12-1: Chemikalienliste

Substanz Gefahren- R-Satze S-Satze Hersteller
symbol
ABTS-Losung - 36/37/38  26-36 Roche
(2,2'-Azinobis(3-ethyl benz- Diagnostics
thiazolinsulfonat))
saures a;-Glykoprotein (aus ~ * - - Sigma-Aldrich
Rinderserum)
p-Anisaldehyd Xn 22-36/37/38 26-36 Sigma-Aldrich
Asiaofetuin Typ | (ausfetaem - - - Sigma-Aldrich
K& berserum)
BSA (Bovines Serum - - - Sigma-Aldrich
Albumin) Fraktion V; N-
Gehalt 15,4 %
Bradford Reagenz C 34-20/21/22 24-26-45- Sigma-Aldrich
36/37/39
Calciumchlorid Dihydrat Xn 22-36/37/38 26-36 Sigma-Aldrich
Chloroform Xn 22-38-40- 36/37 Merck
48/20/22
Coomassie Farbelosungund  F, T 11- 7-16-23-26- BioRad
Entfarbel 6sung fir Gele 23/24/25-  36/37/39
34-39
Concanavain A TypV und VI Xn 20/21/22- 36 Sigma-Aldrich
42/43-40
Concanavalin A Agarose Typ Xn*** 20/21/22- 36 Sigma-Aldrich
V-B 42/43-40
di-Natriumhydrogenphosphat - - - Fluka
wasserfrel
Essigsdure 100% C 10-35 23-26-45 Merck
Fetales Rinderserum - - - Sigma-Aldrich
Fetuin (aus fetalem - - - Sigma-Aldrich

K& berserum)
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Substanz Gefahren- R-Satze S-Satze Hersteller
symbol
Galactocerebroside Typ I und  * - - Sigma-Aldrich
Il aus Rinderhirn
Glucocerebroside (aus Bioge- - - Sigma-Aldrich
menschlicher Milz) fahrdung *
Glucose Oxidase Xi 36/37/38  26-36 Sigma-Aldrich
Guadinin-HCI Xn 20/21/22  26-36 Sigma-Aldrich
Kaliumdihydrogenphosphat - - - Merck
Lactoferrin (aus menschlicher Bioge- - - Sigma-Aldrich
Milch) fahrdung *
a-Lactose (Milchzucker) - - - Sigma-Aldrich
Lactocerebroside (aus * - - Sigma-Aldrich
Rinderhirn)
Magnesiumchlorid Xi 36/37/38  26-36 Sigma-Aldrich
Manganchlorid Tetrahydrat Xn 22- 26-36 Sigma-Aldrich
36/37/38-40
D-Mannose - - - Fluka
Methanol zur Analyse F,T 11- 7-16-36/37- Merck
23/24/25- 45
39/23/24/25
Monosialogangliosid GM; (aus * - - Sigma-Aldrich
Rinderhirn)
N-Acetyl-D-Glucosamin - - - Sigma-Aldrich
Natriumacetat wasserfrei - - - Sigma-Aldrich
Natriumazid T 26/27/28-  45-36/37/39- Sigma-Aldrich
32-5 22
Natriumchlorid Xi 36/37/38  26-36 Merck
Natriumhydrogencarbonat - - - Sigma-Aldrich
Natronlauge 32 % C 35 2-26-27- Merck
37/39
p-Nitrophenyl-a-D- - - - Sigma-Aldrich

glucopyranosid
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Substanz Gefahren- R-Satze S-Satze Hersteller
symbol
p-Nitrophenyl-b-D- - - - Sigma-Aldrich
galactopyranosid
p-Nitrophenyl-b-D- T 45- 45-26- Sigma-Aldrich
lactopyranosid 20/21/22-  36/37/39-22
36/37/38
p-Nitrophenyl-a-D- - - - Sigma-Aldrich
mannopyranosid
n-Octyl-b-D-Glucopyranosid ~ Xi 36/37/38  26-36 Sigma-Aldrich
Ovomucoid Typ I11-O - - - Sigma-Aldrich
Peroxidase Typ |1 - - - Sigma-Aldrich
Ricinus communis Agglutinin - T"* **  26/27/28-  45-36 Sigma-Aldrich
*hx 42/43
Ricinus communis Agglutinin - T"*,**, 26/27/28-  45-36 Sigma-Aldrich
Agarose *xk 42/43
Rinderhirn Extrakt Typ VII * - - Sigma-Aldrich
Salzsaure 37 %, zur Andyse C 34-37 26-36/37/39- Merck
45
Saures a;1-Glycoprotein - - - Sigma-Aldrich
Schwefelsaure 96 % Suprapur C 35 26-30-45 Merck
SDS Natriumdodecylsulfat Xn 20/22-42-  26-36-22 Acros
36/37/38-41
N-Stearoyl-D,L- * - - Sigma-Aldrich
Dihydrolactocerebroside
Thimerosal T 26/27/28-  13-28-26-36- Sigma-Aldrich
33-42/43- 45
36/37/38
TrizmaBase, Trizma Xi 36/37/38  26-36 Sigma-Aldrich
Hydrochlorid
Toyopearl AF-Tresyl 650 M - - - TosohBiosep
Triticum vulgaris (Whesat * - - Sigma-Aldrich
germ) Agglutinin
Triticum vulgaris (Whesat *REE - - Sigma-Aldrich

germ) Agglutinin Agarose
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* Nicht vollsténdig gepriifter Stoff. Mit der entsprechenden Sorgfalt handhaben.

** Extrem gefahrliche Substanz. Vor Gebrauch mit Risiken und Sicherheitsmal3nahmen
vertraut machen. Sehr giftig beim Einatmen, Verschlucken und Berthrung mit der Haut;
kann allergische Reaktionen des Atemsystems und der Haut bewirken. Einnahme,
Einatmen oder Einspritzen auch nur kleiner Mengen kann todlich sein. Arbeiten nur in
geschlossenen Systemen vornehmen (Einwegkleidung).

*** Enthat Natriumazid oder Thimerosal

12.3 Gerate

Hochleistungsflissig-Affinitétstrennung (HPLAC)
HPLC-Anlage: Merck Hitachi LaChrom

Gradientenpumpe L-7100

Saulenofen L-7360

Interface D-7000

Dioden Array Detektor L-7450

Auswertesoftware HSM (HPLC System Manager) von Merck Hitachi

Niederdrucktrennung
Anlage: BioRad

Gradientenpumpe Econo
Detektor Econo UV Monitor Model EM-1 (I =280 nm)
Recorder Econo Model 1327

Proteinbestimmung in Mikrotiterplatten

Anlage: Tecan
Mikrotiterplatten-Reader Tecan Spectra Classic (Filter | = 595 nm)
Software: EasyWIN Screening Version 4.0a

Gefriertrocknung
Anlage: Christ
Christ L-1 Alpha 2-4
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Bestimmung der Enzymaktivitét

Photometer von Carl Zeiss Technology

Spekol UV-Vis

Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Anlage: BioRad

Mini-Protean 3 Zelle, Power PAC 300

Bestimmung der PartikelgroRenverteilung

Anlage: Horiba

Laser Scattering Particle Size Distribution Analyzer LA-910

Bestimmung der Dichte

Helium-Pyknometer von Micromeritics

AccuPyc 1330

Weitere Geréte

Laborzentrifuge: Sigma 3K15

pH-Meter: Knick 766 Calimatic

Ultraschallbad: Bandelin Sonorex RK 52

Analysenwaage: Mettler Toledo AG285 (max/min 81/0,00001 g; max/min

210/0,0001g)
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12.4 Kenndaten der validierten Proteinanalytik

12.4.1 Arbeitsvorschrift

Die beschriebene Methode dient zur quantitativen Bestimmung von Proteinen und
Glykoproteinen (Standardmaterialien) nach Verwendung als Ligand oder Adsorptiv in
der Affinitétstrennung.

Probenahme und -vorbereitung

Aus dem Reaktionsiberstand der Immobilisierung bzw. den Fraktionen der
Affinitatstrennung wird ein Aliquot mittels Kolbenhubpipette abgenommen, und mit
Reinstwasser auf eine Proteinkonzentration von 10 pg/ml verdinnt. Bei feinen Trégern
oder triben LOsungen ist eine Zentrifugation der Losung durchzufihren (Eppendorf-
Probengef&f3, 2000 U/min, 5 min).

Standardldsung

Jedes Protein oder Glykoprotein wird Uber den eigenen Standard quantifiziert. Es wird
eine Stammlésung genau eingewogen, ein Aliquot mittels Kolbenhubpipette
entnommen und mit Reinstwasser (bzw. Puffer, analog zu den Proben) auf eine
Proteinkonzentration von 10 pg/ml verdinnt.

Blindwert
100 pl Reinstwasser (bzw. Puffer analog zu den Proben) als Blindwert (n = 4).
Kalibrierfunktion

Aus der Standardldsung 10 pg/ml werden 20 pl, 40 pl, 50 pl, 80 pl, 100 ul in einen
Mikrotiterplattenplatz pipettiert und auf 100 pl mit Reinstwasser aufgefillt (n = 4).

Proben

Aus der Probenverdinnung ca 10 pg/ml werden je 100 pl in  enen
Mikrotiterplattenplatz pipettiert (n = 4).

Reaktion

Rasche Zugabe von 100 pl Bradford-Reagenz zu Blindwert, Proben und Standards;
nach Zugabe Reaktionszeit stoppen (10 min); Schitteln der Mikrotiterplatte im Reader
(15 sec).

Messung

Nach genau 10 min Reaktionzeit wird die Mikrotiterplatte bel | = 595 nm im
Mikrotiterplatten-Reader vermessen.

Auswertung

Der Mittelwert der Extinktionen des Blindwertes wird gebildet. Nach Abzug dieses
Mittelwertes von den Extinktionen der Proben und Standards werden die 4 Messungen
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ebenfalls gemittelt. Die Kalibrierfunktion wird aufgetragen (Ext. gegen Menge Protein),
die Ausgleichsfunktion Uber lineare Regression gebildete und die Proben innerhalb des
Arbeitsbereiches ausgewertet.

12.4.2 Analytische Kenndaten
Standardmaterialien

Bovines Serum Albumin (BSA)
Concanavalin A Type VI

Ricinus communis Agglutinin (RCA)
Asiaofetuin (from Fetal Calf Serum) ASF

Spezifitat
Das Ergebnis des Bradford-Assay gibt Auskunft Uber den Gesamt-Proteingehalt der
Probe. Verschiedene Substanzen konnen den Test stdren und ein falsch positives Signal

geben: Detergentien, Verbindungen mit basischen Aminosiuren, Peptide. Ubliche
Puffersubstanzen wie Phosphat, Acetat, Tris, Zucker storen die Bestimmung nicht.

Linearitat
Die Linearitdat wurde Uber einen Bereich von 6 Standardkonzentrationen bestimmt und

war innerhalb der Kalibrierfunktion Gber den Arbeitsbereich (Range) von 0,2 — 1,0 ug
Protein gegeben. Der Korrelationskoeffizient (Pearson) der linearen Regression betrug:

1) BSA: R=0,9955
2) ConA: R=0,9992
3) RCA:  R=0,991
4) ASF:  R=0,9977

Arbeitsbereich

Der Arbeitsbereich wurde durch optische Auswertung (Empfindlichkeit) und anhand
der Prézison auf 0,2 - 1,0 ug Protein festgelegt. Der Arbeitsbereich wurde fir jedes
Protein im Bereich von 70 % und 130 % der Randwerte Uberprift. Es zeigte sich, dal3
die Prazison und Empfindlichkeit bei den Werten von 70 % der kleinsten
Konzentration des Arbeitsbereiches diesem gegentber gleichbleibend war. Bei der
hochsten Proteinkonzentration (130% der hochsten Konzentration des Arbeits
bereiches) wurde die Empfindlichkeit geringer (Abknicken) und die Prézision der
Mef3werte schlechter.
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Abb. 12-2: Kalibrierfunktionen der Proteinbestimmung nach Bradford fur ASF, BSA,

Con A und RCA

Préazision

Tabelle 12-2: Wiederholprézision

Proteingehalt [jug/100 pL] 0,4 ug 0,6 ug 0,8 ug
(konventionell wahrer Wert)

MW Quantifizierung fir BSA [ug] 0,480 0,631 0,832
Standardabweichung der Stichprobes[pg] 0,01583  0,03947  0,01914
Relative Standardabweichung s [%0] 3,3 6,3 2,3
Quantifizierung fir Con A [ug] 0,480 0,603 0,837
Standardabweichung der Stichprobes[pg] 0,02601  0,01128  0,01556
Relative Standardabweichung s [%0] 54 19 19
Quantifizierung fur RCA [ug] 0,424 0,547 0,786
Standardabweichung der Stichprobe s[pg] 0,0264 0,0308 0,0543
Relative Standardabweichung s [%0] 6,2 5,6 6,9
Quantifizierung fir ASF [ug] 0,479 0,648 0,882
Standardabweichung der Stichprobe s[pg] 0,0070 0,0149 0,0174
Relative Standardabweichung s [%0] 15 2,3 2,0
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Genauigkeit

Tabelle 12-3: Wiederfindung der analysierten Proteine

Proteingehalt [jug/100 pL ] 0,4 ug 0,6 ug 0,8 ug
(konventionell wahrer Wert)
Quantifizierung fir BSA [pug] 0,462 0,588 0,854
0,489 0,638 0,827
0,490 0,666 0,817
MW Wiederfindung [%] 120,0 105,2 104,1
Genauigkeit [%] 20,0 5,2 4,1
Quantifizierung for Con A [pg] 0,481 0,607 0,834
0,505 0,590 0,853
0,453 0,611 0,823
MW Wiederfindung [%] 120,0 100,4 104,6
Genauigkeit [%] 20,0 0,4 4,6
Quantifizierung fir RCA [ug] 0,450 0,560 0,846
0,426 0,569 0,740
0,397 0,511 0,771
MW Wiederfindung [%] 106,0 91,1 98,2
Genauigkeit [%] 6,0 8,9 1,8
Quantifizierung fur ASF [pg] 0,486 0,648 0,863
0,472 0,664 0,887
0,478 0,634 0,897
MW Wiederfindung [%] 119,8 108,1 110,3
Genauigkeit [%] 19,8 8,1 10,3

Empfindlichkeit
Steigung der linearen Kalibrierfunktion S [Ext/ug]: siehe Tabelle 12-3.
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Nachweisgrenze

Auf der Basis der Standardabweichung s [Ext] des Blindwert-Signals und der Steigung
der Kalibrierfunktion des Proteins S [Ext/ug]

NWG [ug] =3,3*s/S [10]

Der Blindwert wurde 10 mal bestimmt (je 4 Pldtze). Die 4 Einzelmessungen wurden
zunéchst jeweils gemittelt und dann aus den resultierenden 10 Werten die
Standardabweichung s und die NWG berechnet.

s Blindwert (n = 10) = 0,00138 [Ext]

Tabelle 12-4: Nachweisgrenzen

Protein S [Ext/ug] NWG [ug]
BSA 0,2053 0,022
Con A 0,1299 0,032
RCA 0,1136 0,040
ASF 0,1254 0,036

Bestimmungsgrenze

Auf der Basis der Standardabweichung s [Ext] des Blindwert-Signals und der Steigung
der Kalibrierfunktion S [Ext/ug]

BSG[ug] =10* s/ S [11]

Der Blindwert wurde 10 mal bestimmt (je 4 Pldtze). Die 4 Einzelmessungen wurden
zunéchst jeweils gemittelt und dann aus den resultieren 10 Werten die
Standardabweichung s und die BSG berechnet.

s Blindwert (n = 10) = 0,00138 [Ext]

Tabelle 12-5: Bestimmungsgrenzen

Protein S [Ext/ug] BSG [ug]
BSA 0,2053 0,067
Con A 0,1299 0,106
RCA 0,1136 0,121

ASF 0,1254 0,110
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125 Tragermaterialien

12.5.1 Umrechnungstabelle Masse/VVolumen

Tabelle 12-6: Umrechnungstabelle der Tragermaterialien von Masse in Volumen

Tréager Trockenmasse Festbett -
Volumen
Silika PO05 1g 2,90 ml
0,345¢g 1ml
Silika 1005 19 2,40 mi
0,416 g 1ml
Polymer H20 19 4,08 ml
0,245 g 1ml
Toyopearl 19 4,25 ml
0,235¢g 1ml

12.5.2 Funktionalisierung

Tabelle 12-7: Ubersicht liber funktionalisierte Tragerchargen

Arbeitskirzel Tréager Charge Silanisiert Spacer Lagerung
Charge HUB

PO05 (1) SlikaP005  63-3.1.1.3 MPMS + verd. HCI, 8°C
1005 (1) Silikalo05  59-1.1 GPtMS - verd. HCI, 8°C
1005 (I1) Silika 1005 64-1.1 GPtMS - Trocken, -18°C
1005 (I11) Silika 1005 79-3.1.1.3 MPtMS + verd. HCl, 8 °C
1005 (1V) Silika 1005 80-21.1.1 MPMS + verd. HCI, 8°C
1005 (V) Slikalo05  80-2.1.1.3 MPtMS  + verd. HCI, 8°C
H20 (1) Polymer H20 78-1.1 - - verd. HCI, 8 °C
H20 (11) Polymer H20 81-1.1.1.1 - + verd. HCI, 8°C
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Die Tragermaterialien wurden nach einem der folgenden Ablaufe funktionalisiert:
A) Silikatrager

l verd. Salzsdure

—o
:%i/\/\O/Y\OH
—o -07%

S — OH
—071
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—O04 "O—O OR [e] 3
—o°7
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Abb. 12-3: Reaktionsschema der Slanisierung mit GPtMSund Tresylierung eines
Slikatragers (ohne Spacer-Einbindung)



12 Anhang 129

B) Silikatréger
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Abb. 12-4: Reaktionsschema der Slanisierung mit MPtMSund Tresylierung eines
Slikatrégers (mit Spacer-Einbindung)
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Abb. 12-6: Reaktionsschema der Tresylierung eines G60-H20 Trégers (mit Spacer-
Einbindung)
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Abb. 12-7: Einflul3 des pH-Wertes auf die Affinitatstrennung von Fetuin an WGA
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Abb. 12-8: Unspezifische Elution von Fetuin an WGA Toyopear| mit Guanidin-HCI



12 Anhang 133

5 0,25E {

] E ASF i

W 0,20

e . |

o :

§ 0,154 ‘l

g |

H E
o,1o§ \
o,os; | /f \xm_%%_
0,007 Vel /

R

0

1

2

TRTTTT ] llrluu‘t T El»l\lu T |.|‘m4|u| [-HI‘!H T n|uu|n ||nu]u T ,m‘m T ||x[nu‘u|l=l»n|uu |.wm‘]
H

3

4

5

6

7

8 9

Abb. 12-9: HPLAC von Asialofetuin an RCA TSKgel
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Abb. 12-10: Affinitatstrennung von Fetuin an RCA TSKgel
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