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(54) Title: FREE FLOW ELECTROPHORESIS METHOD AND ELECTROPHORESIS DEYICE FOR CARRYING QUT THIS
METHOD

54 Bezeichnung: TRAGERFREIES ELEKTROPHORESEVERFAHREN UND ELEKTROPHORESEVORRICHTUNG ZUR
2 DURCHFUHRUNG DIESES VERFAHRENS

= (57) Abstract: The invention relates to a free flow is method for ing sample into their analytes. Said
) method comprises several steps; a first step for the crude fractionation of the sample substance and at least one second step in which
) the crudely fractionated sample substance is finely fractionated. These steps can be performed in a paralle) simultaneous method, in
S a serial method or in a combination of these two.

(57) Zusammenfassung; Triigerfreies Blektrophoreseverfahiren zum Trennen von Probensubstanzen in ifire Analyten. Das Verfah-
ren wird in mehreren Stufen, nimlich einer ersten Stufe fiir eine G ionierong der P und in i einer
zweiten Stufe ausgefiihrt, in der eine Feinfraktionierang der grobfraktionierten Probensubstanz erfolgt. Die Stufen kénnen in einem
a parallelen simultanen Verfahren, in einem seriellen Verfahren oder in einem parallelen simultanen Verfahren kombiniert mit einer
seriellen Stufe ansgefiihrt werden.
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Tragerfreies Elektrophoreseverfahren und Elektrophoresevor-

richtung zur Durchfiihrung dieses Verfahrens

Die EBErfindung betrifft eine tragerfreies Elektrophorese-
verfahren zum Trennen von Probensubstanzen in ihre Analyten
sowie eine Elektrophoresevorrichtung zur Durchfithrung dieses
Verfahrens.

Bekannte tragerfreie Elektrophoreseverfahren FFE arbeiten
tblicherweise mit Elektrophoresevorrichtungen, deren Trennkam-
mer nur zwel getrennte Elektrodenrdume und nur einen Trennraum
zwischen diesen Elektrodenriume aufweist.

Wenn jedoch die FFE im Bereich der Proteomics-Forschung
eingesetzt werden soll, muB es mdglich sein, eine Vielzahl von
unterschiedlichen Probesubstanzen in kurzer Zeit, mit groft-
mdglicher Trennleistung und bei gréftméglichem Durchsatz an
Probenmenge zu trennen.

Wie bei den meisten Trennverfahren ist jedoch auch bei der
FFE eine gleichzeitige Optimierung der Elektrophoresevor-
richtung hinsichtlich der Trennleistung und des Probendurch-
satzes nur in sehr engen Grenzen mdglich, da eine Erhéhung der
Menge der Probesubstanz eine Minderung der Trennleistung zur
Folge hat.

Die Optimierung der Trennleistung erfordert weiterhin ei-
nen Trennraum mit einem mdglichst engen und prazisen Trenn-
kammerspalt sowie besondere Randbedingungen der Trennung wie
z.B. eine relativ geringe lineare FluBgeschwindigkeit, eine
méglichst lange Trennzeit und mdglichst viele Fraktionier-
stellen iUber die gesamte Breite des Trennraumes bzw. iber den
Bereich des Trennraumes, in dem die interessierende Probesub-
stanz fraktioniert werden soll. Da aber die lineare Flufge-
schwindigkeit nicht beliebig reduziert werden kammn, erfordert
eine Verlingerung der Trennzeit eine entsprechende Vergrofie-
rung der Lénge der Elektroden. Das wiederum bedeutet eine

gleichzeitige Erhdhung der AuRendimensionen der Trennkam-mer,
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wag es schwierig bis unmdglich wmacht, den Trennkammer-spalt
mit der geforderten Prazision zu fertigen.

Aus der DE 2215761 Al ist eine Elektrophoresevorrichtung
bekannt, die nach dem Elektrofiltrationsverfahren arbeitet.
Die bekannte Elektrophoresevorrichtung weist eine Trennkammer,
auf beiden Seiten der Trennkammer angeordnete Elektroden,
Fraktionierstellen und Probeaufgabestellen auf, wobel in der
Trennkammer mehrere Membrane vorgesehen sind, die die Trenn-
kammer in eine Vielzahl von miteinander in Verbindung stehende
Trennrdume unterteilt. Die Membranen dienen als Filter und
sind fir die jeweils abzutrennenden Spezies permeabel.

2Aus der EP 0203713 A2 ist es weiterhin bekannt, bei einer
derartigen Elektrophoresevorrichtung fir jeden der von den
Membranen begrenzten Trennriume ein eigenes Elektrodenpaar
vorzusehen.

Die der Brfindung zugrunde liegende ARufgabe besteht daher
darin, eine tragerfreies Elektrophoreseverfahren und eine
Elektrophoresevorrichtung zur Durchfihrung dieses Verfahren zu
schaffen, die eine hdéhere Trennleistung, eine klirzere Trenn-
zeit und einen grdferen Durchsatz erlauben.

Diese Aufgabe wird gemadf der Erfindung durch das trager-
freie Elektrophoreseverfahren geldst, das im Anspruch 1 ange-
geben ist.

Besonders bevorzugte Weiterbildungen und Ausgestaltungen
deg erfindungsgemifen Verfahrens sind Gegenstand der Anspriiche
2 bis 5.

Die erfinderungsgemafe Elektrophoresevorrichtung ist Ge-
gengtand des Anspruchs 6.

Besonders bevorzugte Weiterbildungen und Ausgestaltungen
der erfindungsgem&fen Elektrophoresevorrichtung sind Gegen-
stand der Anspriiche 7 bis 12.

GemaR der Brfindung wird somit statt eines einstufigen
Trennverfahrens bei gleichzeitiger Optimierung der Trennlei-

stung und des Probendurchsatzes ein zweistufiges Trennverfah-
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ren angewandt, das in einer ersten Stufe eine sehr schnelle
Vortrennung oder Grobfraktionierung mit dem Ziel des groRtmdg-
lichen Probendurchsatzes und nachfolgend in wenigstens einer
zweiten Stufe eine gezielte Feinfraktionierung des grobfrak-
tionierten Teilstromes der Probensubstanz durchflhrt.

Eine Erhdhung des Probendurchsatzes in der ersten Stufe
der Grobfraktionierung kann insbesondere dadurch erzielt wer-
den, dafs der Trennvorgang mittels der FFE bei erhlhter linea-
rer FluRgeschwindigkeit und gleichzeitig verklirzter Wander-
ungsstrecke fur die zu trennenden Analyten durchgefiihrt wird.
Dabei kann die Zahl der Fraktionierstellen f£iOr die Grobfrak-
ticnierung deutlich reduziert werden und kann fGr den Fall,
daf nur an einer Fraktion Interesse besteht, eine einzige
Fraktionierstelle vorgesehen werden. Eine weitere Erhohung des

Probendurchsatzes ist dann méglich, wenn dieses zweistufige

Verfahren in Form eines parallelen simultanen Mehrfachverfah-

rens durchgefliihrt wird.

Im Folgenden werden anhand der zugehdrigen Zeichnungen be-
sonders bevorzugte Ausfihrungsbeispiele der Erfindung naher
beschrieben. Es zeigen

- Figur 1, Figur 2 und Figur 3 schematische Ansichten der
Ausbildung der Trennkammer bei drei Ausflhrungsbeispie-
len der Erfindung,

- Figur 4 und Figur 5 schematische Schnittansichten der
Trennkammer bei einem Ausfihrungsbeispiel der Erfin-
dung,

- Figur 6 und Figur 7 den Aufbau des Trennkammervorder-
teils und des Trennkammerrlickteils im Bereich der Medi-
enzufihrungen und Fraktionierung jeweils,

- Figur 8, Figur 9 und Figur 10 die relative r&umliche
Anordnung der verschiedenen Fraktionierstellen und der
Zuleitungen der Querstrémungen und

- Figur 11, 12 und 13 die Beeinflussung des Strdmungspro-

fils mittels der Querstrdmung.
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In den Figuren 1, 2 und 3 sind schematisch drei Beispiele
der Trennkammer bei verschiedenen BAusfihrungsbeispielen der
erfindungsgemdfen Elektrophoresevorrichtung dargestellt. Damit
die Trennkammer eine BAulenabmessung hat, die eine Fertigung
des Trennkammerspaltes mit der notwendigen Prazision erlaubt,
gind in der Trennkammer mehrere separate Trennréume vorgese-
hen. CGemdR® Figur 1 sgind vier separate Trennriume mit vier se-
paraten Medienzufiihrungen und vier separaten Fraktionierungen
mit jeweils n Fraktionierstellen vorgesehen, wobei n kleiner
15 ist. Figur 2 zeigt eine Trennkammer mit zwei separaten
Trennriumen und zwel separaten Medieneinlassen bei zwel sepa-
raten Fraktionierungen mit jeweils n Fraktionierstellen, wobei
n grdfer 50 ist. Figur 3 zeigt schlieRflich eine Trennkammer
mit drei separaten Trennriumen, drel separaten Medieneinlés-
sen, zwei separaten Fraktionierungen mit nl und n3 Fraktio-
nierstellen, wobei nl kleiner 15 und n3 grdfier 50 ist, und ei-
ner weiteren separaten Fraktionierung mit n2 Fraktionierstel-
len, wobei n2 grdfier 15 ist.

Die in den Figuren 1 bis 3 dargestellten Trennraume haben
je nach Ausfihrungsform separate Elektroden oder gemeinsame
Elektroden mit den benachbarten Trennriumen, wenn identische
Medien in den Jjeweiligen Elektrodenrdumen verwendet werden
kénnen.

Mit den in den Figuren 1 bis 3 dargestellten Trennkammern,
erfolgt eine tragerfreie Elektrophorese FFE zum Trennen von
Probesubstanzen in ihre Analyten in Form eines wenigsten zwei-
stufigen Verfahrens, wobei in der ersten Stufe eine Grobfrak-
tionierung der Probensubstanz und in wenigstens einer zweiten
stufe eine Feinfraktionierung der grobfraktionierten Probesub-
stanz erfolgt.

Dieses Verfahren kann im parallelen Simultanbetrieb oder
im seriellen Betrieb durchgefithrt werden, wobei die in den Fi-
guren 1 und 2 dargestellten Trennréume im parallelen Simultan-

betrieb ale Trennraum fir die Grobfraktionierung (Figur 1) und
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als Trennraum fir die Feinfraktionierung (Figur 2) verwandt
werden kénnen. Figur 3 zeigt den Trennraum fir den seriellen
Betrieb in Form eines dreistufigen Verfahrens, bei dem die
Grobfrakticnierung in Serie mit einer zweistufigen Feinfrak-
tionierung kombiniert ist.

Bei der parallelen Arbeitsweise kann entweder eine ein-
zelne Probesubstanz gleichzeitig mehreren Trennraumen zudo-
siert werden oder es koémnnen verschiedene Probesubstanzen in
die separaten Trennrdume appliziert werden. Die Trennung der
Probesubstanzen im parallelen Simultanverfahren ermdglicht ei-
ne Erhdhung des Durchsatzes der Probesubstanzen oder eine Er-
héhung der Anzahl der Probesubstanzen.

Durch eine Verklirzung der Breite der separaten Trennraume
lassen sich die Wanderungsstrecken der Analyten verkirzen und
kénnen die Trennprozesse mit hoéherer Flufgeschwindigkeit der
Trennmedien und der Probesubstanzen durchgeflihrt werden. Mit
zunehmender Zahl der Trennriume wird die Breite der Trennraume
wesentlich kleiner, was allerdings zur Folge hat, daf zwar nur
eine Grobfraktionierung aber mit wesentlich hdéherem Pro-
bendurchsatz mdglich ist.

Wenn die Trennriume mit véllig getrennten Elektrodenrdumen
in Serie geschaltet sind, werden die Fraktionen der Trennung
aus einem Trennraum in den nachfolgenden Trennrdumen unter
identischen Trennbedingungen weiter getrennt und 1&8t sich da-
durch eine hohere Trennleistung erzielen. In den in Serie ge-
schalteten Trennrdumen kénnen die Trennungen aber auch unter
verschiedenen Bedingungen hinsichtlich der verwendeten Trenn-
techniken, der Trennmedien und/oder der allgemeinen eletropho-
retischen Trennparameter durchgefithrt werden.

Die Trennriume und die technischen Ausfihrungen der ein-
zelnen Trennrijume lassen sich mittels des oben beschriebenen
Aufbaus fast beliebig kombinieren, wie es im Folgendem be-

schrieben wird.
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Wie es in den Figuren 4 und 5 dargestellt ist, besteht ei-
ne Trennkammer tblicherweise aus zwel Baugruppen, n&mlich dem
Trennkammervorderteil und dem Trennkammerrtickteil. Bei der er-
findungsgemifen Ausbildung bestehen die einzelnen Baugruppen
jedoch aus mehreren separaten Bauelementen, die schematisch in
Figur 4 und Pigur 5 dargestellt sind.

Das heift im Einzelnen, daB in der in Figur 4 dargestell-
ten Weise ein Trennkammervorderteil aus einem Kunststoffblock
1 mit einer Hartplastikfolie 2 und eine Weichplastikfolie 3
sowie ein Trennkammerrlcktell aus einem Metallblock 8 mit ei-
ner Glasfolie 10 und einer Weichplastikfolie 11 {iber Abstand-
halter 5 aneinander angeordnet sind. Im Kunststoffblock 1 sind
mehrere, bei dem dargestellten Ausfilhrungsbeispiel vier, Elek-
trodenrdume 4 vorgesehen. Im Metallblock 8 befinden sich Kithl-
rohre 9. Es sind weiterhin Medieneinldsse 7 und eine Vielzahl
von Fraktionierungsstellen 6 vorgesehen. Figur 5 gzeigt die
Ubertragung 12 der vorfraktionierten Probe.

Die Baugruppe des Trennkammervorderteils in Figur 4 be-
steht somit aus einem Basisbaustein, na&mlich einem massiven
Plexiglasblock 1, in dem bis zu acht Elektrodenrizume 4 und die
Offnungen fir spezifische Methodenmodule der Medienzu-
fihrungen und der Fraktionierungen untergebracht sind. BAuf
diesen Basisbaustein 1 ist eine dinne Folie 2 aus einem harten
Kunststoffmaterial aufgebracht, wobei diese im Bereich der fGr
die jeweiligen Anwendung benétigten Elektrodenrdume des Kunst-
stoffblockes 1 Offnungen fir den Stromtransport aufweist und
die bendtigten Elektrodenriume des Kunststoffblockes 1 nicht
verschlieRt. Das gleiche gilt fur die Ausfithrung der Hartpla-
stikfolie 2 im Bereich der Medienzufihrungen 7 und der Frak-
tionierungen 6. Die dem Trennraum zugewandte Fléche der Hart-
plastikfolie 2 kann entweder direkt chemisch modifiziert sein
oder in der dargestellten Weise durch eine Kunststoffolie 3
abgedeckt sein, deren Oberfliche, die den Trennraum direkt be-

grenzt, soweit chemisch modifiziert ist, da® die Effekte der
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Elektroosmose und der Sorption der Probenspezies minimiert
sind.

Durch die beschriebene Kombination des Basisbausteines,
namlich des Kunststoffblockes 1, mit den beiden Kunststoffoli-
en 2, 3, die anwendungsspezifisch modifiziert sind, kénnen al-
le beschriebenen Anforderungen hinsichtlich der Anzahl der
notwendigen Trennstufen, der Geometrie des Trennraumes und der
speziellen elektrophoretischen Randbedingungen in der jewelli-
gen Stufe des Trennprozesses erfullt werden.

In den Figuren 6 und 7 ist der Aufbau des Trennkammervor-
derteils und Trennkammerriickteils jeweils im BEinzelnen darge-
stellt. Wie es in Figur 7 dargestellt ist, besteht der Trenn-
kammerrickteil aus mehreren Schichten, namlich dem Metallblock
8, der Glasfolie 10 und der Weichplastikfolie 11. Diese
Schichten kénnen in verschiedener Weise kombiniert werden, um
die Trennvorrichtung fir die jeweilige Anwendung zu optimie-
ren.

Der Basisbaustein des Trennkammerriickteils ist somit ein
massiver Metallblock 8, der in Verbindung mit einer externen
Kithlung eine effektive Abfilhrung der wahrend der elektropho-
retischen Trennung entwickelten Wiarme erméglicht. Die dem
Trennraum gzugewandte Oberfléche des Metallblockes 8 ist durch
die elektrisch isolierende diinne Folie 10 aus Glas oder eine
Keramikfolie abgedeckt, wobei diese elektrisch igolierte Folie
durch die Kunststoffolie 11 abgedeckt ist, deren Oberfléache,
die den Trennraum direkt begrenzt, chemisch so wmwodifiziert
jst, daf eine Optimierung des Trennvorganges erzielt ist. In
der Regel konnen die dem Trennraum zugewandten Kunststoffo-
lien, das heiRt die Folien 3 und 11 hinsichtlich ihres Materi-
als und der Art der chemischen Modifizierung identisch oder
shnlich sein, sie kénnen bei bestimmten Verfahrenskombinatio-
nen aber auch unterschiedlich sein.

In den Figuren 8, 9 und 10 sind verschiedene Fraktionier-

module dargestellte, die bei dem erfindungsgemifien Verfahren
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verwandt werden kémnnen. Der Fraktionierungsmodul in Figur 8
enthilt in der Standardausfiihrung drei Auslésse fur die Frak-
tionierung, wobei bei besonderen Anwendungen finf oder sieben
Fraktionsauslasse vorgesehen sind, wie es in Figur 9 und Figur
10 jeweils dargestellt ist. Dabei ist die Flufrichtung des
Trennmediumg durch einen Pfeil 13 wiedergegeben und sind die
zufithrungsstellen 14 flir die Querstrdémung, die n Fraktionier-
stellen 15 ftir die Probensubstanz, und n+l Auslésse 16 fur das
restliche Medium dargestellt.

Im Betrieb werden zwei separate Fdrderkanile mit identi-
scher Fdrderrate einer Dosierpumpe werden mit dem Trennraum
jeweils im Bereich der elektrodennahen Fraktionierungsauslésse
verbunden, wobei je nach Drehrichtung der Férderpumpe itber ei-
ne Verbindung zu dem elektrodennahen Trennraum ein Medium zu-
gegeben wird und gleichzeitig fiber eine zweite Verbindung ein
Medium aus dem Trennraum mit derselben Volumenrate abgeflhrt
wird. Durch die gleichzeitige Zugabe und Abfihrung des Mediums
im elektrodennahen Trennraum wird das Strémungsprofil im Be-
reich der Fraktionierstelle der Probe verindert, wie es in den
Figuren 11, 12 und 13 dargestellt ist.

Figur 11 zeigt zwei Analyten 17, 18, eine Pumpe 21 far die
Querstrémung, die Zuleitung 20 flr die Querstrémung und die
Maske 19 fiir das Strémungsprofil. In Figur 11 ist ein Strd-
mungsprofil ohne Querstrémung dargestellt, Figur 12 zeigt das
Profil bei angeschalteter Querstrémung und Figur 13 zeigt das
strémungsprofil bei angeschalteter Querstrdmung aber mit umge-
kehrter Drehrichtung der Pumpe 21.

Im PFolgendem wird ein praparativer Langzeitversuch, das
heift der Betrieb des Fraktionsmoduls bei zwei typischen al-
ternativen Anwendungen, beschrieben:

Bei der praparativen Isolierung einer beliebigen getrenn-
ten Substanz wird die Forderrate der zweikanaligen Pumpe so
gewdhlt, daR die zu isolierende Substanz tber einen der dafir

vorgesehenen Probenauslisse gesammelt werden kann. Die Forder-
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rate der Zweikanalpumpe bleibt wéhrend der Dauer der prépara-
tiven Isolierung unveridndert. Kann der im Probenfraktionier-
schlauch abfliefende Analyt nur mit geringer Zeitverzdgerung
quantitativ detektiert werden, kann das Signal der Detektion
fur die Steuerung des Treunverfahrens dahingehend genutzt wer-
den, daR der Analyt mit bester Ausbeute und Reinheit isoliert
werden kann.

Wird wahrend der elektrophoretischen Trennung die Forder-
rate der Pumpe jedoch kontinuierlich veradndert, werden nach-
einander getrennte Substanzen Uber die Probenfraktionierstelle
gesammelt. Durch die Anderung der Férderrate und durch die An-
derung der Drehrichtung der Zweikanalpumpe kénnen alle ge-
trennten Spezies nacheinander Uber die Fraktionierstelle elu-
iert werden und nachfolgend einem Detektionssystem und einem
Fraktionssammler mit zeitgesteuertem oder peakgesteuertem
Wechsel der SammelgeféRe zugefihrt werden.

Wenn eine ortliche Verschiebung der Probenbande um twehr
als 20 mm in Richtung der Probenfraktionierstelle erzielt wer-
den muR, empfiehlt sich eine Erhdhung der Anzahl der Proben-
fraktionierauslasse, wobei diese Anzahl bei hoéheren Werten der
Breite des Trennraumes beliebig erhdéht werden kann, um eine

optimale Qualitdt der Elution der Proben zu ermdglichen.
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Patentanspriche

1. Tragerfreies Elektrophoreseverfahren zum Trennen einer
Probensubstanz in ihre Analyten, dadurch gekennzeichnet, da®
in einer ersten Stufe eine Grobfraktionierung der Probensub-
stanz und in wenigstens einer zweiten Stufe eine Feinfraktio-

nierung der grobfraktionierten Prcobensubstanz erfolgt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daR
in der ersten Stufe mit einer hohen linearen FluRgeschwindig-
keit und einer kurzer Wanderungsstrecke der zu trennenden Ana-

lyten gearbeitet wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daR in der ersten Stufe eine kleinere Anzahl von Fraktio-

nierstellen als in der zweiten Stufe verwandt wird.

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, da-
durch gekennzeichnet, daf alle Stufen parallel simultan ausge-

fihrt wexrden.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch ge-
kennzeichnet, daR® die Ausfliihrung von Stufen in einem paralle-
len simultanen Verfahren mit einer seriellen Ausfiihrung wenig-

stens einer Stufe kombiniert wird.

6. Elektrophoresevorrichtung zur Durchfilhrung des Verfah-
rens nach einem der Anspriiche 1 bis 5 mit einer Trennkammer,
Elektroden, Fraktionierungen und Probeaufgaben, dadurch ge-
kennzeichnet, daff die Trennkammer in eine Vielzahl von separa-
ten Trennriumen mit separaten Elektroden, separaten Fraktio-

nierungen und separaten Probenaufgaben jeweils aufgeteilt ist.
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7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet,
da fOr benachbarte Trennrfume gemeinsame Elektroden vorgese-

hen sind.

8. Vorrichtung nach BAnspruch 6 oder 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dafs die separaten Fraktionierungen verschiedene An-

zahlen von Fraktionierstellen haben.

9. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriche,
dadurch gekennzeichnet, daff zwei separate Férderkandle einer
Dosierpumpe mit dem Trennraum im Bereich der elektrodennahen
Fraktionierauslésse verbunden sind, um Medium zuzugeben und im

selben Volumen abzufiihren.

10. Vorrichtung nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, daff die Trennkammer aus einem Vorder-
teil und einem Riickteil aufgebaut ist, die aus mehreren sepa-

raten Kammerbauelementen jeweils bestehen.

11. Vorrichtung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet,

daR das Riickteil aus einem massiven Metallblock besteht.

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichmet,

da® im Metallblock Kithlrohre vorgesehen sind.
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