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(54) Title: MEDIUM FOR ANALYTIC AND PREPARATIVE ELECTROPHORESIS

< (54) Bezeichnung: MEDIUM FUR ANALYTISCHE UND PRAPARATIVE ELEKTROPHORESE

o
\& (57) Abstract: The invention relates to a medium for analytic and prep

is comprising a content of acids and

€ bases of different pK, values. Said medium contains at least two acids, whose pK, values (delia pK.,) of adjacent acids are no greater
) than 1.0 but preferably range from 0.8 to 0.5, and contains at least two bases, whose pK, values range from approximately 1.5 to 11,
€ whereby the difference of the pK, values (delta pK,) of adjacent bases is no greater than 1.0 but preferably ranges from 0.8 to 0.5.

2/2

(57) Zusammenfassung: Mediom fiir analytische und préiparative Elektrophorese mit Gehalt an Séuren und Basen unterschiedlicher
pK.-Werte, wobei der Gehalt an mindestens 2 Siuren, deren pK.-Werte (Delta pK,) benachbarter Sauren nicht grofer als 1, bevorzugt
0,8 bis 0,5 st und mindestens zwei Basen, deren pK,-Werte zwischen etwa 1,5 bis 11 Jiegen, wobei die Differenz der pK,-Werte
(Delia pK,) benachbarter Basen nicht groBer als 1, bevorzugt 0,8 bis 0,5 ist.
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Medium fiir analytiasche und prédparative Elektrophorese

Die Erfindung betrifft ein Medium £ir analytische und
praprative Elektrophorese.

Derartige wassrige Ldsungen, die unter Hochspannungse-
lektrophorese einen pH-Gradienten bilden, werden in grofiem
Umfang in der Analytik von Proteinen und Peptiden verwendet.
Deratige bekannte Lésungen enthalten Polyelektrolyte mit
amphoteren Eigenschaften und werden (blicherweise synthe-
tisch durch Kondensation bzw. Polimerisation wvon Polyaminen
mit ungesdttigten Carbonsiuren hergestellt. Bei dieser Syn-
these entsteht eine Vielzahl von Verbindungen unterschiedli-
chen Molekulargewichts und unterschiedlicher Anzahl von sau-
ren Gruppen (Carboxyl-Gruppen) und basischen Gruppen (Amino-
bzw. Iminogruppen). Unter den Bedingungén der Hochspannungs-
elektrophorese ordnen sich diese Polyelektrolyte aufgrund
des unterschiedlichen Verhiltnis der sauren und basischen
Gruppen derart an, daf diese Polyelektrolyte mit besonders
sauren Eigenschaften im Nahbereich der Anode konzentriert
und alle weiteren Polyelektrolyte gemif der "Rangordnung”
der sauren bzw. basischen Eigenschaften zwischen den Elek-
troden angeordnet und dabei auch konzentriert werden. Durch
die selektive Anreicherung der Polyelektrolyte gemidB den
sauren bzw. basischen Eigenschaften der einzelnen Spezies
wird ein pH-Gradient innerhalb der gesamten wassrigen Ldsung
erzeugt. .

Mittels dieses pH-Gradienten konnen amphotere Verbin-
dungen wie Proteine und Peptide mnach den unterschiedlichen
sauren bzw. basischen Eigenschaften getrennt werden. Dieses
analytische Trennverfahren wird in der Literatur als "Iso-
elektrigche Fokussierung" bezeichnet. Wird dieses Verfahren
in einem speziellen Gel (Poylacrylamid) durchgefihrt, =so
wird dieses Verfahren als PAGIEF (IEF auf Polyacrylamidgel)
bezeichnet und gilt als das Standardverfahren.

Die bei der Synthese der handelstblichen Ampholyte

JP 2004-509354 A 2004.3.25
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verwendeten ungesattigten Sauren, z.B. substituierte Acryl-
sduren, sind hochgiftig und deren Restgehalt wird als sehr
bedenklich angesehen.

Aus diesem Grund ist die Verwendung von kommerziellen
Ampholyten zur Reinigung von Proteinen verboten, die spater
human appliziert werden sollen.

Bei der Synthese der Ampholyte entsteht eine Vielzahl
chemischer Spezies unbekannter Struktur, deren relative Kon-
zentration je nach Batch stark variieren kann. Dadurch wird
aber die Reproduzierbarkeit der analytischen Ergebnisse ne-
gativ beeinflufit. .

Bei bestimmten Applikationen werden tiber "artifizielle
Banden" als PFolge einer unerwinschten Komplexbildung zwi-
gchen Ampholyt und Analyt berichtet.

Uber die teilweise Stérung der analytischen Férbereak-
tion der Proteine durch Ampholyte mit hoéherem Molekularge-
wicht wird ebenfalls berichtdt. Uber einen ungewdhnlich ho-

hen Anteil von Ampholyten mit MG >10 KD in Produkten be: i

stimmter Hersteller wurde mehrmals berichtet.

Im Falle einer praparativen Reinigung von Proteinen ist
die nachfolgende Abtrennung des Ampholyten schwierig und
manchmal unvollkommen; als mbgliche Ursache wird hier Kom-
plexbildung vermutet.

Kommerzielle Ampholyte haben sich als Trennmedien far
Biopartikel alg nicht geeignet erwiesen, da die Biopartikel
in diesen Medien aggregieren.

Bufgabe der Erfindung ist es, wissrige Ldsungen flur
isoelektrische Fokussierung (IF) mit Gehalt an Sauren und
Bagen unterschiedlicher pKs Werte zur Verfigung zu stellen,
die die aufgezeigten Nachteile nicht aufweisen, und deren
Anwendungsbereich dadurch erheblich verbreitert wird.

Die erfindungsgemafe Aufgabe wird durch die wassrige
Lésung nach Anspruch 1 geldst. Weitere vorteilhafte Ausge-
staltungen ergeben sich aus den nachfolgenden Ansprichen 2
bis 7.

Die erfindungsgemafe wassrige Losung enthalt ein Ge-
misch von Sauren und Basen mit abgestufter "Aciditit" bazw.
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YBagizitit". Die pKe-Werte der einzelnen Sauren variieren im
Bereich von pKs 3.5 bis pKs 12 und die Differenzen der pKs-
Werte (ApK.) der "“benachbarten" Sauren sollen nicht gréfer
sein als ApKs =1. Als ideal gilt ein Wert von ApKs <0.8.

Die pKs-Werte der verwendeten Basen variiert im Bereich
von pKs = 1.5 bis pKs = 11. Die Differenzen der Werte der
einzelnen Basen sind ideal, wenn ApKs <0.8 erfullt ist.

Die Anzahl der verwendeten Sauren bzw. der Basen und
deren relative Konzentrationen bestimmen die Spanne und das
Profil des pH-Gradienten. Die Mindestanzahl betrdgt je 2
Sauren bzw. 2 Basen, bevorzugt 3 Sauren bzw. 3 Bagen. Im

Falle eines weiten pH-Bereichs (pH 2.5 bis 10) werden 11

Siuren und 13 Basen mit abgestuften Werten des pKs verwen-
det.

In den beiliegenden Figuren 1 bis 3 wird am Modellbei-
spiel von je 3 typischen S3upen und Basen die elektrophore-
tische Wanderung und daraus resultierend die Bildung des pH-
Gradienten beschrieben. Folgende S&uren: Hydroxybuttersaure
(HIBA (pKs = 3.8), HEPES (pKs = 7.5) und 2-Hydroxypyridin
(pKs = 11.6) und folgende Basen: Taurin (pKs = 1.5), Melamin
(pKs = 5) und Ammediol (pKs = 9) sind in unterschiedlichen
Konzentrationen in der Ausgangslosung vorhanden (siehe Figur
1}). Es gilt die Regel, daf® die relativen Konzentrationen
sowchl der sehr schwachen S&uren und der sehr schwachen Ba-
sen deutlich erhdht sind im Vergleich zu den Konzentrationen
der relativ starken Sauren und Basen (ca. Faktor 5). Die
Konzentraticnen von Siuren und Basen "mafiger Starke"” sind
ca. um den Faktor 1.5 bis max. 3 erhoht.

In den Figuren 2 und 3 werden die relativen Konzentra-
tionen der oben beschriebenen Sauren und Basen nach der
elektrophoretischen Wanderung dargestellt. In dem darge-
stellten "Gleichgewichtszustand” werden "Parchen" von Siuren
und Basen gebildet, die sich gegenseitig nur in sehr gerin-
gem MaR ionisieren kémnen (starke Siure-HIBA + sehr schwache
Base-Taurin, schwache Siure-HEPES + schwache Base-Melamin
und starke Base-Ammediocl + sehr schwache Saure-20H-Pyridin)
und damit kommt die elektrophoretische Wanderung der me-
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dieneigenen Substanzen zum Erliegen. Im Bereich dieser Par-
chen wird jeweils ein pH-Wert generiert, der dem arithmeti-
schen Mittelwerte der pKs-Werte der S&iure und Base ent-
spricht. Die pH-Werte dieser Parchen sind demmach:
HIBA/Taurinlésung pH = 2.6, HEPES/Melamin pH = 6.25, 2-OH-
Pyridin/Ammediol pH = 10.3. Die pH-Spanne, in der ein Pra-
chen einen stabilen pH-Wert garantieren kann, ist ca. 1 pH-
Einheit. Alle weiteren S&uren und Basen mit verschiedenen
pKs-Werten bilden Parchen, die ebenfalls innerhalb einer pH-
Einheit einen stabilen pH-Wert garantieren, sofern die abso-
luten Konzentrationen der einzelnen Sauren und Basen eine
genugende Pufferkapazitat im Gleichgewichtszustand garantie-
ren.

Die erfindungsgemdfien Ldsungen bestehen aus wohldefi-
nierten Chemikalien, deren Eigenschaften im Detail bekannt
sind. Die Reproduzierbarkeit der gesamten Mischung ist ga-
rantiert durch die Prazision’ bzw. Genatigkeit der zur Her-
stellung verwendeten Waage. Die verwendeten Substanzen sind
nicht toxisch. Jede der verwendeten Substanzen ist "mono-
funktionell", d.h. Effekte wie Komplexbildung bzw. die Ag-
gregation von Biopolymeren nicht vorhanden oder zumindest
deutlich reduziert sind im Vergleich zu Polyelektrolyten mit
mehreren funktionellen Gruppen. Das Molekulargewicht aller
einzelnen Spezies der Mischung betragt <300 Dalton.

Die erfindungsgeméfien wassrigen Ldsungen wurden bereitsg
erfolgreich als Trennmedien fir Bicpolymere und Biopartikel
getestet und als bickompatibel befunden. Da die meisten ein-
zelnen Spezies durch Chemikalien mit &hnliche pKs-Werten
ersetzt werden kénnen, kémnen spezielle Anforderungen von
Biopartikeln an das Trennmedium durch die Ab&inderung der
Zusammensetzung der Mischung beriicksichtigt werden. Aus die-
sen Grunden erscheint die behdrdliche Zulassung dieser Lé&-
sungen fir die Reinigung von Biopartikeln und RBiopolymeren
(Peptide und Proteine) fir spitere humane Applikation mdg-
lich.

Im folgenden werden beispielhafte wissrige Ldsungen ge-
mé&R Erfindung mit verschiedenen pH-Intervallen vorgestellt.
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Hierbei ist zu beachten, daR bei Herstellung eines Mediums
flir einen engeren pH-Intervall die absoluten Konzentrationen
der Siuren und Basen erhdht werden; in der Regel werden auch
die Differenzen der pKe-Werte durch Verwendung neuer Be-

standteile verkleinert.

Beispiel 1
(pH-Intervall 3-10)

Saure pKe  c(mMoD) Base pKs  c(mMol)
Hydroxyisobuttersiure 4.0 1.5 Betain 1.8 10
Pivalinsgure 5.0 5.0 2-Aminobutiersiure 2.3 10
Picolinsiure 5.5 2 Creatin 2.7 10
MES 6.1 4 Nicotinsgureamid 3.1 8
MOPSO 6.9 2 Pip.-4-carbonsiure 35 3
HEPES 75 2 EACA 44 2
EPPS 8.0 2 Melamin 5.0 2
TAPS 83 3 Hydroxyethylpyridin =~ 5.3 2

Histidin 60 3
AMPSO 9.0 6 BISTRIS 65 3
CAPSO 96 8 Hydroxyethylmorpholin7.1 3
CAPS 103 9 Triethanolamin 78 2
CABS 108 10 TRIS 83 2
2-Hydroxy-pyridin 116 10 Ammediol 9.0 2

Beisgpiel 2
(pH-Intervall 4- [3)

Pivalinséure 5.0 5 Creatin 27 30
Picolinsiure 55 10 Glycylglycin 3.1 20
MES 61 20 Pip.-4-carbonsiure 35 10
MOFSO 69 30 GABA 42 10

EACA 44 5
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MOPSO
MOPS
HEPES
EPPS
TAPS

TAPS
AMPSO
CAPSO
GABA
EACA

4-Hydroxy-pyridin

2-Hydroxy-pyridin  11.6

(15)
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- 6 -
Beispiel 3
(pH-Intervall 5,5-7,5)
6.9 10 EACA 4.4 15
72 10 Creatinin 4.8 15
15 15 Hydroxyethylpyridin =~ 54 10
8.0 15 B~ Picolin 5.8 10
83 20 BISTRIS 6.5 5
Beispiel 4
(pE - Intervall 8 - 11,5)
8.3 3 Immidazol 70 15
9.0 5 Triethanolamin 78 12.5
96 15 TRIS 83 12.5
102 10 Ammediol 8.8 10
106 10 Hydroxyethylethylen-
diamin - 9.3 75
112 75 Diethylamine-
ethylendiamin 102 nS
75 Triethylantin 108 5
Dimethylpiperidin 112 3
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Beispiel S

(pH-Intervall 2,5-5)

WO 02/25263
Citronenséure 32
HIBA 4.9
Isobutterséure 4.5
Picolinsdure 5.5
MES 6.1

In den angegebenen Medien werden weitgehend lineare pH-
Gradienten erzeugt. Das pH-Profil kann in bestimmten pH-
Bereichen abgeflacht werden, indem die relativen Konzentra-
tionen der Siuren und Basen veréndert werden. Bel der Her-
stellung der erfindungsgemdfen Losungen ist im Regelfall die

Reihenfolge der Zugabe der Einzelverbindungen ohne Bedeu-

tung.

10
15
20
20

Betain
2-Aminobuttersiure
Creatin
Glyeylglycin

Pip. —4-cabonsiure
GABA

(16)

PCT/EP01/10036
1.8 20
22 20
27 15
3.1 10
3.6 10
4.2 5
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Ansgpriiche

1. Medium fir analytische und praparative Elektropho-
rese mit Gehalt an S&uren und Basen unterschiedlicher pKs-
Werte, gekennzeichnet durch Gehalt an mindestens 2 Siuren,
deren pKs-Werte zwischen etwa 3,0 bis 12 liegen, wobei die
Differenz der pKs-Werte (Delta pKs) benachbarter Séuren
nicht grdéfer alg 1, bevorzugt 0,8 bis 0,5, ist und minde-
stens gzwei Basen, deren pKs-Werte zwischen etwa 1,5 bis 11
liegen, wobei ‘die Differenz der pKs-Werte (Delta pKs) be-
nachbarter Basen nicht grdfer als 1, bevorzugt 0,8 bis 0,5,
ist.

2. Medium nach Anspruch 1, gekemnzeichnet durch Gehalt
an mindestens 3 Sauren und 3 Basemn.

3. Medium nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeich-
net, daf die relativen und absoluten Konzentrationen der
S&uren mit steigendem pKs-Wert kontimiierlich zunehmen und
die relativen und absoluten Konzentrationen der Basen mit
steigendem pKs-Wert abnehmen, wcobei jeweils verglichen mit
den Konzentrationen der starksten Saduren und Basen die Kon-
zentration der schwicheren Sauren bzw. schwacheren Basen bei
geringen Differenzen der pKs-Werte von pKs = 1 bis 3 um den
Faktor 1.5 bis 3 erh®éht sind, wadhrend bei grofien Werten die
Differenz der pKs-Werte im Bereich von pKs von 3 bis 8 die
relativen Konzentrationen der schwicheren S&uren und Basen
bis zu einem Faktor von 4 bis 8 erhdht sind.

4. Medium nach. einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daff pro benachbarter pH-Wert Einheit
nach elektrophoretischer Wanderung ein S&ure/Basen Parchen
ausgebildet ist, daB einen pH-Wert generiert, der dem arith-
metischen Mittelwerte der pKs-Werte der entsprechenden Saure
und der entsprechenden Base entspricht.
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5. Medium nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, daff die Konzentrationen der einzelnen
Sauren und Basen zur Einstellung und Erhaltung einer ausrei-
chenden Pufferkapazitat im Gleichgewichtszustand nach elek-
trophoretischer Wanderung gewdhlt werden.

6. Medium nach einem der vorhergehenden Anspriiche, da-
durch gekennzeichnet, daR zur Einstellung engerer pH-
Intervalle die absoluten Konzentrationen der S&Zuren und Ba-
gsen erhdht und gegebenenfalls die ApKs-Werte der Sauren und
Basen durch deren entsprechende Auswahl verkleinert gind.

7. Medium nach einem der vorhergehenden Anspriche, da-
durch gekennzeichnet, da3 die Molekulargewichte der jeweils
eingesetzten Sauren bzw. Basen kleiner als 300 Dalton sind.
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Fig. 1
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A
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®
LA

.\
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26 5.25 103 pH
HIBA HEPES 2-OH-Pyridin

aid medium contains at least two acids, whose pK, values (delta pK,) of adjacent acids are no greater
preferably range [rom 0.8 (o 0.5, and contains at least Lwo bases, whose pK, values range from approximately 1.5 t0 11,

whereby the dilference of the pK, values (delia pK,) of adjacent bascs is no greater than 1.0 but preferably ranges from 0.8 10 0.5.

(57) Zusammenfassung: Medium fir analytische und préparative Elekrophorese mit Gehalt an Séuren und Basen unterschiedlicher
PKy-Werte, wobei der Gehalt an mindestens 2 Siuren, deren pK.-Werte (Delta pK ) benachbarter Siiuren nicht griser als 1, bevorzugt

0.8 bis 0,5 ist und mindestens zwei Basen, deren pK,-Werte zwischen etwa 1,5 his

11 liegen, wobei die Differenz der pK~Werte

(Delta pK,) benachbarler Basen nicht griBer als 1, bevorzugl 0,8 bis 0.5 ist.
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