GPC TIPPS & TRICKS

Liebe Leser, diese Ausgabe der GPC Tipps & Tricks beschreibt die Proteinanalyse
mit der GPC. Die ndchste Ausgabe beschdftigt sich ebenfalls mit der Protein-

Analytik, im besonderen mit Salzeffekten und Proteinfragmenten.
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Proteinanalytik mit GPC

Unterschiedlich groRe Proteine sollen voneinander
separiert und die Proteindimension in Losung be-
stimmt werden.

Kann die GPC zur Strukturaufkldrung, Fraktionierung
oder Aufreinigung von Proteinen beitragen?

Proteine sind aus unterschiedlichen Aminosduren

(Monomeren) aufgebaut und bilden verschiedene

Uberstrukturen aus (Primdr- und Sekundérstruktu-

ren). Ihr Eigenschaftsprofil ist eine Funktion der Zu-
sammensetzung (Aminosdurensequenz) und der entsprechen-
den Uberstruktur.

Je groRer die Molmassen der Proteine desto schwieriger wird
die Separation mittels HPLC (nicht lineare Adsorbtions-Iso-
therm). Der Einsatz eines Losungsmittelgradienten erschwert
die Bestimmung von Strukturinformationen in Losung mit Hil-
fe molmassensensitiver Detektoren. Vorteile bietet hier die GPC.
Unter isokratischen Bedingungen werden Molekiile nach Gro-
Re separiert und konnen anschlieRend hinsichtlich Dimension
und Molmasse untersucht werden.

Die Bestimmung der Molmasse und die Untersuchungen der
Variation der Proteindimension (Faltung des Proteins, also z.B.
die Helix-Kndul-Umwandlungen als Funktion der Temperatur
oder des pH-Wertes) sind ebenso von Interesse wie z.B. die Fra-
ge in welchem Assoziationsgrad die Proteine vorliegen (Mono-
mere, Dimere, Trimere oder hoher assoziierte Produkte). Diese
Fragestellungen konnen mit einer GPC-Lichtstreukopplung er-
folgreich beantwortet werden.

Nicht zuletzt die Fraktionierung unterschiedlich grofer Pro-
teine bzw. Peptide oder die Aufreinigung der Proteine (Ab-
trennung von Peptiden und Enzymen oder Proteinfragmenten)
ist fiir die Forschung und Qualitdtskontrolle von groRem Inter-
esse. All dies gelingt hervorragend durch GroRenseparation
mittels GPC.

Methodisch wird an die GPC-Sdule bei der Proteinanalytik ein
spezifisches Anforderungsspektrum gestellt. Dies sind u.a. mi-
nimale Wechselwirkungseigenschaften, eine optimierte Parti-
kelgroRenverteilung, sehr selektive PorengrofRenverteilung

Rinderserumalbumin

blau: LS-Signal (SLD7000)
al. UN-Slgnal

schwarz: RI-Signal

Intensitat

Elutionsvolumen [ml]
1 BSA-Protein, zerlegt in seine assoziativen Bestandteile
(Messbedingungen: Konzentrations-Detektor, MALLS-Detektor
SLD7000, 2 St. Proteema Siulen (3004, 8x300mm), Raumtem-
peratur, Flussrate 0,5 ml/min)

und eine sehr hohe Auflésung in begrenztem Molmassenfenster.
Neu auf dem Markt angebotene Protein-Sdulen erfiillen diese
Anforderungen auf hervorragende Weise.

Als Eluent (je nach Protein) eignet sich ein wéssriger Phos-
phatpuffer mit Salzzusatz. Die Abbildung 1 zeigt die Sensiti-
vitat einer GPC-MALLS-Kopplung zur Bestimmung des Assozi-
atgehalts eines Bovine Serum Albumin (BSA) Proteins. Die Pro-
teinaktivitdt ist meist eine Funktion des Aggregationsgrades.
Die Quantifizierung der Assoziation dient in diesem Fall der
Qualitdtskontrolle. Der Einsatz eines MALLS-Lichtstreu-Detek-
tors erlaubt auch die Bestimmung der Proteindimension (Rg)
in Losung.

GPC und GPC-Kopplungsmethoden erlauben:
B die Bestimmung von Molmassen und Molekiildi-
mensionen (Faltung),
M die Fraktionierung unterschiedlich grofer Proteine,
M die Quantifizierung des Assoziationsgrades (QC) und
Bl die Molmassenbestimmung von Proteinfragmenten (z.B. Ge-
latine).
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