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. 
SUMMARY 

Continuous free-flow isoelectric focushg 

Investigations of continuous isoelectric focusing are carried out in a mod&d 
apparatus for free-flow electrophoresis. This procedure enables amphoteric biochem- 
ical substances to be separated without damage. The optimum conditions for separa- 
tion are derived from the ineuences of various parameters on the separation result. 
Individual proteins and their mixtures are used as test substances. 

Die isoelektrische Fokussierung gcstattet bei hoher Aufl6sung die schnelle 
Trennung amphoterer biochemischer Substanzen wie Peptide, Proteine, Enzyme und 
Hormone’4. Im analytischen, aber such im prgparativen Bereich werden die Tren- 
mmgen meist in Polyacrylamidgel oder in granulierten Gelen durchgefluhrt. Bei pr8 
parativen Fokussieruugen in S%rlenapparaturen erfolgt die Stabilisieruug des pH- 
Gradienten durch Dichtegradienten. 

Uber kontirmierhche Verfahren zur isoelektrischen Fokussierung ist wenig 
bekannt. So dienen Versuche in Eigenbauapparatmen dazu, die Technik der trgger- 
freien Durchfhrsselektrophorese such fur eine Fokussieruug auszunutzen5-7. Urn 
St6Nngen durch Thermokonvektion bei geringen DurchSussgesch&miigkeiten zu 
umgehen, wird von anderen Autoren eine Stabihserung entweder durch Sephadex- 
Gel? oder durch Dichtegradienten9 vorgeschlagen. Diese Verfahren haben den Nach- 
teil sehr langer Verweilzciten. 

In einer analytischen Trennapp&atur zur tr&erfrcien Durchflusselektropho- 
rese werden Verweilzeiten von ?O min durch mehrmalige Eingabe der Fraktionen 
(recycling)1o erhahen. Der Vorteil der kontimtierlichen Arbeitste&mik geht dabei 
jedoch verloren. 

Ausgehend van Erfahrungen mit der schueBen Gleichgewichtseinstelhurg bei 
der tr@erfreien kontinuierhchen Trermuug und Anreicherung von Metallionen wird 
die hicrbci verwendete uud her&s beschri&ene TrcnnapparatiL fiit die isoclek- 
trische Fokussierung umgerijstet. Die &gebnisse der grundlegenden Untersuchungen 
fiber den Einfluss verschiedener Parameter wie Verweilzeit turd Felds&rke auf die 
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Ausbildung und Stabilitit des pH-Gradienten liefem die optimalen Trennbedingun- 
gen. TrennkapazitM, Trennscharfe sowie Reproduzierbarkeit werden anhand einiger 
fim&treMMgen untersucht. 

EXPeMENTELLES 

Chemikalien, Gercjite und Versuchwnordnung 
Die Tragerampholyte “Servalyt” und die Testproteine sind bezogen von Serva 

(Heidelberg, B.R.D.). Bei den Chemikalien ftir die Elektrodenpuffer handelt es sich 
nm pa.-Substanzen von Merck (Darmstadt, B.R.D.). 

Die Elektrophoreseapparatur setzt sich zusammen aus der Eigenbaukammer, 
’ dem hochstabilisierten Netzgerat von Knott Elektronic (Miinchen, B.R.D.) und der 

Ktiblbox 2000 von Serva. Die Zufbhr des Probengemisches erfolgt iiber eine Schlauch- 
pnmpe Varioperpex von LKB (Bromma, Schweden). Zur Extinktionsmessnng dient 
das Durchflussphotometer PM 2 D von Zeiss (Oberkochen, B.R.D.). Die pH- und 
Leitfahigkeitsmessungen erfolgen mit dem WTW Digitalmeter DIGI 610 (Weilheim, 
B.R.D.); 

Fig. 1 zeigt die schematische Darstellung der Versuchsanordnung. 

Fig. 1. Schematische Darstelhmg der Versuchsanordnung zur tigerf%ien isoelektrischen Fokussie- 
rung. 

Die eigentliche Trennkammer besteht aus einem zweiteiligen Plexiglasblock 
rnit Trennspalt, Ktihlkammem, Elektrodenr%nnen und Zu- bzw. Abflussbohrungen. 
Der Trennspah wird durch zwei Glasplatten gebildet, die durch diinne PVC-S&&en 
auf einem Abstand von 0.4 mm gehahen werden. Die Zufuhr der Tri%gerampholyt- 
ibsung erfolgt fiber neun PVC-Schlsluche. Die Analysenl&nmg wird mittels einer 
regelbaren Schlauchpumpe durch spezielle Bohrungen (DosierstelIen) in den Trenn- 
spelt &gefiihTt. Am Ende der Trennstrecke entnimmt man die Fliissigkeit dnrch 87 
Spaghettischl5uche. Eine Schlauchpumpe mit elektronischem Regeheil sorgt fir den 
kontinuierlichen DurcMuss der Liisung. An den Li-ingsseiten b&nden sich die beiden 
EIektrodenr5inme. Trennspalt nnd Elektrodenr5nrne stehen iiber Ionenanstanscher- 
membranen im elektrischen Kontakt. -41s ElektrodenlSsung dienen auf der Anoden- 
seite 0.4 M H,PO, und auf der -Kathodenseite 0.6 M NaOH. Die ElektrodenlGsungen 
werden kontinnierlich durch Zupnrnpen emeuert. 

Die gesamte Versuchsanordnung betidet sich in einer Kt&lbox, die da.s Ar- 
beiten im Temperaturbereich von -10 bis + 10” gestattet. Hierdurch werden Ttiger- 
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ampholyt- und Analysenl&un~ vorgekiihlt und die Fraktionen auf der Trermtem- 
peratur gehalten. 

Die Bestimmung der getrennten Substanzen erfolgt durch Messung der Ex- 
tinktion bei 280 run im Durchgussphotometer und Ermitthmg des pl-Wertes. Zu- 

s%zlich werden noch pH und Lei@ihigkeit der einzelnen Fraktionen gemessen. 

ERGEBNISSE 

Ausbildung des pH-Gradienten 
Die vollst%tdige Ausbildung des pH-Gradienten muss gewihrleistet sein. Sie 

h5.ngt von der Feldstirke und der Verweilzeit ab. Bei der vorgegebenen Versuchs- 

anordnung kann die Feldstzrke zwischen 0 und 180 V/cm variiert werden. Die 
Durchfiussgeschwindigkeit ist von 0 bis 800 cm3/h kontinuierlich regelbar Hieraus 
lassen sich bei bekanntem Trennspaltvolumen die entsprechenden Verweilzeiten 

berechnen. 
FCr jede angelegte Feldstirke muss die fur die Ausbildung dcs pH-Gradicntcn 

notwendige Verweilzeit ermittelt werden. Die optimale Feldstirke betr@t bei der 

gewlhlten Versuchsanordnung 110 V/ cm. Fig. 2 zeigt die Ausbildung des pH- 
Gradienten bei schrittweiser hderuug der Verweilzeit und damit der Durchgussge- 
schwindigkeit. Das Leitfabigkeitsprofil zeigt, dass bei einer Verweilzeit von 20 min 
die vollst&uiige Ausbildung des pH-Gradienten erfolgt ist. Eine weitere Erhijhung 
der Verweilzeit fiihrt zu keiner Verbesserung des pH-Gradienten. 

Verwendet wird 1 %ige Tr~gerampholytlGsung. Versuche mit geringeren Kon- 
zentrationen ergeben deutliche Verschlechtemngen in der Trennkapazit~t. Fokussie- 
rungen mit hijheren TrIgerampholytkonzentrationen erfordem hiihere Eeldstirken 
bzw. geringere Durcbfiussgeschivindigkeiten und ffihren aufgrund der hijheren Leit- 
frihigkeit zu einer Zunahme der Jouleschen W%me und damit zu Kfihlproblemen. 

Fokussierungen van Einzelprotei~en zmd Proteingemischen 
Untersucht werden die TrennkapazitHt, das AuflSsungsvermiigen Md der 

Einthtss der Zugabestelle. 
Mit Trennkapazitlt wird die maximal fokussierbare Proteinmenge bezeichnet. 

Sie ist von der eingesetzten Substanz abhingig. Der Durchschnittswert betrggt bei 
1 %iger Tr5gerampholytIiisung 1 mg/h fur das Einzelprotein. Bei griisseren Durch- 
s&en treten Abweichungen von der ursprtinglichen Form des. pH-Gradienten auf. 
Ftir einwandfreie TreMungen nahe beieinander gelegener Zonen ist die Trennka- 
pazitit oft geringer, wie das Beispiel der Fokussierung van Pferdemyoglobin (Fig.3) 
zeigt. 

Allgemein htigt das Autlijsungsvermijgen der isoelektrischen Fokussiertmg 
von der Feldstirke, aber such von der Steilheit des pH-Gradienten ab und entspricht 

der pZ-Wertdifherenz zweier noch getreMter SubstanzerP: 

V 
DdpH 

pI=3 
dx 

__Edn 
dpH 
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Fig. 2. AbhSngigkeit des pK-Gradienten und des Leitf5bigkeit.sproiiI.s van der Verweilzeit bzw. Durch- 
fi~geshwindigkeit der TrSgeraupholytKsung bei einer Feklstkke von 110 V/cm, Untere Kurve: 
V&auf der JXtfShigkeit, obere Kurve: Verkf des pH-Wertes. A, Durchflussgeschwindigkeit: 120 
cm3,%, Venveilzeit: 10 sniu; B, Durcbflussgeschwindigkeit: 70 c&/b, Venveilzeit: 17 ruin; C, Durch- 
flussgeschwindigkeit: 50 cm3h Verweilzeit: 20 min, 

wo D = DiEiAouskoefEzient des Proteins, dpH/dx = Anstieg des pH-Gradienten, 
E = FeldsSrke, dn/dpH = hderung der Beweglicbkeit des Proteim tit den pH- 
Wert und D und &/dpH = Konstanten des Proteins. 

Im flachen pH-Gradienten sind die Zonen im Vergleich zur Fokussierung im 
ausgedehnteu pH-Bereich zwar breiter, die Trennungen als solche aber besser (Fig. 
4). Das Bandenverh2ltnis ist in beiden Fallen gleich. 

Ein wesentlicher Ei&uss der Zugabestelle auf die Fokussierung tritt bei den 
gewZhlten TZM~~~II~UII~~II nicht 2uf. Auch bei Zugak im Anoden- odet K&ho- 
denbereich werden, wie dzs B&spiel der Fokussierung von Rinderserumalbymin (Fig. 
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Fig. 3. Eiiuss der TremIkapazitit auf die TrermschZrfe bei der Fokussierung van P&rdemyogfobin. 
FeldsGrke: 110 V/cm, Verweilzeit: 25 min. A, 0.2 mg Protein/h; B, 0.4 mg Protein/h; C, 0.8 mg 
Protein/h. 

Fig. 4. Ei&uss der Steilheit des PH-Gradienten auf das Aufl- osungsvennijgen bei der isoelektrischen 
Fokussienmg. Trennung van Rindeseramal bumin und 8-Cxtoglobulh Fe.Mst%ke : 110 V/cm, Ver- 
weilzeit: 2.5 min. A, pH-Gmdient VOP 2-11; B, pH-Gradient von 4-6 

5) z&g& iibereinstimmende Ergebnisse .erhahen. Ist die Zugab&telie sehr weit vom 
Fokussierungsbereich des Proteins en&at, sind die erhaltenen Zonen lediglich etwas 
breiter. Eei Mehrkomponentengemischen (Fig. 6), die tit hoher Autltisung getrennt 
werden sollen, reicht under Urnsi5nden eine Trennoperation nicht aus. In diesen 
men missen entsprechende Fraktionen entweder isn setben oder besser irn einge- 
engtm pH43ereich nochmals getrennt werden. 
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Fig. 51 AbiGngigkeit der Fokussierung van der:ZugabesteIIe beim Kinderserumzdbuxnin. FeldstZrke: 
110 V/q VerweiIzeit: 25 min_ 

F&t.* - 

Fig. 6. isoeIektrische Fokussierung eines Proteintestgemisches. (Ferritin, RindenerumaI bumin, B- 
LactogIobuIin, ConaIhumin, Pferdemyoglobin, WaImyogIobin, RiinucIeue, Qtochrom c). FeId- 
stS&fz: 110 V/cm, Verweilzeitr 25 min. 

ZUSAMh4ENFASSUNG 

In einer umgerkteten Apparatur zur tigerfreien Durchflusselektrophorese 
werden Untersuchungen zur koutinuierlichen isoelektrischen Fokussieruug durchge- 
fiihrt; Dieses Verfahren erlaubt die schouende ptiparative Trennuug amphoterer 
biochemischer Substanzen. Aus den Eiufitissen der verschiedenen Parameter auf das 
Treunergebnis ergeben sich die optimaleu Trenubediugungen. Als Testsubstauzen 
dienen Eiuzelproteine und Proteiugemische. Bei Verweilzeiten von 20-30 ti werden 
xproduzierbare Tresmergebnisse erhalten, damit wird die kontinuierliche tigerfreie 
isoelektrische Fokussieruug ftir ptiparative Trenuungen interessant. 

Fiir fkauzielle Untersttitzuug da&en wir der Deutschen Forsehuugsgemein- 
s&aft, Bonn-Bad Godesberg. 
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