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» Das Human Genome Project
wurde 2001 erfolgreich abge-
schlossen. Entscheidend fiir den
Erfolg und das rasche Erreichen
der Ziele war unter anderem,
dass die notwendigen analyti-
schen Werkzeuge vorhanden
waren, wie zum Beispiel Hoch-
durchsatz-Kapillarelektrophore-
se und PCR. Allerdings reicht
die aus dem Genom extrahier-
bare Information nicht aus, um
die Vorgiinge im lebenden Orga-
nismus auf molekularer Ebene
zu verstehen. Die Funktionstri-
ger fiir diese Vorginge sind die
Proteine. Bis heute ist die An-
zahl der Proteine einer Zelle,
trotz der mittlerweile vollstindi-
gen Sequenzdaten, aufgrund der
zahlreichen posttranslationalen
Modifikationen nur grob ab-
schdtzbar. Zahlen zwischen
50.000 und mehr als 1 Million
unterschiedlicher Proteine bzw.
deren Isoformen werden disku-
tiert. Hinzu kommt, dass die Zu-
sammensetzung der Proteinex-
pression, wie auch der kovalen-
ten Modifikationen in Abhidn-
gigkeit der Dynamik zelluldrer
Vorgiinge sich verindert.

Um die zelluldren Prozesse
auf Proteinebene zu verstehen,
sind eine robuste und reprodu-
zierbare Probengewinnung und
deren Aufarbeitung fiir die wei-
tere Proteinanalytik unabding-
bar. Die biologischen Ausgangs-
materialien sind meist Zellen
oder Korperfliissigkeiten und
bestehen aus einer auBBerordent-
lich komplexen Zusammenset-
zung unterschiedlicher Proteine,
Nukleinsiuren, Lipide, Zucker,
Salze und einer Vielzahl kleiner
organischer Molekiile. Die vie-
len Versuche der letzen Jahre,
die Proteine einer Zelle oder die
des Plasmas zu untersuchen,
zeigten relativ rasch die Grenzen
der zurzeit zur Verfiigung ste-
henden Methoden auf, solche
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komplexen biologischen Syste-
me hinsichtlich ihrer einzelnen
Bestandteile quantitativ und
ausreichend reproduzierbar zu
trennen oder gar zu isolieren.
Dies liegt vor allem an den ex-
trem unterschiedlichen physika-
lisch-chemischen Eigenschaften
der Proteine, wie beispielsweise
der Loslichkeit, und den Wech-
selwirkungen vieler Proteine
untereinander oder mit anderen
Molekiilen der Zelle und jeder
Art von Oberfliche. Auflerdem
kommt erschwerend hinzu, dass
die verschiedenen Proteine in
sehr unterschiedlichen Mengen
vorhanden sind, vom gering ex-
primierten bis zum hoch abun-
danten Protein, wie beispiels-
weise Albumin im Plasma.

Die Anforderungen an ecine
Methode zur Trennung komple-
xer Protein- oder Peptidgemi-
sche als ersten Schritt fiir eine
weiterfithrende Analytik, sind
durch die biologische Komple-
xitit demnach vorgegeben: wiin-
schenswert sind eine hohe Se-
lektivitdt, unabhingig von der
GroBe der Analyten, eine aus-
reichende Durchsatzkapazitiit,
kurze ‘Trennzeiten, niedrige
Temperaturen und quantitativ
unverfilschte Ausbeuten. Eine
"Technologie, die diese Anforde-
rungen bereits weitgehend er-
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fiillen kann, ist die
Free Flow Elektro-
phorese (FFE).

Prinzip der
Free Flow
Elektrophorese

Die FFE arbeitet
nach dem Prinzip
einer trigerfreien
Elektrophorese, bei
welcher der Trenn-
prozess in Abwesen-
heit einer festen Ma-
trix, wie beispielsweise Acryl-
amid in der Gelelektrophorese
oder Trennphasen in der Chro-
matographie, stattfindet. Statt-
dessen werden die Analyte in ei-
nem kontinuierlichen laminaren
Fluss von Pufferlésungen in ei-
nem senkrecht zum Fluss ange-
legten elektrischen Feld ent-
sprechend ihrer Ladung und ih-
rer elektrophoretischen Mobi-
litit getrennt. Der laminare
Fluss wird am Ende der 'Irenn-
kammer in 96 Kapillaren abge-
griffen, wodurch eine kontinu-
ierliche Fraktionierung im Mi-
krotiterplattenformat erméglicht
wird (Abb. 1). Entsprechend der
Zusammensetzung der Trenn-
medien kénnen drei vollig ver-
schiedene 'Trennprinzipien an-
gewendet werden: Isoelektri-

Peptid-Ebene

Analytik

Abb. 2: Kombination der Free Flow Elektrophorese mit chromatographi-
schen und gelelektrophoretischen Trenntechniken.
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Abb. 1: BD™ Free Flow Elektrophorese System.

sche Fokussierung (IEF), Zo-
nenelektrophorese (ZE) und
Isotachophorese (I'TP).

Ein genereller
Unterschied zu anderen Trenn-
verfahren ist die Probenaufgabe.
Die Probe wird nicht als Batch
aufgegeben sondern kontinuier-
lich in den laufenden laminaren
Fluss injiziert. Die Probenvolu-
men konnen wenige 100 pl in ei-
nigen Minuten bis hin zu 100 ml
in einem 24-stiindigem Lauf
entsprechen. Dabei kénnen Pro-
benmengen von bis zu iiber
30 mg/h getrennt werden. Die
Trennzeit und damit auch die
Verweildauer der Probe im elek-
trischen Feld ist abhingig von
der Flussrate und betriigt in Ab-
hingigkeit der elektrophoreti-
schen Methode
15-25 Minuten.

Aufgrund einer fehlenden
Irennmatrix und den damit
auch nicht vorhandenen Wech-
selwirkungen mit den Analyten
konnen sowohl kleinste Mole-
kiile (Peptide) wie auch grole
Polymere (Proteine) bis hin zu
Partikeln (Zellorganellen) auf-
getrennt werden, sofern diese ei-
ne Ladung tragen oder durch
Modifikation geladen werden
konnen. Neben denaturieren-
den Trennbedingungen sind
auch native Fraktionierungen
moglich, die beispielsweise zur
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Tab. 1: Merkmale der FFE-Methode

Analyten, die getrennt werden konnen

Elektrophoretische Trennverfahren

IEF
Immuno FFE

Trennbedingungen

Tolerierbare Additive (Beispiele)

Probenvolumina
Durchsatz

Trennzeit bzw. Verweildauer
des Analyten in der Trennkammer
(Kontinuierliches Verfahren)

Irennung von Zellorganellen
oder Proteinkomplexen einge-
setzt werden. Die FFE ist darii-
ber hinaus mit nichtionischen
und zwitterionischen Detergen-
zien kompatibel, wodurch an-
sonsten schwerldsliche periphe-
re wie auch transmembrane
Membranproteine getrennt wer-
den kénnen. Die besonderen
Eigenschaften des FFE-Ver-
fahrens mit seinen iiber den
"Trenn- und Fraktionierungspro-
zess kontinuierlichen gleich
bleibenden Bedingungen sowie
fehlenden Wechselwirkungen
zwischen Analyten und Trenn-
matrices sind der Grund fiir eine
hohe Reproduzierbarkeit mit ho-
hen Ausbeuten der FFE-Me-
thode. Die wichtigsten Merk-
male der FFE-Methode sind in
Tabelle 1 zusammengefasst.

FFE als ein integrierter
Bestandteil des Proteomics-
Workflows

Aufgrund der hohen Komple-
xitit der molekularen Zusam-
mensetzung biologischer Pro-
ben, wie beispiclsweise Zellly-
sate oder Korperfliissigkeiten, ist
fiir eine Analyse der molekula-
ren Komponenten eine Kombi-
nation von mehreren 'Irenn-
schritten erforderlich. Dies gilt
beispielsweise besonders fiir je-
ne Proteine, die nur in wenigen
Kopien exprimiert werden. Mit
der FFE steht neben der klassi-
schen zweidimensionalen Gel-
elektrophorese (2D-PAGE) und

Zellen, Mikroorganismen, Organellen,
Proteinkomplexe, Membranproteine;
Protein-Isoformen; Enzyme, Peptide, etc.

Isoelektrische Fokussierung (IEF)
Zonenelektrophorese (ZE)
Isotachophorese (ITP)

Lineare oder Stufen-pH-Gradienten,
flache Gradienten bis zu 1 pH-Einheit

LJElektrophoretischer Shift” nach Zugabe von
Antikorpern
nativ, denaturierend

CHAPS, CHAPSO, Digitonin, Dodecyl-B-D-
maltoside, Octyl-B-D-glucoside, Triton X-100,
Tween (IEF), SDS (ZE), DTT,

50 pl (analytisch) bis >100 ml (préparativ)
max. 30-40 mg/Stunde

15-25 min

der Chromatographie eine wei-
tere Trenndimension zur Verfii-
gung. Aufgrund der oben be-
schriebenen Eigenschaften des
FFE-Verfahrens ist dieses be-
sonders fiir die ersten Trenn-
schritte einer komplexen biolo-
gischen Probe geeignet (A44. 2).
Solche konnen beispielsweise
die Fraktionierung kompletter
Zelllysate sein (Abb. 3), aber
auch die Isolierung verschiede-
ner Zellorganellen!" 2, oder die
Fraktionierung von Plasma in
drei Pools mit vorwiegend aci-
den oder alkalischen Plasmapro-
teinen sowie in einen nahezu rei-
nen Albuminpool (464. 4). In
nidchsten Schritten kénnen die
FFE-Fraktionen dann einzeln
entweder in einem anderen
FFE-Verfahren oder in der hoch-
auflosenden 2D-PAGE sowie al-
ternativ in weiteren chromato-
graphischen Schritten aufge-
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Abb. 3: Beispiele von FFE-Fraktionen eines Rattenleberextraktes, aufge-
trennt mit 2D-PAGE (pH 3-10 und pH 3,5-5). Die Auflésung der FFE-Auftren-
nung entspricht etwa 0,05 pH-Einheiten. In einem weiteren Schritt konnen
nun einzelne FFE-Fraktionen beispielsweise auf 2D-PAGE mit engen pH-
Gradienten (unten) oder alternativ iiber chromatographische Verfahren

weiter aufgetrennt werden.

trennt werden. Da die Analyt-
menge jeder FFE-Fraktion nur
von der eingesetzten Menge an
Ausgangsmaterial abhingig ist,
konnen fiir die nachfolgenden
Trennverfahren ausreichende
Mengen zur Verfiigung gestellt
werden. Unter der Vorausset-
zung ausreichender Ausgangs-
mengen lassen sich somit prin-
zipiell iiber Kombinationen von
mehreren Trennschritten auch
Proteine mit sehr geringen zel-
luldren Konzentrationen isolie-
ren und im Empfindlichkeitsbe-
reich der nachfolgenden Analy-

pH 2,5 pHS

Abb. 4: Ein Vergleich zwischen nicht-prozessiertem humanem Plasma (links)
und den sauren, Fraktionen einer FFE-Trennung (rechts). Der vergleichbare
pH-Bereich ist auf dem 2D-Gel (pH 3-10) eingerahmt. Die rechte Abbildung
reprisentiert eine Uberlagerung der einzelnen, iiber 2D-PAGE getrennten,

FFE-Fraktionen.

tik, wie z. B. Massenspektrome-
trie, LC-MS/MS, ELISA, etc.
anreichern.

Die meisten Proteintrennun-
gen werden unter denaturieren-
den Bedingungen durchgefiihre,
d. h. unter Bedingungen, bei de-
nen nahezu alle Protein-Protein
Wechselwirkungen aufgehoben
werden um moglichst viele Pro-
teine eines komplexen Gemi-
sches reproduzierbar auftrennen
zu konnen. In den letzten Jahren
versucht man mehr und mehr
Proteine in ihrem biologisch ak-
tiven Kontext als Komplexe zu
isolieren. Das FFE-Verfahren
mit seinen kurzen Trennzeiten
in matrixfreiem Puffer eignet
sich besonders fiir solche nativen
‘Irennungen, die in Kombina-
tion mit engen pH-Gradienten
eine sehr hohe Auflésung bieten.
Beispiele fiir solche Trennungen
sind Proteinkomplexe, Enzyme
oder Isoformen von rekom-
binanten Proteinen (Abb. 5).
Die getrennten Proteinisofor-
men konnen zum Beispiel ein-
zeln fiir den Nachweis der Wirk-
stoffzusammensetzung von Me-
dikamentenproben getestet wer-

en.
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Abb. 5: Beispiel einer nativen Tren-
nung von Protein-Isoformen eines
Enzyms. Aliquots der einzelnen FFE-
Fraktionen wurden in einem Gel mit
immobilisiertem pH-Gradienten
aufgetrennt.

Zusammenfassung

Die FFE bietet eine einzigarti-
ge Moglichkeit, nahezu alles,
was eine Ladung trigt oder ge-
laden werden kann, zu trennen.
Unter diesen Bedingungen gibt
es kaum Einschrinkungen in der
GroBe des Analyten, die von
kompletten Zellen und Mikro-
organismen, iiber Organellen,
Proteine, Peptide bis zu kleinen
Molekiilen variieren kann. Die
Irennbedingungen kénnen so-
wohl nativ wie auch denaturie-
rend sein und je nach Trennziel
elektrophoretisch angepasst wer-
den. In Kombination mit den
etablierten chromatographi-
schen und gelelektrophoreti-
schen "Irenntechniken kann so-
mit die Komplexitit biologischer
Proben weiter reduziert werden,
um auch Proteine mit sehr ge-
ringen zelluliren Konzentratio-
nen isolieren zu kénnen.
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