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1 Vorbemerkungen und Abklrzungen

Aus dem englischen Sprachgebrauch stammende Fachbegriffe, deren Ubersetzung entweder
keinen Sinn ergeben oder zu einem falschen Verstandnis gefuhrt hatten, wurden im Text kursiv
dargestellt.

1 Mikro

m Mikroliter

A Angstrém

BMBF Bundesministerium fir Bildung und Forschung
bzw. beziehungsweise

C-Terminus  Carboxy-Terminus

cm Zentimeter

CYP Cytochrom P450 Monooxygenase

D Debye

DEAE Diethylaminoethyl

DRT Dimensionslose Retentionszeit

€ Dielektrizitatskonstante

FAB Fragment, antigen binding

FC Fragment, crystallizable

FDBP Finite-Differenzen Poisson-Boltzmann Methode
FMN Flavin Mononukleotid

g Gramm

GBSA generalized Born/surface area

HIC hydrophobe Interaktionschromatographie
H.\ol Hydrophobes Volumen

1gG1 Immunoglobulin gamma 1

kcal Kilokalorien

kDa Kilodalton

kJ Kilojoule

I Liter
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2 Kurzzusammenfassung

Die Adsorption von Proteinen an Oberflachen ist ein dullerst komplexer Prozess, der in vie-
len Bereichen, wie der Medizin, Pharmazie, Nanotechnologie und Biotechnologie, von grof3er
Bedeutung ist. In der vorliegenden Arbeit wurden computergestutzte Methoden zur Vorhersa-
ge der Orientierung und des Bindungsverhaltens von Proteinen bei der Adsorption entwickelt.
Die Arbeit konzentrierte sich hierbei auf die Gebiete der lonenaustauschchromatografie, der
hydrophoben Interaktionschromatografie und der Immobilisierung. Als untersuchte Protei-
ne wurden HihnereiweiR-Lysozym, die Hdmdomane der bakteriellen Cytochrom P450-BM3
Monooxygenase und humane monoklonale Antikdrper verwendet. Lysozym gehort zu den am
besten charakterisierten und meisten analytisch verwendeten Proteinen, da es billig und in
grolRen Mengen hergestellt werden kann. Viele bisherige Untersuchungen wurden mit Lyso-
zym durchgefuhrt und die adsorbierte Orientierung auf Kationenaustauschern konnte experi-
mentell bestimmt werden. Der Adsorptionsvorgang von Cytochrom P450-BM3 ist von Inter-
esse bei Immobilisierungen, welche zu verbesserten Eigenschaften bei Betrieb und Lagerung
sowie zu einer einfachen Separation des Produkts fuhren. Wichtig ist hierbei eine Orientierung
des Enzyms mit freiliegendem Substratzugang. Auch bei der Bindung auf beschichteten Elek-
troden, durch welche sich die Mdglichkeit der Entwicklung analytischer und biokatalytischer
Anwendungen sowie eine einfache und billige Elektronenquelle ergibt, ist die Orientierung
wichtig. Ebenso wie der Substratzugang ist hier die korrekte Orientierung des elektronen-
akzeptierenden Bereichs wichtig, da dieser mit der Elektrodenoberflache in Kontakt stehen
sollte. Antikorper gehdren zu den am hdufigsten eingesetzten therapeutischen Proteinen. Ih-
re Produktion ist teuer, da sie meist Uber Protein A aufgereinigt werden. Es besteht groRes
Interesse an billigeren alternativen Verfahren, wie der lonenaustauschchromatografie.

Friher wurden Adsorptionsprozesse meist mit vereinfachten Modellen eines Proteins, bei-
spielweise als kugelférmiges Gebilde, modelliert. Durch die zunehmende Aufklarung der Pro-
teinstrukturen in atomarer Auflésung wurden auch weiter entwickelte Adsorptionsmodelle er-
stellt, jedoch wurden Proteine dabei meist als unflexible Objekte modelliert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch ein unflexibles Modell des Proteins, ab-
hé&ngig von der verwendeten Struktur und dem Abstand zur Oberflache, bei der Modellierung
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2 Kurzzusammenfassung

von Adsorptionen zu Abweichungen von der experimentell bestimmten Orientierung kom-
men kann. Eine grobe Abschétzung der Bindungsorientierung ist bei einem kurzen Abstand
aber noch moglich. Durch multiple Molekulardynamische Simulationen (MD-Simulationen),
in welchen das Protein frei und flexibel an die Oberflache binden konnte, hat sich am Beispiel
Lysozym gezeigt, dass der Mittelwert der festgestellten gebundenen Orientierungen mit der
experimentell bestimmten Orientierung, unabh&ngig von der zu Beginn verwendeten Protein-
struktur, Gbereinstimmte.

Im Vergleich zeigten verschiedenen Proteine auch ein unterschiedliches Bindungsverhalten.
Wiéhrend bei Lysozym die Simulationen tber einer negativ geladenen Oberfl&che nur ein &hn-
liches Bindungsverhalten mit ahnlichen Bindungsorientierungen zeigte, erfolgte die Bindung
der Cytochrom P450-BM3-Hamdoméne auf einer positiv geladenen Oberflache aufgrund ih-
res starken Dipolmoments immer in gleicher Weise und mit gleicher Orientierung. Die Ori-
entierung der Cytochrom P450-BM3-Hamdomane in der frihen Phase der Bindung konnte
auch mittels der rigiden Bestimmungsmethode festgestellt werden. Ein Kippen der komplet-
ten Proteinstruktur nach dem ersten Kontakt zur Oberflache wurde jedoch nur mittels MD-
Simulationen vorhergesagt. Es konnte am Modell gezeigt werden, dass die adsorbierte Orien-
tierung auf einer positiv geladenen Oberflache zu einer Beeintrdchtigung des Substratzugangs
fihrt und, im Falle der Immobilisierung auf einer positiv geladenen Adsorberoberflache, wel-
che beispielsweise bei beschichteten Elektroden eingesetzt wird, eine unglinstige Ausgangs-
orientierung fir die Elektronenuibertragung vorliegt.

Mittels MD-Simulationen der Cytochrom P450-BM3-Hamdomane Uber verschiedenen An-
ionenaustauscherliganden konnte eine Korrelation der Bindungsenergien bei verschiedenen
Salzkonzentrationen mit experimentell gemessenen chromatografischen Daten bestimmt wer-
den.

MD-Simulationen mit Antikorper waren durch die rechenintensiven, langreichweitigen Wech-
selwirkungen zwischen Adsorber und Protein im Rahmen der zur Verfligung stehenden tech-
nischen Maglichkeiten nicht durchfiihrbar. Es konnten dennoch die Regionen, die bei der Auf-
reinigung mittels lonenaustauschchromatografie Einfluss auf die Retention nehmen und somit
fur eine Optimierung des Proteins fir den Aufreinigungsprozess infrage kommen, beispiels-
weise durch gezielte Mutationen in diesem Bereich, an der Proteinoberflache mittels eines
starren Modells bestimmt werden.

14



3 Abstract

The adsorption of proteins at surfaces is a very complex process. It is of great importance in
different fields like medicine, pharmacy, nanotechnology and biotechnology. In the present
paper computer aided methods for predicting the orientation and binding behavior of proteins
during adsorption processes have been developed. It is focused on the areas of ion exchange
chromatography, hydrophobic interaction chromatography, and immaobilization. The proteins
hen egg white lysozyme, cytochrome P450-BM3-heme domain, and monoclonal antibodies
were analyzed. Lysozyme is one of the best characterized and most analyzed proteins because
its low costs and availability in huge amounts. Many previous analyses have been made using
lysozyme and it was possible to obtain an adsorbed orientation on a cation exchanger experi-
mentally. The adsorption process of cytochrome P450-BM3 is of great interest in the area of
immobilization, especially on electric surfaces which offer the possibility of developing analy-
tical and biocatalytic applications. The correct orientation is of great importance on a cathode
surface as the substrate channel has to be accessible and the electron accepting area should be
in contact with the surface. Antibodies belong to the most applied therapeutic proteins. The
production is extremely expensive as purification is done via protein A. The interest in cheap
alternative processes like ion exchange chromatography is given.

In former times adsorption processes were modelled by simplified protein models, for example
spherical shapes. With the increasing number of solved protein structures in atomic resolution
further developed models of adsorption processes have been established, though proteins have
only been treated rigidly, so far.

In this paper it could be shown that the use of rigidly treated proteins may lead deviations of
the experimentally determined orientation depending on structure and distance to the surface.
By the use of MD-simulations in which the protein was able to bind free and flexible to the
surface the example of lysozyme showed that slight changes of the protein structure during
the adsorption process may lead to different orientations on the adsorber. The average of all
simulated orientations equalled the experimentally determined orientation independent of the
used protein structure.

The used proteins showed a very different binding behavior in comparison. The cytochrome
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3 Abstract

P450-BM3 heme domain bound in an identical orientation on positively charged surfaces in
all simulations due to its strong dipole moment. It was also possible to obtain this orientation
by rigid modelling methods. However, an additional tilting at the surface could only be shown
by MD-simulations. It was demonstrated that the adsorbed orientation at positive charged
surfaces leads to a covering of the substrate channel. The immobilization on positive charged
surfaces which are used for enzyme coated cathodes leads to a disadvantageous arrangement
of the electron accepting area on the surface. Additionally, a correlation was found between
the computed binding energies and experimentally determined chromatographic retentions at
different salt concentrations.

MD-Simulations of antibodies with long-range interactions are too time consuming at the
moment. Nevertheless, it could be shown by rigid orientation detection methods which regions
of the protein surface have influence at purification processes and could be relevant for an
optimization.
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4 Einleitung

Die Vorgange bei der Bindung von Proteinen an Oberflachen spielen eine zentrale Rolle bei
chromatografischen Adsorptionen und Immobilisierungen. Die Interaktion wird von der Sum-
me von molekularen Einflissen wie zum Beispiel elektrostatischen Kréften, Van-der-Waals-
Kréften, Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben Interaktionen gesteuert. Im Folgen-
den werden die Grundlagen dieser Arbeit beschrieben. Neben einer allgemeinen Einfuhrung
zu den biochemischen Eigenschaften, Funktionen und Vorkommen der verwendeten Proteine
Lysozym, Cytochrom P450 und 1gG1-Antikdérper wird eine Einfihrung zur Adsorption von
Proteinen an Oberflachen und ein Einblick in die untersuchten chromatografischen Verfahren
und Messmethoden gegeben.

4.1 Bereiche der Proteinadsorption

Die Adsorption von Proteinen an Oberflachen ist von groRer Bedeutung bei verschiedenen An-
wendungen und Bereichen wie z. B. der Medizin, Pharmazie, Nanotechnologie und Biotech-
nologie. Bei medizinischen Applikationen sind Erkenntnisse tiber das Kontaktverhalten zwi-
schen Protein und Materialoberflachen tiberall dort von Interesse, wo Festkdrperoberflachen
biokompatibel gestaltet werden missen, wie beispielsweise bei Implantaten [207]. Die Prote-
inadsorption an Glasoberflachen, z. B. die Blutgerinnung durch den Kontakt von Plasmapro-
teinen an der Wand von medizinischen Geraten soll maglichst vermieden werden [139]. Auch
diagnostische Gerate wie Sensoren und Glasfasern, wie z. B. bei endoskopischen Eingriffen
verwendet, sind davon betroffen. Unerwiinschte Proteinadsorptionen sind auch an bakteriellen
Plaquebildungen auf Z&hnen beteiligt [27], bei der Beeintrachtigung von Kontaktlinsen durch
Proteine der Tranenflissigkeit [89], Verstopfung von Filtrationsmembranen [16] oder bei der
bakteriellen Verschmutzung von Schiffsriimpfen [75]. In der Nanotechnologie miissen zum
einen oft Oberflachen gegen eine unerwiinschte Adsorption von Biomolekdiilen geschutzt wer-
den, zum anderen sollen spezifische Biomolekiile an Sensoroberflachen immobilisiert werden,
um dort als molekulare Erkennungsstellen zu fungieren [102]. Die Immobilisierung von En-
zymen ist auch im biotechnologischen Bereich fur Katalyseprozesse im industriellen Mal3stab
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4 Einleitung

aullerordentlich interessant [184]. Hier dargelegt sind nur einige Beispiele aus einer grofl3en
Masse von Anwendungsgebieten. Die Adsorption von Proteinen an Oberflachen spielt auch
in der Chromatografie, welche zur Trennung und Aufreinigung eingesetzt wird, eine entschei-
dende Rolle und wurde deshalb im Rahmen dieser Arbeit mittels rechnergestitzter Methoden
genauer untersucht.

4.2 Proteinaufreinigung

4.2.1 Allgemeines

Die Proteinaufreinigung beinhaltet eine Reihe von Prozessen, die dazu dienen ein einzelnes
Protein aus einem komplexen Gemisch zu trennen. Das aufgereinigte Protein wird zum einen
fur wissenschaftliche Belange, wie Charakterisierung von Funktionen, Struktur und Interak-
tionen mit anderen Molekiilen bendtigt. Zum anderen liegt die grolRe Bedeutung in der grof3-
technischen Gewinnung therapeutischer biologischer Praparate, wie z. B. monoklonale Anti-
korper, Insulin, Cytokine oder Fibrinolytika [171], welche héchste Anforderungen an Reinheit
erfullen missen. Das Verfahren der Bioseparation kann hierfur in vier Schritte aufgeteilt wer-
den: Beseitigung der unléslichen Bestandteile, Isolierung (Auftrennung), Aufreinigung und
polishing. Ein typischer Ablauf beinhaltet dabei Schritte wie Zelllyse, Zentrifugation, Filtrati-
on, Membranseparation, Ausfallung und Chromatografie.

4.2.2 Prinzip der Chromatografie

In der Chromatografie wird ein Stoffgemisch mittels unterschiedlicher Verteilung der Kompo-
nenten zwischen der stationdren und mobilen Phase aufgetrennt. Die mobile Phase bezeich-
net das bewegliche Stoffgemisch, welches aufgetrennt werden soll (Adsorbent). Die stationére
Phase bezeichnet im Gegensatz dazu die unbewegliche Phase (Adsorber), mit der die Substan-
zen des Stoffgemisches Wechselwirkungen eingehen. Sie besteht typischerweise aus porésem
Material mit einer inneren Oberflache, welche spezielle Eigenschaften besitzt, um Interaktio-
nen mit den geldsten Stoffen ausbilden zu kdnnen. Bei allen chromatografischen Trennmetho-
den wird das zu untersuchende Substanzgemisch in einer fliissigen oder gasférmigen mobilen
Phase gel6st. Uber das Prinzip dieser Interaktionen, durch welche die Aufreinigung vollzogen
wird, kénnen die chromatografischen Verfahren unterteilt werden. Bei der im Rahmen dieser
Arbeit verwendeten fliissigen S&dulenchromatografie stehen folgende Interaktionsprinzipien im
\ordergrund:
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* Die lonenaustauschchromatografie wirkt ber elektrostatische Interaktionen zwischen
Proteinen und geladenen funktionellen Gruppen auf dem Adsorber. Diese kénnen mit-
tels pH- und Salzkonzentration der mobilen Phase beeinflusst werden, um eine mog-
lichst hohe Selektivitat zu erreichen.

* Bei der Affinitdtschromatografie werden fur das zu bindende Protein spezifische immo-
bilisierte Liganden eingesetzt. Es handelt sich hierbei um eine &uRerst selektive Metho-
de.

» Werden hydrophobe Interaktionen als Basis fir die Trennung verwendet, so spricht man
von hydrophober Interaktionschromatografie (HIC). Die Bindung hydrophober Proteine
an die Saulenmatrix wird durch die Zugabe von Salzen zum Chromatografie-Puffer noch
verstarkt, weshalb meist die bei hoher Salzkonzentration gebundenen Proteine bei einem
absteigenden Salzgradienten eluiert werden.

* Bei der size exclusion chromatography (GroRenausschlusschromatografie) werden po-
rose Partikel als stationdre Phase eingesetzt. Kleine Molekiile kdnnen tiefer eindringen
und benotigen deshalb mehr Zeit zum Passieren des Materials.

4.2.3 Kenngrol3en in der Chromatografie

Um die Trennung der Komponenten nach dem Verlassen der Trennséule beurteilen zu kénnen,
wird die mobile Phase mittels eines Detektors tiberprift und die Komponenten aufgrund ihrer
physikalischen oder chemischen Eigenschaften als peaks innerhalb des gesamten Chromato-
gramms erfasst. Hieraus kdnnen verschiedene qualitative und quantitative Informationen tber
das getrennte Stoffgemisch entnommen werden (Abbildung 4.1):

* Die Flache unterhalb des peaks, sowie oft die Héhe A iber der Basislinie sind propor-
tional zur Menge der gemessenen Komponente und kdnnen unter der Verwendung eines
kalibrierten Detektors bestimmt werden.

 Die Bruttoretentionszeit ¢; einer Substanz i ist die Zeit, welcher von der Probenaufgabe
zum Zeitpunkt ¢=0 bis zur Detektion des Peakmaximums verstreicht. Diese qualitative
Information kann zur Identifikation einer Substanz verwendet werden.

 Die Durchflusszeit ¢, (,, Totzeit*) entspricht der Retentionszeit, die eine nicht zurlickge-
haltene Substanz bendtigt.
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» Die Netto-Retentionszeit ¢’ ist die Differenz aus Bruttoretentions- ¢; und Totzeit ¢,. Sie

zeigt die Aufenthaltszeit der Komponenten ausschlief3lich innerhalb der stationdren Pha-
se an.

+ Die Basispeakbreite w und Peak-Halbwertbreite w, /, dienen zur Berechnung von wei-
teren ChromatografiekenngrofBRen.

A

Signalintensitat

w Zeitt

W1 /2

Abbildung 4.1: KenngrolRen eines Chromatogramms.

4.2.4 EinflussgrofRen bei der Adsorption von Proteinen

Die Adsorption von Proteinen ist ein komplexer Vorgang, welcher durch unterschiedliche Ein-
flisse bestimmt wird. Vorwiegend werden elektrostatische und Van-der-Waals-Interaktionen
zusammen mit Solvatisierungseffekten fiir die nicht kovalente Bindung des Proteins an eine
Oberflache verantwortlich gemacht. Die Veranderung der Proteinstruktur wahrend des Bin-
dungsvorgangs kann dabei auch den Beitrag des jeweiligen Einflusses veréndern.

4.2.4.1 Elektrostatische Interaktionen

Die Oberflache von Proteinen wird charakterisiert durch die Verteilung von hydrophilen und
hydrophoben Aminoséduren und die Verteilung von geladenen und ungeladenen Aminosau-
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ren, die Krafte sind vorwiegend elektrostatischer Natur. Die Elektrostatik von Proteinen ist
sowohl wichtig fur die Wechselwirkung von Proteinen untereinander, die Wechselwirkungen
innerhalb eines Proteins, als auch fiir die Wechselwirkungen mit Oberflachen.

Die Dielektrizitatskonstante des Losungsmittels und die lonenstérke der Losung haben einen
Einfluss auf das elektrostatische Potenzial eines Proteins. Die Modellierung des elektrostati-
schen Potenzials wurde in mehreren Reviews beschrieben [42]. In der klassischen Elektrosta-
tik werden Materialien als dielektrisch homogen betrachtet, die durch elektrische Ladungen
polarisiert werden konnen. In diesem Kontinuum-Modell wird eine dielektrische Konstante
benutzt anstelle von expliziten Ladungen eines Atoms. Das einfachste Modell wird hier durch
das Gesetz von Coulomb beschrieben, wo die elektrostatische Energie zwischen zwei Ladun-
gen i und j gegeben ist durch:

G.. = 995
) ET4qj

und das Potenzial eines Atoms i durch die Ladung des Atoms j durch:

6 = 2
g ETij

¢; = Ladung des Atoms j
¢ = Dielektrizitatskonstante
ri; = Abstand zwischen Atomen i und j

Dieses Modell ist nur giltig fur ein unbegrenztes Medium mit einer einheitlichen Dielektri-
zitatskonstante, dies ist aber bei Anwendung auf Makromolekule nicht der Fall. Makromo-
lekiile wie zum Beispiel Proteine haben niedrige Dielektrizittskonstanten, da unter anderem
die polaren Gruppen durch Wasserstoffbriicken stabilisiert werden und sich nicht im &uRe-
ren elektrostatischen Feld ausrichten kénnen. Ein Protein in Wasser mit =80 ist ein System
mit unterschiedlichem dielektrischem Medium. Wéhrend ein System eines Proteins in organi-
schem Medium mit e=2-20 ein wesentlich homogeneres dielektrisches Medium bildet. Dieser
Unterschied wird im elektrostatischen Modell durch die Verwendung der Poisson-Boltzmann
Gleichung (PBE) berticksichtigt. In der PBE werden Ldsungsmitteleigenschaften als Durch-
schnittswerte in einem Kontinuum beschrieben, die Eigenschaften des Makromolekils wer-
den im Atomdetail beschrieben. Das elektrostatische Potenzial ¢(r) wird mittels der Poisson-
Boltzmann Gleichung berechnet:
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Ve(r)Vo(r) = —4mp(r)

Die Verteilung der lonen wird in der PBE in folgender Form berticksichtigt:
Ve(r)Vo(r) — k'sinh[o(r)] = —4mp(r)

mit

K2 = 52 = 8ng?l/ekT

¢ = Dielektrizitatskonstante des Ldsungsmittels
¢ = elektrostatisches Potenzial in kT/e

I = lonenstérke

k = Boltzmann Konstante

T = absolute Temperatur

[ = Debye-Huckel Lénge

¢ = Ladung eines Protons

p(r) = die Ladungsdichte im Abstand r

Die linearisierte PBE lautet damit:

Ve(r)Ve(r) — w'é(r) = —dmp(r)

4.2.4.2 Van-der-Waals-Interaktionen

Van-der-Waals-Krafte treten durch Fluktuationen von atomaren Dipolen und der Polarisier-
barkeit von Atomen auf. Diese Interaktionen werden durch das Lennard-Jones Potenzial be-
schrieben.

Uy = L (5% — 5)

i<j Y “
C;; ist eine Konstante, die hauptsachlich von der Polarisierbarkeit der beiden Atome oder
Gruppen abhéngt (London-Kraft), aber auch von deren Dipolmoment (Keesom und Debye
Wechselwirkungen). Der erste Term der Gleichung, parametrisiert durch die Konstante 5, ;, ist
die Born-Abstollung. Die Summe der Van-der-Waals-Energien einer Ansammlung von Ato-
men wird gebildet durch die Summe aller Paare der Atome ij des zweiten Terms.
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4.2.4.3 Solvatisierung

Ist die Oberflache von Protein und Adsorber hydrophil, so wird ihre Hydration bevorzugt.
Proteine enthalten sowohl polare, als auch unpolare Bereiche. Bei kugelférmigen Proteinen
in wéssriger Umgebung tendieren die unpolaren Bereiche dazu, im Inneren des Proteins ver-
graben zu sein. Dabei sind sie vor dem Kontakt mit Wasser geschiitzt. Jedoch sind durch
andere Interaktionen, welche an der Bestimmung der Proteinstruktur teilhaben und durch wei-
tere geometrische Einschrankungen, nicht alle apolaren Bereiche im Innenbereich lokalisiert
sowie auch nicht alle polaren Bereiche der wassrigen Peripherie des Proteinmolekils expo-
niert. FUr kleinere Proteinmolekile mit einer Masse von ca. 15 kDa belegen unpolare Atome
ca. 40-50% der wasserzuganglichen Oberflache [101]. Bei groReren Proteinen, welche ein
kleineres Verhaltnis von Oberfldche zu Volumen haben, ist die unpolare Fraktion der Ober-
flache Ublicherweise geringer. Zusétzlich zeigen wasserldsliche, nicht aggregierende Proteine
eine gleichmaliige Verteilung von polaren und unpolaren residues auf ihrer Oberflache, sodass
ublicherweise keine ausgepragten hydrophoben patches ausgebildet sind. Von den Solvatisie-
rungskréften wird angenommen, dass aus der Storung der molekularen Struktur von Wasser
in der Nachbarschaft von hydrophoben Oberflachen hervorgehen. Der hydrophobe Effekt gilt
als einer der Hauptfaktoren bei Adsorptionsvorgangen von Proteinen.

4.2.4.4 Anderung der Proteinstruktur

Interaktionen mit einer Grenzflache kdnnen strukturelle Verdnderungen des Proteins hervor-
rufen. Untersuchungen von adsorbierten Proteinen zeigen, dass sich die Schichtdicke in ver-
gleichbaren Dimensionen wie der Durchmesser des nativen Molekils in Losung befindet
[22, 23, 43, 161]. Daraus kann geschlossen werden, dass beim Adsorptionsvorgang zumin-
dest die kompakte Struktur des Proteins erhalten bleibt. Speziell bei hydrophoben Oberfla-
chen werden h&ufiger Entfaltungen beobachtet. Diese werden mit allgemein denaturierenden
Einfllssen wie z. B. zunehmender Salzkonzentration und Temperatur starker [58, 73, 201].

4.3 Chromatografische Methoden

4.3.1 Proteinadsorption in der lonenaustauschchromatografie

Bei der lonenaustauschchromatografie stehen die elektrostatischen Wechselwirkungen zwi-
schen den Proteinen und dem Adsorber im Vordergrund. Ublicherweise werden lonenaustau-
schersdulen bei niedrigen Salzkonzentrationen oder einem bestimmten ladungsgebenden pH
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mit Proteinen beladen und anschliefend mit hoherer Salzkonzentration bzw. abweichendem
pH eluiert. Ein detaillierteres Verstandnis fr die Mechanismen bei der Adsorption fuhrt zu ei-
ner besseren Interpretation der experimentelle Ergebnisse und hilft der weiteren Entwicklung
von chromatografischen Prozessen.

In vielen Féallen konnte die Gesamtladung eines Proteins erfolgreich eingesetzt werden, um
Retentionsdaten mit Proteinen unterschiedlicher Ladung modellhaft zu beschreiben. Jedoch
gab es auch Abweichungen, die sich nicht mit der Gesamtladung eines Proteins erklaren lie-
Ren. Beispielsweise war es in einigen Fallen moglich, die lonenaustauschchromatografie des
ungeladenen Proteins beim pl Wert [96], die Adsorption von Proteinen auf Adsorbern mit
Ladung gleichen Vorzeichens [103] oder chromatografische Selektivitat trotz gleicher Netto-
ladungen der verwendeten Proteine [34] durchzufuhren. Die festgestellten Verhaltensweisen
zeigen die Notwendigkeit einer detaillierteren Betrachtungsweise auf.

Weiter entwickelte Modelle wurden benutzt, welche Proteine auch als Dipol und Quadrupol
beschreiben [28]. Inzwischen wird auch mit Modellen in atomarer Auflésung gearbeitet und
die Bindungsenergien fiir verschiedene Orientierungen berechnet [142, 177, 215]. Dennoch
gibt es auch mit diesen Methoden Abweichungen von experimentellen Daten. Wahrend die
gleiche Methode bei Cytochrom c bei Vergleich verschiedener Varianten aus unterschiedli-
chen Organismen funktionierte [212], so fiihrte sie beim Vergleich der Proteine horse heart
cytochrom ¢ und Lysozym zum Experiment entgegengesetzten Ergebnissen [214], oder die
vermeintlich simplere Methode tber eine Modellierung von Lysozym als Kugel mit Ladung
liefert im Vergleich zum experimentell gemessenen Gleichgewichtskonstante die genaueren
Ergebnisse als eine erweiterte Modellierung mit Dipol oder als komplette Struktur [149]. Ein
Nachteil aller genannten Untersuchungen ist, dass sie sowohl das Protein als auch die Ober-
flache des Adsorbers als rigide behandelten.

4.3.2 Hydrophobe Interaktionschromatografie

Die hydrophobe Interaktionschromatografie (HIC) ist eine der wichtigsten Methoden fir die
Aufreinigung von Proteinen und DNA [49, 69, 135, 178]. HIC Systeme werden typischerwei-
se bei hohen Salzkonzentrationen mit Proteinen beladen und anschlieRend mit abnehmender
Salzkonzentration eluiert.

Unterschiedlichste Faktoren beeinflussen die Proteinadsorption bei HIC Systemen. Die Hy-
drophobizitat [113] und GroRe des Proteins [55], Struktur der Liganden der stationdren Phase
[111], Art und Konzentration des Salzes [116, 133], pH [210], Temperatur und die angewende-
te chromatografische Methode (Isokratische oder Gradienten-Methode) sind die wichtigsten
bekannten Einflisse. Momentan haben sich zwei Theorien etabliert, welche die Salzeffekte
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bei der HIC beschreiben, die solvophobic theory [116] und die preferential interaction theory
[56]. Die solvophobic theory, basierend auf der Assoziation und Solvation des Adsorbers und
des Adsorbents, beschreibt die Retention durch eine Zunahme der molalen Oberflachenspan-
nung des Salzes. Es wurde gezeigt, dass die Proteinretention auch von Interaktionen zwischen
einigen Proteinen und dem Salz abhéngig ist. Die preferential interaction theory [133, 15]
beschreibt den Effekt des Salzes auf die Retention von Proteinen uber die Anderung der
Verteilung von Salzionen und Wassermolekiilen. Die preferential interaction theory wurde
erf