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1 Einleitung 1

1 Einlaitung

1.1 Immobilisierung von Enzymen

Fir technische Anwendungen ist der Einsatz |6slicher Enzyme zumeist ungunstig, da
sie nicht zuriickgewonnen werden konnen. Daher ist es vortellhaft, sie durch
Immobilisierung in eine wiederverwendbare Form zu bringen. Die auf diese Weise
unloslichen Enzyme bieten dabel alle Vorteile der klassischen heterogenen Katalyse.
Sie sind durch eine Filtration oder Zentrifugation leicht zurtickgewinnbar, konnen in
kontinuierlichen Verfahren as Schittung in Festkdrperreaktoren und in Flief3bettreak-
toren oder Ruhrreaktoren eingesetzt werden. Damit wird eine kontinuierliche Re-
aktionsfuhrung moglich, die meist einfache technische Ausfiihrungen mit einer weit-

gehenden Automatisierung verbindet (Buchholz & Kasche, 1997).

Enzyme lassen sich immobilisieren, indem sie as geléste Molekile in einem
definierten Raum eingeschlossen werden oder indem sie in einen unloslichen Zustand
Uberftihrt werden. Als immobilisiert bezeichnet man dabel Biokatalysatoren, die durch
chemische oder physikalische Methoden in ihrer Beweglichkeit eingeschrankt werden.
Die erste kunstliche nicht kovalente Immobilisierung eines Enzyms, das dabel aktiv
blieb und definitiv nicht abgewaschen wurde, gelang schon zu Beginn des 20. Jahr-
hunderts. Dennoch wurde die Bedeutung dieser Arbeit, bel der das Enzym Invertase
auf Holzkohle gebunden wurde, lange nicht erkannt. Der Einschlul3 von Enzymen in
guervernetztes Polyacrylamid wurde Silman & Katchalski, 1966 publiziert. Von ersten
Ergebnisse Uber kovalent gebundene Enzyme wurden schon in den finfziger Jahren
von Grubenhofer und Schleith, 1954 berichtet. Die erste grofdtechnische Anwendung
gelang, indem L-Aminosduren aus Racematen mit kovalent fixierter Aminoacylase
hergestellt wurden. Weitere Anwendungen stellten die Immobilisierung der Glucose-
Oxidase nach Campbell et al., 1975 und die Co-Immobilisierung von Hexokinase mit
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase nach Morris et al., 1975 zur automatischen
Glucose-Analytik dar.




2 1 Einleitung

Dabei existieren funf klassische Methoden der Immobilsierung von Enzymen und
Zellen. Hierbei wird unterschieden, ob das Enzym kovalent oder adsorbtiv gebunden
ist oder in einer verkapselten Form vorliegt (Zaborsky, 1974, Hartmeier, 1986, Klein,
1988, Kennedy & Melo, 1990). In Abbildung 1 sind die unterschiedlichen Methoden
zur Immobilisierung von Enzymen dargestellt. Die Klassifizierung erfolgt dabei nach
der Bindungsstérke der einzelnen Modelle. Es treten starke Bindungskréfte durch
kovaente Bindungen, schwache oder maldige Kréfte durch Adsorption und keinerlei

Bindungskrafte durch Einschlufd der Enzymein ein 3D Netzwerk auf.

p A

z * b kovalente Bindung

%
&

Membraneinschlufd

Geleinschlul3

ﬂ Adsorption
&

<3

& Quervernetzung

Abbildung 1: Unterschiedliche Immobilisierungstechniken fir Enzyme. Die Methoden
sind nach der Bindungsstérke klassifiziert (Bickerstaff 1997).

Adsorption:

Adsorption ist die enfachste Methode der Immobilisierung und kann Uber
elektrostatische (z.B. van der Waals), ionische oder Wasserstoffbriicken-Bindungen
erfolgen; aber auch hydrophobe Wechselwirkungen konnen ausschlaggebend sein
(Messing, 1976, Woodward, 1985). Diese Bindungen sind relativ schwach aber in

geniigend grofRer Anzahl vorhanden, um eine ausreichende Bindungsstdrke zu




1 Einleitung 3

gewahrleisten. Der grofe Vortell der Adsorption ist die schnelle Durchfiihrung, bel der
das Tragermaterial mit den Enzymen unter geeigneten Bedingungen (pH, Temperatur,
Losungsmittel) inkubiert wird. Der grofte Nachtell ist das relativ leichte Abldsen der
Biokatalysatoren vom Adsorbens. So kdnnen Schwankungen im pH-Wert, der
Temperatur oder der lonenstérke des Losungsmittels zu Desorption der immobili-

sierten Enzyme fuhren.

Geleinschluf3:

Bei der Immobilisierung durch Geleinschlul3, dem sog. Entrapment, liegen die Enzyme
in ihrer geldsten Form vor, sind aber in ihrer Bewegungsfreiheit durch den Einschlul3
in das Netzwerk eines Gels stark eingeschrankt (Bickerstaff, 1995, O Driscoll, 1976).
Dabei mul3 die Porositét des durch das Gelsystem gebildeten dreidimensionalen Gitters
genau eingestellt werden, um ein Ausbluten des Enzymes zu verhindern. Die Poren des
Netzwerkes missen wiederum grofder sein als die Substrate, damit diese ungehindert
zu den Enzymen vordringen zu kénnen (Brodelius, 1985, Bucke, 1983). Zudem flhrt
eine eingeschrankte Diffusion von Substrat und Produkt zur Substratverarmung bzw.
Produktanhdufung am Reaktionsort, wodurch die Reaktion gehemmt werden kann. Als
Gelmaterialien werden vor allem Polyacrylamide, aber auch Agar oder Gelatine
verwendet. Bei den zuerst genannten Systemen wird in einer Polymerisation aus
monomeren Einheiten, wie Acrylamid, und einem haufig zugesetzten Quervernetzer
das dreidimensionade Netzwerk aufgebaut. Die PorengrofRe und mechanischen
Eigenschaften des Gels werden durch das Verhdltnis der Monomere zum

Quervernetzer-Anteil bestimmt.

Membraneinschluf3:

Eine Einkapselung der Enzyme oder Zellen kann durch eine semipermeable Membran
erfolgen (Kierstan & Coughlan, 1991, Nilsson , 1987, Groboillot et al., 1994). Diese
Methode besitzt eine gewisse Ahnlichkeit zum GeleinschluR, bei dem die Enzyme
zwar in ihrer l6slichen Form vorliegen, aber ebenfalls stark in ihrer Beweglichkeit
eingeschrankt sind. Grol3e Proteine oder Enzyme kénnen die Membran nicht passieren,
wahrend die kleineren Substrate oder Produkte durch die semipermeable Membran

hindurchwandern. Bis vor wenigen Jahren wurde diese Methode noch wenig
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angewandt, inzwischen werden Mikrokapseln als Modelle fir Zellen benutzt (Sliwka,
1975). Als Polymere eignen sich besonders Cellulosenitrat oder Polyamid, aber auch
Liposomen konnen zur Verkapselung eingesetzt werden. Beide Formen werden als

Arzneistofftréger eingesetzt (Schreier, 1984).

Quervernetzung:

Diese Art von Immobilisierung ist trégerfrel, wobei die einzelnen Enzyme zu einem
grol3en dreidimensionalen Netzwerk miteinander verbunden werden. Das kann durch
physikalische oder chemische Methoden erreicht werden (Broun, 1976). Beim Einsatz
von chemischen Methoden werden kovalente Bindungen zwischen den einzelnen
Enzymen oder Zellen durch den Einsatz von bi- oder multifunktionellen Reagenzien
eingebaut. Dabei kommen vor alem Glutaradehyd oder Toluoldiisocyanat zum
Einsatz. Auch Gelatine und Albumin wurden benutzt, um weitere Proteine mit
Spacerfunktion einzufihren. Auf diese Weise lassen sich Probleme, die durch die
grol3e Néhe der Enzyme oder Zellen verursacht werden, minimieren. Wegen den
schlechten mechanischen Eigenschaften und schlechter Stabilitét wird die Methodik
der Quervernetzung nur selten benutzt. Sie dient dann im wesentlichen zur
Verstarkung von anderen Immobilisierungstechniken, indem das Ausbluten der

Enzyme reduziert wird.

koval ente Bindungen:

Bei der Anbindung Uber kovalente Bindungen werden chemische Bindungen zwischen
den Enzymen oder Zellen und dem Trégermaterial ausgebildet (Woodward, 1985,
Porath & Axén, 1976, Cabral & Kennedy, 1991). Die Bindungen werden zumeist
zwischen funktionellen Gruppen auf der Oberflache des Tragers und zwischen
funktionellen Gruppen der Enzyme, in der Regel Aminosaureresten, gebildet. Dabei
werden oft die Aminogruppen von Lysin oder Arginin, die Carboxylgruppen von
Aspargin- oder Glutaminsdure, sowie die Hydroxylgruppen von Serin oder Threonin
oder die Thiol-Gruppen von Cystein verwendet (Srere & Uyeda, 1976). Durch die
kovalente Anbindung wird die Immobilisierung sehr stabil, was allerdings
Auswirkungen auf die Aktivitdt haben kann. Als Trager selbst kommt eine Vielzahl

von Materialien in Frage. Das Tragermaterial hat einen wesentlichen Einfluld auf die
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Art der Kopplungsreaktion. (White & Kennedy, 1980, Taylor, 1991). Auch ist seine
Oberflachenbeschaffenheit, insbesondere seine Polaritét, fir den Erhat der
Enzymaktivitét von entscheidender Bedeutung (Gemeiner, 1992).

1.2 Tragermaterialien

Wie schon im vorigen Abschnitt beschrieben, stellt die Enzymimmobilisierung
spezifische Anforderungen an die eingesetzten Tragermaterialien. Dabel missen die
chemischen Wechselwirkungen der Trégeroberflache mit dem Protein so angepaldt
werden, dal keine unerwiinschten Nebenwirkungen wie z.B. Inaktivierung entstehen.
Die festen Tréger lassen sich dabel in anorganische und organische Materialien
eintellen. Organische Materialien kbnnen nattirlichen oder synthetischen Ursprungs
sein. Diese Materialien besitzen je nach Herkunft spezifische Eigenschaften.
Anorganischen Trager weisen meist eine hervorragende Druckstabilitét auf, wahrend
die organischen Materialien eine gute chemische Stabilitét zeigen. Als natlrliche
organische Trager werden Polysaccharide wie z.B. Cellulose, Stérke, Dextran, Agarose
oder Chitin eingesetzt. Aber auch Proteine wie Kollagen, Gelatine oder Albumin
kommen zur Anwendung. Als synthetische organische Polymere dienen Polyacrylate,
Polymethacrylate, Polyacrylamide, Vinyl- und Allylpolymere, Polyester oder
Polyamide. Als anorganische Trager Gberwiegen porose Materialien auf der Basis von
Silicium- oder Aluminiumoxiden bzw. Gemischen daraus. Von besonderer Bedeutung
ist die Porositét. Porése Trager verfligen Uber eine grof3e Oberflache fir die Enzym-
immobilisierung, so da? hohe Aktivitdten erzielt werden. Dabei missen die
Porenradien grol3 genug sein, um den Zugang fir das jeweilige Protein zu
gewahrleisten. Ein geringes Quellverhalten, gute chemische Stabilitét gegentber
Sauren und Basen, eine gute mikrobiologische Stabilitét und eine gute Druckfestigkeit
sind weitere Voraussetzungen, die an die Tragermaterialien gestellt werden. Auch die

an der Oberflache zuganglichen funktionellen Gruppen spielen eine wesentliche Rolle.
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1.3 Anwendung von immobilisierten Enzymen

Fir technische Anwendungen werden Enzyme auf einer Vielzahl von Trager-
materialien immobilisiert (White & Kennedy, 1980, Taylor, 1991, Gemeiner, 1992).
Dabei werden die immobilisierten Proteine zunehmend in der medizinischen (Chang,
1977, Wingard et al., 1980) und klinischen Anayse (Weetal, 1975), der
Affinitdtschromatographie (Dunlap, 1974, Mohr & Pommerening, 1985, Scouten,
1981, Dean et al., 1985) und bei chemischen Anwendungen (Mosbach, 1988, Pitcher,
1979) eingesetzt. Synthetische Polymervliese kommen jedoch nur selten zur
Anwendung. Immobilisierte Enzyme werden hauptsachlich in grofdtechnischen
Prozessen eingesetzt, bel denen die Immobilisierung auf sphérischen Partikeln erfolgt.
Fir spezielle Anwendungen sind solche Anordnungen aber nicht zielfihrend und
spezielle Techniken missen entwickelt werden. Soll das Enzym nur mit bestimmten
Regionen eines Objektes in Verbindung kommen, bietet sich eine Immobilisierung auf
flachen zweidimensionalen Tragern an, wo sich ein direkter Oberflachenkontakt
herstellen 1&3t. Nach der Anwendung &3t sich das immobilisierte Enzym quantitativ
durch einfaches Abziehen des Tragers entfernen. Fur solche Anwendungen eignen sich
synthetische Polymerfasern mit einer hohen Flexibilitét und guter Resistenz gegen
mechanischen Stress. Hierbei kommen vor allem Polyamide, Polyester und Rayon-

Polyester in Frage.

Die wenig reaktiven Polymerstrukturen dieser Materialien verursachen aber bel der
Immobiliserung von Enzymen einige Probleme. Zur Schaffung von frelen
funktionellen Gruppen, die zur Anbindung der Enzyme dienen, mussen die Trager mit
relativ drastischen Mitteln aktiviert werden. Zudem stellt die wenig polare Oberflache
dieser Polymere eine ungunstige Umgebung fur die Enzyme dar. Dies gilt vor allem fir
Polyester, ein Material, das aber dank seiner strukturellen und chemischen Stabilitéat

von besonderem technischen Interesse i<t.

Das Problem der schonenden Oberflachenbehandlung stellt sich besonders bei der Res-
taurierung wertvoller Dokumente. Als Beispiel flr eine praktische Anwendung sei hier

das Papierspaltverfahren erwahnt.
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1.3.1 Papierspaltverfahren

Der Zerfall der Archiv- und Blicherbesténde stellt in den Bibliotheken ein grof3es
Problem dar. Vor allem Dokumente, die vom 18. bis in die Mitte des 20. Jahrhundert
gefertigt wurden, sind durch saurehaltige Produkte im Papier stark geféhrdet. Im
letzten Drittel des 19. Jahrhunderts wurde damit begonnen, die bis dahin zur
Papierherstellung verwendeten Textilreste und Lumpen durch Holzschliff zu ersetzen.
Fir das neue Verfahren wurde dem Leim zur Steigerung der Papierqualitat und zur
Erzeugung einer glatten, wasserabweisenden Oberflache Aluminiumsulfat zugesetzt.
Durch Uberdosierung des Aluminiumsulfates, aber auch durch freie Harzsiure aus
dem Holz und Einflisse des Luftsauerstoffs kam es zur Bildung von Aluminium-
hydroxid und Schwefelsaure, d.h. zu saurehaltigem Papier. Aber auch die verwendeten
Tinten konnen aufgrund ihres sehr sauren Charakters (pH 1,4 bis 3) zur Hydrolyse der
Celulose, und damit zur Zerstérung des Papiers beitragen (Krekel, 1990, Neevel &
Reifdand, 1998). Aber auch aullere Einfltisse wie Temperatur, Strahlung, Feuchtigkeit
und Luftschadstoffe spielen im Alterungsprozefd des Papiers eine wichtige Rolle.
Mikroorganismen leisten ebenfalls ihren Beitrag und schadigen Papier auf
verschiedenste Arten. Sie produzieren die celluloseabbauenden Enzyme (Cellulasen
und B-Glucosidasen) oder bilden Milchsdure, die das Fasermaterial hydrolytisch

angreift.

Durch die Methode der Papierspaltung ist es moglich, Dokumente, die stark beschadigt
sind, unter Erhalt der Originalsubstanz, zu restaurieren (Muller, 1987, Wéchter et al.,
1996). Dabei eignet sich die Methode sowohl fur Handschriften, Zeichnungen und
Einzeldokumente (Hoge, 1981) a's auch zur Restaurierung und Verfestigung jeglicher
Art von Papier, das die verschiedensten Schadensbilder aufweist (Lierset al., 1996).

Zur Restaurierung mittels der Papierspalttechnik werden die einzelnen Seiten zuerst
mit flissigen Papierbrei angefasert und in einem weiteren Schritt zwischen zwei
Filterpapierbtgen eingebettet und einige Zeit gepresst. Die Filterpapiere sind mit
Gelatine als Klebstoff beschichtet (Bansa & Bargenta, 1979 und 1980, Wéchter et al.,
1996, Brickle & Dambrogio, 2000). In dem die beiden Filterpapierbogen wieder

auselnandergezogen werden, kommt es zur Spaltung des Blattes. Anschlief3end wird
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zwischen die beiden Héalften ein sehr dinnes aber stabiles Papier als neuer Kern
eingelegt, der mit einem gepuffertem, saurefreien Klebstoff verklebt wird. Das auf
diese Wiese gebildete Sandwich-Blatt kommt nun in ein 50°C warmes Enzymbad, das
zur Abldsung der Gelatine verwendet wird. Meistens werden keine reinen Enzyme,
sondern partiell gereinigte Extrakte z.B. aus Bacillus subtilis eingesetzt. In einem
anschliefenden Inaktivierungsbad bel 85°C werden einerseits die Spaltprodukte
abgesplilt, andererseits noch verbleibende Restenzymanteile auf dem Papier inaktiviert.
Danach lassen sich die Filterpapiere wieder entfernen, wobel das Dokument nun mit

einem neuen Papierkern gestarkt ist.

Durch die Verwendung von kostengtinstigen Proteaseextrakten kann es jedoch zu
Verfarbungen des Restaurationsobjektes kommen. Aul3erdem besteht die Gefahr, dal
nach dem Inaktivierungsverfahren noch Enzyme vorhanden sind, die durch ihre
Celluloseaktivitéat das restaurierte Objekt wieder schadigen. Ein weiterer Nachteil ist
der hohe Verbrauch des hochwertigen und damit teuren Filterpapiers, das jeweils nur

einmal eingesetzt werden kann.

Durch die Immobilisierung an feste Tragermaterialien lassen sich die Enzyme leicht
und vollstandig vom Dokument entfernen und stehen zur weiteren Verwendung zur
Verflgung. Auf diese Weise kann das Inaktivierungsbad, das ebenfalls zu
Schadigungen empfindlicher Objekte fihren kann, umgangen werden. Allerdings sind
hierfir passende Tragermaterialien erforderlich. Nur Trager, die pflegeleicht, form-
und druckstabil als auch stabil gegeniber den eingesetzten Chemikalien sind, kénnen
zur Modifizierung herangezogen werden. Aulderdem ist eine Resistenz gegentber
Mikroorganismen notig. Diese Tragermaterialien mussen leicht modifizierbar sein,
aso freie funktionelle Gruppen besitzen und dirfen die Aktivitéat der immobilisierten
Enzyme nicht negativ beeinflussen. Polyester-Vliese besitzen verschiedene dieser

Eigenschaften und sollten daher fir den Papierspaltprozeld tauglich sein.

1.3.2 Polyester-Vliese

Jahr fir Jahr werden weltweit mehr als 24 Millionen Tonnen von Kunstfasern

hergestellt. Der grofdte Produktions-Zuwachs geht auf Polyester-Fasern zurtick, die fir
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Faser- und Behdterherstellung stark nachgefragt sind. Etwa 75 % der Polyester-
Produktion gehen dabel in die Kunstfaserherstellung, wobel die Firmen Aventis,
DuPont und Eastman die weltweit groften Hersteller sind.

Die Kosten von Polyester in Kombination mit seiner auf3erordentlichen Festigkeit bel
gleichzeitig grolRer Elastizitdt liegen unter den Kosten von Rayon. Durch neue
Herstellungsverfahren wird Rayon zusétzlich vom Markt verdrangt. Die Polyesterfaser
besteht aus langen Polymerketten, die meistens zu wenigstens 85 Gewichtsprozent aus
einem Di-Alkohol und Terephthalsdure bestehen. PET selbst besteht aus dem linearen
Polymer Polyethylen-Terephthalat. Durch Umesterung wird aus Terephthalsure-
dimethylester und Ethylenglykol unter Antimonoxidkatalyse zunéchst das Bis(2-
hydroxyethyl)-terephthalat hergestellt. Durch Polykondensation entsteht hieraus das
Polyethylenterephthalat, das aus einer Schmelze unter Verstrecken in die Polyester-
Faser (z.B.:. Terylen, Dacron, Trevira) Uberfihrt wird. In Abbildung 2 ist dieser
Darstellungsprozel3 dargestellt.

0 0
] I (Sb,0,)
H,C-O-C C-O-CH, + 2 HOCH,CH,OH ——2 -2
-2 CH,OH

Dimethylterephthal at Ethylenglykol

H1-OCH,CH oc@oo CH,CH;fOH ———
CH,OH

-
CH,OH
0
I

i
OCHZCHZ-O-C@C

Abbildung 2: Darstellung von PET aus Terephthalsauredimethylester und
Ethylenglykol.
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1.3.3 Eigenschaften von PET

Eine der herausragenden Charakteristiken des PET-Materials ist der in das polymere
Netzwerk eingebundene aromatische Benzolring. Dieser aromatische Charakter fhrt
zu einer hohen Steifigkeit und verhindert somit die Umorientierung von ungeordneten
Polymerregionen, was zum Auftreten von relativ schwachen van der Waals-Wechsal -
wirkungen fuhrt. Daher ist PET auch schlecht zu kristallisieren. Die aromatischen,
sowie die aiphatischen Gruppen und die Carboxylgruppen liegen in nahezu planarer
Konfiguaration vor. Die stabilisierenden Wechselwirkungen zwischen den Molekilen
gehen dabei enerseits auf van der Waals-Kréfte zurlick. Andererseits liegt der
Schmelzpunkt von PET (200 - 260°C) im Vergleich zu aliphatischen Polyestern relativ
hoch und geht auf die Esterverbindungen zurtick. Die gute Kohasion der PET-Ketten
ist also ein Ergebnis von Wasserstoffbriickenbindungen und van der Waals- Wechsal-
wirkungen, die durch Dipolwechselwirkungen, Induktions- und Dispersionskréfte

unter den Polymerketten hervorgerufen werden.

Polyestervliese zeichnen sich dabei durch eine relativ hohe Zugfestigkeit, gute Chemi-
kalien-Bestandigkeit, schnelle Trockenféhigkeit sowie ein geringes Ausdehnungs- und
Schrumpfverhalten aus. Zudem besitzt PET eine gute UV- und Mikrowellen-
Bestandigkeit, was eine mogliche Desinfektion erleichtert. Das hydrophobe Materia
besitzt ein niedriges Wasserriickhaltevermdgen und bietet Enzymen eine eher
destabilisierende, da unpolare Umgebung. Das Vliesmaterial zeichnet sich aul3erdem
durch einen verminderten Faltenwurf, als auch eine erhthte Bestandigkeit gegeniiber
Bakterien und Pilze aus. Durch Alkylierungsreaktionen oder partielle Hydrolyse tber
die Carboxyl- oder die Hydroxylgruppen kénnen zudem weitere Immobilisierungs-

reaktionen durchgefihrt werden.

1.3.4 Gedatine

Die fur die Verleimung im Papierspaltverfahren bendtigte Gelatine wird durch
chemisch-thermische Verfahrensschritte aus dem faserartig aufgebauten Protein Kolla-
gen gewonnen. Haut, Knochen, Sehnen und Bindegewebe enthaten Kollagen und

dienen somit as Ausgangsmaterial fur die Gelatineherstellung. Im tierischen und
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menschlichen Organismus stellen diese Kollagene die am haufigsten vorkommende
Proteinklasse dar. Kollagen besteht zu einem Drittel aus Glycin und zu weiteren 22 %
aus den Iminoverbindungen Prolin und Hydroxyprolin; die restlichen 45 % entfallen

auf 17 weitere Aminosauren.

Der faserartige Aufbau des Kollagens ergibt sich aus dem Tripelhelixaufbau. Dabel
sind zwei al- und eine a2-Ketten in einer Tripelhelix miteinander verwoben und
bilden die sogenannte y-Einheit. Das tripelhelicale Molekil ist dabel etwa 300 nm lang
und mifét ca. 1,4 nm im Querschnitt. Die al- und a2-Ketten besitzen eine Molmasse
von etwa 95000 g/mol und enthalten ungeféhr 1000 Aminosauren. Die einzelnen
Sequenzen unterscheiden sich dabel nur sehr wenig in der Zusammensetzung der
Telopeptide (C und N-terminal), wobei a2 einen hoheren Antell an basischen
Aminosauren besitzt. Kollagen bildet Einheiten mit hoch geordneten Strukturen
(kristalline Bereiche), die sich mit weniger geordneten Regionen (amorphe Bereiche)
abwechseln. Der hohe Antell an den Aminosauretripeln Glycin-Prolin-Hydroxyprolin
ist fir die kompakte kristalline Struktur der a-Ketten verantwortlich. Die amorphen
Regionen treten meist innerhalb der Telopeptide auf. Diese formen globulére
Schwanzbereiche mit hohen Anteilen an polaren, sauren Aminosauren mit sperrigen
Seitenketten wie Arginin, Lysin, Asparaginsdure und Glutaminsaure. Unterschiede in
der Lange, der Ladungsverteilung und der Struktur der Telopeptide fihren zu

verschiedenen Anordnungen der Quartarstruktur des Proteins (Dupont, 2002).

Ziel der Gelatineherstellung ist die schonende und quantitative Umwandlung von hoch
guervernetzten, wasserunlslichen, kollagenreichen Rohmaterialien in wasserldsliche
Gelatine mit bestimmten physikalisch-chemischen Eigenschaften wie Gelstéarke,
Viskositét, Farbe und Klarheit. Durch Partialhydrolyse wird dabel die Struktur
stufenweise aufgelést, wie in Abbildung 3 gezeigt. Bel thermischem und sdure-
katalysiertem Abbau (Typ A Gelatine) tberwiegen hydrolytische Spaltungen innerhalb
einzelner Kollagenketten, wahrend es bei akalischer Hydrolyse (Typ B Gelatine) zu

vermehrten Spaltungen von inter- und intramolekularen Quervernetzungen kommt.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Vorgange bei der Partialhydrolyse von
Kollagen zu Gelatine nach Babel, 1996.

Gelatine vom Rind wird akalisch hergestellt, aus Schweinen und Fischgelatine wird
sie sauer produziert. Die partielle Hydrolyse fuhrt, wie in der obigen Abbildung
beschrieben, zu einer Vereinzelung einer grofen Anzahl der a-Ketten. Gelatine besitzt
neben den vereinzelten a-Ketten in kleinerer Konzentration Multimere von a-Ketten,
die noch miteinander verwoben sind. Solche Einheiten knnen aus -K etten (a-K etten-
Dimer), und nicht hydrolysierten oder teilweise renaturierten tripelhelicalen Ketten
bestehen. Dabei konnen Peptide mit kleiner Molmasse von 500 — 4000 g/mol und
Proteine mit einer Molmasse von iber 10° g/mol gebildet werden. Tabelle 1 beschreibt

die Einteilung der Gelatinebestandteile in unterschiedliche M olmassenbereiche.
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Tabelle 1: Klasseneinteilung der Gelatineeinheiten nach unterschiedlicher Molmasse

nach Farrugia & Groves (1999).

Klasseneinteilung Molmasse [kDa] abgeschétzter Anteil an a-
Ketten
niedermolekularer Bereich <50 -
sub-a 50-80 -
Alpha (a) 80-125 1
Beta (B) 125 - 225
Gamma (y) 225 - 340 3
Epsilon () 340 -700 6(2y)
Zeta () 700 —1000 9(3y)
Delta () 1000 — 1800 12 (4V)
Microgel > 1800 > 12

1.4 Co-Immabilisierung von Enzymen

Die Co-Immobilisierung von Zellen oder Enzymen wird aus meherern Gesichts-
punkten heraus durchgeftihrt. Zum enen wird die Produktvielfahlt durch die
unterschiedlichen katalytischen Fahigkeit von verschiedenen Enzymen vergrofert.
Andererseits konnen auf diese Weise zwel- oder mehrstufige Reaktionen deutlich
vereinfacht werden, da das Reaktionsprodukt eines Enzyms als Substrat fir ein
weiteres Enzym dienen kann (Martin & Perlman, 1975; Janse & Pretorius, 1995). Vor
alen fir Enzyme, die in Sequenzen arbeiten, schafft die Co-lmmobilisierung ein gutes
Mikroklima fUr das zweite Enzym, da die Diffusionszeiten des Substrates zum Enzym
deutlich verkirzt werden. Da Metabolismen eine ganze Reihe von Reaktionen
beinhalten, kénnen co-immobilisierte Multienzymsysteme als Modell fir intrazellulére,
regional begrenzt wirkende Enzyme und in vitro-Modelle fir Zellprozesse dienen.
Theoretisch kann eine unbegrenzte Zahl an Enzymen auf dem gleichen Tréger co-
immobilisiert werden. Praktisch jedoch treten haufig Probleme durch starke
Abweichungen des optimalen pH-Bereiches, des Temperaturoptimums oder durch
unterschieldiche Stabilisatoren auf (Hahn-Hagerdahl, 1983).
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2 Problemstelung

In dieser Arbeit soll am Beispiel des Papierspaltverfahrens die praktische Anwendung
von auf Polyestervlies immobilisierten Proteasen untersucht werden. Bei diesem
Prozel3 wird das zu restaurierende Dokument durch die Einflhrung eines neuen
Kernpapiers in seiner Mitte stabilisiert. Wie beschrieben (siehe Abschnitt 1.3.1) dient
dabei eine Gelatineschicht als eine Art von Klebstoff, der es ermdglicht, das Dokument
in zwel Hélften zu teilen. Bei Verwendung von |6slichen Enzymen ist eine
abschlieffende Behandlung in einem Inaktivierungsbad bel erhéhten Temperaturen

unumganglich.

Um die dadurch resultierenden Nachteile zu umgehen, soll die Immobilisierung dieser
Proteasen untersucht und optimiert werden. Dadurch soll eine bessere Kontrolle des
Gelatine-Abbauprozef3es erreicht werden, der Inaktivierungsschritt kann dann ent-
fallen. Dennoch sind fir einen Einsatz im Papierspaltverfahren zahlreiche Probleme zu
[6sen. Die Verwendung von Filterpapier ist als Trager fUr die Proteasen ungeeignet, da
ein wiederholter Einsatz unmoglich ist. Das Trégermaterial mul eine stabile, flexible
und wasserdurchlassige Struktur besitzen. Nur Polyester-Vliese erfullen diese

Forderungen in einem zufriedenstellenden Mal3.

In vorangegangenen Arbeiten wurde die Immobilisierung von BSA auf Rayon/Poly-
ester (Howlett et al., 1991, Boyd & Yamazaki, 1993) und die Immobilisierung von
Thermolysin auf Polyamid (Moéschel et al., 2002) untersucht. Beide Materialien sind
jedoch fiur das Papierspaltverfahren nicht geeignet. Vielmehr kommt Polyester zum
Einsatz, der aus Ethylenglycol- und Terephthalsdureeinheiten aufgebaut ist. Eine
direkte Anbindung des Enyzms ist daher nur tber das Sauerstoffatom durch eine O-
Alkylierung der Carbonylgruppe moglich. Die drastischen Bedingungen dieser
Reaktion fuhren allerings zu einer deutlichen Veranderung der Oberflacheneigen-
schaften des verwendeten PET-Materias. Daher miissen durch eine partielle Hydrolyse
des PET-Vlieses frele Carboxylgruppen erzeugt werden, die zur welteren

Modifizierung als funktionelle Gruppen zur Verfiigung stehen.

Ziel dieser Arbeit ist es, die letztere Synthesestrategie auf die Immobilisierung von
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Trypsin auf Polyestervlies anzuwenden und zu optimieren. Einerseits soll untersucht
werden, wie sich das direkt immobilisierte Trypsin auf dieser hydrophoben Oberflache
verhélt. Da die relativ unpolare Trageroberflache die Langzeitstabilitét des Enzymes
verschlechtern kann, sollen Spacer-Molektle eingesetzt werden, um das Trypsin von
der Vliesoberflache abzuschirmen. Dabei sollen unterschiedliche Arten von Spacern
getestet werden. Vor allem die Spacerlange sowie dessen Polaritdt und Flexibilitat
haben einen deutlichen Einflul auf die raumliche Umgebung und damit die Stabilitéat
bzw. Aktivitédt des immobilisierten Enzyms. Daher werden lange und kurze Spacer
sowie Spacer mit unterschiedlicher Polaritét und Form untersucht. Einerseits soll der
relativ hydrophile synthetische Spacer Polyethylenglykol-Diamin (PEG-Diamin), ein
Dextran-Spacer und ein Protein-Spacer untersucht werden. Bei den ersten Typen
handelt es sich jeweils um lineare Ketten. Der Proteinspacer dagegen stellt ein sehr
grol3es raumerflllendes Molekll dar, das selbst durch das Uber ihn immobilsierte
Enzym angegriffen werden konnte. FUr die einzelnen Spacer sollen jeweils geeignete
Synthesewege geprift werden. Ein geeigneter Spacer sollte zumindest die Langzeit-

stabilitét des nativen Enzyms erhalten.

Die Stabilitét des Uber die verschiedenen Spacer immobilisierten Trypsins soll in
Hinblick auf den pH-Wert, die Temperatur, unpolare L ésungsmittel und wiederholten

Einsatz untersucht werden.

Fir die Untersuchungen des immobilisierten Trypsins miissen geeignete Proteintests
entwickelt werden. Fur immobilisierte Proteine existieren nur wenig Bestimmungs-
methoden, die zudem stark vom jeweiligen Trégermaterial abhangig sind. Daher
mussen die jewelligen Tests auf das Gesamtsystem angepaldt werden. Auf diese Weise
soll untersucht werden, welche Mengen an Protein auf dem Tréagermaterial

immobilisiert werden konnten.

Durch NMR-Spektroskopie und Scanning Electron Microscope (SEM)-Aufnahmen
soll verfolgt werden, in wie weit die einzelnen Syntheseschritte, insbesondere die
partielle Hydrolyse, Auswirkungen auf die Polymerstruktur des eingesetzten Polyester-
Vlieses zeigen. Dies dient zur Kontrolle der Syntheseschritte, die die Grundstruktur des

Polyester-Vliese nicht angreifen sollen. Nur mit einem strukturell intakten
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Vliesmateria ist der Einsatz im Papierspaltverfahren durchfihrbar. Zudem soll das
Tragermaterial wiederholtem Einsatz standhalten.

Durch einen geeigneten Aktivitétstest soll verfolgt werden, in wie weit das
immobilisierte Trypsin fir den Abbau von Gelatine herangezogen werden kann. Daher
soll der Ninhydrintest auf die Untersuchung von Gelatine-Abbauprodukten als quali-
tative Methode angepaldt werden. Die Gelatine-Abbauprodukte sollen ebenfalls durch
chromatographische Methoden untersucht werden. Dazu sollen sowohl die Size-
Exclusion-Chromatographie (SEC) as auch die Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie (HPLC) herangezogen werden. Durch Vergleiche von unverdauter und mit
immobilisiertem Trypsin behandelter Gelatine lassen sich qualitative Aussagen Uber
den Abbauprozel3 treffen. Auf diese Welise 1803t sich untersuchen, ob das Verfahren fir
den Papierspaltprozefd tauglich ist.

Das Papierspaltverfahren dient als Beispiel einer moglichen Anwendung der
Immobilisierung von Proteasen an einem zweidimensionalen Tréger, dem Polyester-
vlies. Ziel dieser Arbeit ist der Nachweis der generellen Tauglichkeit von auf
zweidimensionalen Tragern immobiliserten Enzymen zur schonenden Oberflachenbe-
handlung. Hierzu kommen nicht nur Proteasen, sondern auch andere Enzymaktivitaten
in Betracht. In einer weiteren Studie sollen daher zwei unterschiedliche Enzyme,
Trypsin und Amylase, auf dem PET-Vlies Uber den BSA-Spacer in einer Co-

I mmobiliseriung gebunden werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien und L dsungsmittel

Rinderserumalbumin (BSA), Azocasein, N-Hydroxysuccinimid, Dextran (MW 6,000)
und a-Amylase waren von Fluka (Buchs, Schweiz). N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid,
Natriumperjodat, Natriumborhydrid, N- Benzoyl-L-arginin-p-nitroanilid (BAPNA),
Bicinchoninséure (2,2-Bichinoyl-4,4-dicarbonséure, BCA), Na-salz, Tris-(hydroxy-
methyl)aminomethan (Tris ultra pure) und 3,5-Dinitrosalicylsdure wurden von Sigma
(Taufkirchen, Deutschland) bezogen, Trypsin (aus Rinderpankreas) von Roche
(Mannheim, Deutschland). Dioxan und Methanol sowie die Pufferreagenzien und die
Salze stammten von Merck (Darmstadt, Deutschland), Glutaraldehyd-L6sung (25%),
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und Rhodamin-B-iosthiocyanat (RBI) waren von
Serva (Heidelberg, Deutschland), Polyethylenglykol-diamin (PEG-Diamin) (MW
2,000) von Shearwater Polymers Inc. (Huntsville, USA). Der Bortrimethylamin-

Komplex stammte von Aldrich Feinchemikalien (Deisenhofen, Deutschland).

Zur Untersuchung der Aktivitét des immobilisierten Trypsins wurde Gelatine G20 Typ
B, Gelfestigkeit 250 Bloom von DGF Stoess, Eberbach (Deutschland) verwendet.

Anti-Trypsin wurde von Rockland (PA, USA) bezogen.

Anti-a-Amylase aus Kaninchen wurde nach der von Harlow & Lane, 1988 beschrie-
benen Methode hergestellt.

3.1.2 Vliesstoff

Es wurde das PET-Vlies FO 2413 von Freudenberg (Weinheim, Deutschland)
eingesetzt. Die Fasern sind thermisch gebunden, und besitzen ein Gewicht von
100 g/m®. Die Dicke betragt 0.19 mm.
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3.1.3 Photometer

Fir die Enzym- bzw. Proteintests wurden die Spektral-Photometer UV 2100 und UV-
120-01 von Shimadzu, fur die fluoreszenzmarkierten Farbstoffen ein Spektral-

Fluorimeter (Typ SPF-500) von Aminco-Bowmann verwendet.

3.2 Methoden

3.2.1 Immobilisierung von Enzymen auf Polyestervliesen

3.2.1.1 Darstellung von hydroxysuccinimid-aktiviertem Vlies

Die zur Immobilisierung von Enymen benttigten Carboxylgruppen wurden durch
teilweise Hydrolyse des Polyestervlieses freigesetzt. Dazu wurden 1,0 g des Vlies
materials (in Stiicken zu je 1 cm?) tber 1h mit 50 ml 3.65 M HCI bei 50°C behandelt.
Durch mehrmaliges Aufschlammen im destilliertem Wasser mit anschlief3endem 30-
mindtigen Absaugen mittels eines Buchner-Trichters wurde das Vlies sorgféltig
gewaschen. Anschlief3end wurde zweimal mit Dioxan gewaschen, wobei eine léangere
Behandlung mit Dioxan keinerlei strukturelle Sch&den am Vliesmaterial verursachte.
Zum Vliesmaterial, das in den 1 cm*Stiicken in Dioxan gelegt wurde (1 g Vlies pro 10
ml), wurde bis zu einer Konzentration von 0.2 M festes N-Hydroxysuccinimid
zugeben. Danach wurde N,N"-Dicyclohexylcarbodiimid ebenfals bis zu einer
Konzentration von 0.2 M zugegeben (Cuatrecasas & Parikh, 1972). Nach 70
minttigem  Schitteln bel Raumtemperatur wurde das auf diese Weise aktivierte
Polyestervlies fur 15 min mit 8 Volumeneinheiten Dioxan gewaschen und
anschliefend mit 4 Volumeneinheiten Methanol fur 10 min behandelt, um den sich
niedergeschlagenen Dicylohexylharnstoff aufzulésen. Danach wurde nochmals mit
Dioxan gewaschen. Der Uberschul an Dioxan wurde durch Trocknen des Vlieses auf
Filterpapier entfernt. Das N-hydroxysuccinimid-aktivierte Vliesmaterial wurde sofort
zur weiteren Kupplungsreaktion verwendet oder in Dioxan bis zur welteren

Verwendung gelagert.
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3.2.1.2 Immobilisierung des BSA-Spacers

Nach Entfernung des Uberschusses an Dioxan wurde das N-hydroxysuccinimid-
aktivierte Vlies Uber Nacht mit einer eiskalten Protein-L6sung aus 1% (w/v) BSA in
0.1 M Kaliumphosphat, pH 7.5 behandelt (100 pul BSA-Lsung pro 1 cm? Vlies). Das
nicht kovalent gebundene Protein wurde nach 12-stiindiger Einwirkung bei 4°C durch
Waschen mit 500 ml 0.5 M NaCl in 0.1 M Kalimuphosphat pH 7.5 entfernt.
Anschlief?end wurde das Vlies mit 500 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 durch
Absaugen Uber einem Buchner-Trichter gewaschen. Das BSA-modifizierte Vlies-

Material wurde in der gleichen Puffer-Losung bei 4°C gelagert.

3.2.1.3 Darstellung und Immobilisierung von Aldehyd-Dextran

Aldeyd-Dextran wurde durch teilweise Oxidation (50%) von Dextran mit Perjodat
erhalten (Schacht, 1987; Drobchenko et al., 1993; Guisan et al., 1997; Penzol et al.,
1998). Zur Oxidationsreaktion wurde eine Ldsung von 0.41 g Dextran (3.33 mM) in
12,5 ml destilliertem Wasser hergestellt. Nach Zugabe von 1 g festem Natrimperjodat
zu dieser Losung wurde diese fur 3 h be Raumtemperatur geschiittelt. Anschlief3end
wurde die Losung viermal gegen das 10-fache Volumen destilliertes Wasser dialysiert.

Nach jedem Dialysezyklus von 3 h wurde das Wasser ausgetauscht.

Das mit N-Hydroxysuccinimid aktivierte Vlies (1,0 g in Stiicken zu 1 cm?) wurde fir
1h bel 4°Cin 10 ml 2 M Ethylendiamin/HCI bei pH 8.5 eingelegt und geschuttelt, um
Amino-Gruppen fir die Reaktion mit dem Aldehyddextran-Spacer zu generieren. Das
mit Ethylendiamin modifizierte Vlies wurde sorgféaltig mit 500 ml destilliertem Wasser
gewaschen und anschliefiend mit 10 ml Aldeyd-Dextran-LOsung, sowie einer Losung
aus 10 ml 100 mM Natriumphosphat pH 7.0 mit 150 mM Bortrimethylaminkomplex
fur 2 h bei 25°C gerthrt. Nach Abkthlen auf 4°C wurde der pH-Wert auf 10
eingestellt. Danach wurden 150 mg Natriumborhydrid zugefthrt, um alle nicht
abreagierten Aldeydgruppen des Dextrans zu Hydroxylgruppen und Schiff”sche Basen

zu sekundaren Aminen zu reduzieren.
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3.2.1.4 Darstellung und Immobilisierung von Amino-Dextran

Das Dextran wurde, wie in Abschnitt 3.2.1.3 beschrieben, oxidiert. Amino-Dextran
wurde durch Zugabe von 54.7 mg Bortrimethylamin zu 3 ml oxidiertem Dextran
synthetisiert. Dabei wurde eine Konzentration von 125 mM an Bortrimethylamin in der
Reaktionsmischung erreicht. Die Ldsung wurde in einem Eisbad gekihlt und mit 3 ml
0.5 M Ethylendiamin/HCI pH 5 Uber 4 Zugabeschritte von 15 min Dauer versetzt.
Nach dieser portionsweisen Zugabe wurde die Losung weiter bel 4°C gehalten und mit
einek 10 M Natriumhydroxid-Lésung auf einen pH-Wert von 10 eingestellt.
Anschlieffend wurden 120 mg festes Natriumborhydrid zugegeben, um die
verbliebenen Aldehyd-Gruppen, als auch die sich gebildeten Schiff’schen Basen zu
reduzieren. Nach 1 h be 4°C wurde die Losung einer vierfachen Dialyse gegen

destilliertes Wasser mit einer Zykluszeit von 3 h unterzogen.

Nach Einstellung des pH-Wertes der Amino-Dextran-Losung auf 7.5, wurde
anschlief?end die Kupplungsreaktion mit dem N-hydroxysuccinimid-aktivierten Vlies
bei 4°C Uber Nacht durchgefiihrt. Nach der Bindungsreaktion wurde das Vlies intensiv
mit destilliertem Wasser gewaschen und bei 4°C in 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5

gelagert.

3.2.1.5 Immobilisierung von PEG-Diamin

Das N-hydroxysuccinimid-aktivierte Vlies wurde Uber Nacht mit einer eiskalten
gepufferten PEG-Diamin-Lésung mit einer Konzentration von 2 mg/ml in 0.1 M
K aliumphosphat, pH 7.5 behandelt (100 pl PEG-Diamin-Lésung pro 1 cm? Vlies). Das
nicht kovalent gebundene PEG-Diamin wurde nach 12-sttindiger Einwirkung bei 4°C
durch Waschen mit 500 ml 0.5 M NaCl in 0.1 M Kalimuphosphat pH 7.5 entfernt.
Anschlief?end wurde das Vlies mit 500 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 durch
Absaugen Uber dem Buchner-Trichter gewaschen. Das PEG-Diamin-modifizierte

Vlies-Materia wurde in der gleichen Puffer-Losung bei 4°C gelagert.

3.2.1.6 Direkte Anbindung von Trypsin

Das N-hydroxysuccinimid-aktivierte Vlies wurde mit einer eiskalten Ldsung von

Trypsin (10 mg/ml) in 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 (0.1 ml pro 1 cm? Vlies) tber
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Nacht behandelt. Zur Entfernung von nicht gebundenem Trypsin, wurde das
Vliesmaterial mit 500 ml 0.5 M NaCl in 0.1 M Kalimuphosphat pH 7.5 und 500 ml
0.1 M Kaiumphosphat pH 7.5 mittels eines Bichner-Trichters gewaschen. Das
trypsin-modifizierte Vlies wurde anschlief3end in 0.1 M Kalimuphosphat pH 7.5 bei
4°C gelagert.

3.2.1.7 Immobilisierung von Trypsin Uber verschiedene Spacer

Aldehyd-Dextran-Spacer:

Fir die Bindung des Trypsins an den Aldeyd-Dextran-Spacer wurde dasimmobilisierte
Dextran mit einer 0.1 M L6sung von Natriumperjodat in destilliertem Wasser Uber 2 h
bei 25°C behandelt. Das auf diese Weise hergestellte Aldehyd-Dextran wurde mit
einem Uberschul® an destilliertem Wasser gewaschen und direkt fur die Bindung mit
Trypsin verwendet. Dazu wurde eine Lésung von Trypsin (10 mg/ml) in 0.1 M
Kaliumphosphat pH 7.5 (0.1 ml pro 1 cm? Vlies) mit dem immobilisierten Aldehyd-
Dextran-Spacer Uber Nacht bei 4°C zur Reaktion gebracht. Die dabei entstandene

Schiff”sche Base wurde wie oben beschrieben mit Natriumborhydrid reduziert.

Aminodextran-, PEG-Diamin- und BSA-Spacer:

Fir die Bindung von Trypsin an Amino-Dextran, PEG-Diamin, als auch BSA als
Spacer wurde jeweils die gleiche V orgehensweise gewahlt. Im ersten Schritt wurde pro
1 g des mit Spacer modifizierten PET-Vlieses (in 1 cm*Stiicke aufgeteilt) tiber eine
5%ige Glutaraldehyd-Losung (v/v) in 0.2 M Natriumborat pH 8.5 (Hornby &
Goldstein, 1976; Onyezili, 1987) ein bifunktioneller Linker eingefthrt. Nach 20
minutigen Ruhren bei 25°C wurde der UberschuR an Glutaraldehyd durch Waschen
mit destilliertem Wasser gefolgt von 0.1 M Kaiumphosphat pH 7.5 entfernt. Im
zweiten Schritt wurden direkt nach den oben beschriebenen Waschvorgéngen 2 mil
einer Losung von 10 mg Trypsinin 1 ml 0.1 M Kaiumphosphat pH 7.5 zugegeben.
Nach Einwirkung Uber Nacht (bei 4°C) wurde das mit Trypsin immobilisierte Vlies-
material mit 500 ml 0.5 M NaCl in 0.1 M Kalimuphosphat pH 7.5 und 500 ml 0.1 M
Kaliumphosphat pH 7.5 mittels eines Buchner-Trichters gewaschen. Das trypsin-
modifizierte Vlies wurde anschlief3end in derselben Puffer-Losung bei 4°C gelagert.
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3.2.2 Co-Immobiliserung von a-Amylase und Trypsin Uber den BSA-Spacer

Zur  Co-Immobilisierung wurden dieselben Techniken verwendet, wie zur
Immobilisierung von Trypsin (vgl. Abschnitt 3.2.1). Die Bindung der beiden Enzyme
erfolgte Uber den BSA-Spacer (vgl. 3.2.1.7). Nach der Verknipfung des Spacers mit
Glutaraldehyd als Linker wurden folgende Enzyml Gsungen elngesetzt:

« 10mga-Amylase und 10 mg Trypsin geldst in 2 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5
« 5mga-Amylase und 10 mg Trypsin gelést in 2 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5
«  2mga-Amylase und 10 mg Trypsin gelést in 2 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5
« 1mga-Amylase und 10 mg Trypsin gelést in 2 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5
« 05mga-Amylase und 10 mg Trypsin gelost in 2 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5

Die oben beschriebenen Losungen wurden jeweils direkt nach den in Kapitel 3.2.1.7
beschriebenen Waschvorgangen zugegeben. Nach Einwirkung Uber Nacht bel 4°C
wurde das mit a-Amylase und Trypsin immobilisierte Vliesmaterial mit 500 ml 0.5 M
NaCl in 0.1 M Kaiumphosphat pH 7.5 und 500 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5
mittels eines Blchner-Trichters gewaschen. Das mit a-Amylase und Trypsin co-

immobilisierte Vlies wurde anschlief3end in derselben Puffer-L 6sung bel 4°C gelagert.

3.2.3 Protease-Test

3.2.3.1 Trypsin-Test mit N-Benzoyl-DL -arginin-p-nitroanilidhydrochlorid

Die Aktivitat von Trypsin wurde Uber die Zunahme der Absorption von N-Benzoyl-
DL-arginin-p-nitroanilidhydrochlorid (BAPNA) bei 405 nm und 25°C verfolgt. Dabel
wurde die Aktivitét als die Enzymmenge definiert, die in 1 Minute 1 pmol BAPNA
(Absorptionskoeffizienten €45 = 96201 (mol cm)™) hydrolysiert (Wachsmuth et al.,
1966).

Um die Aktivitdt des |6slichen Trypsins zu bestimmen, wurden 0.167 ml einer 20 mM
Losung von BAPNA in DMSO zusammen mit 0.667 ml Wasser und 0.1 ml 0.3 M
Kaliumphosphat, pH 8 gel6st. Anschlief3end wurden 67 pl einer Trypsin-Lésung (25
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pg/ml in 0.1 M Kaliumphosphat, pH 7.5) hinzugegeben, um eine Konzentration von

0.07 umol/l Trypsin zu erreichen.

Fir die Aktivitatssmessung des immobilisierten Trypsins wurden 0.5 ml einer 20 mM
BAPNA-LOsung in DMSO zusammen mit 2 ml Wasser und 0.3 ml 0.3 M Kalium-
phosphat, pH 8 gel6st. Das mit Trypsin immobilisierte Vlies (1.0 cm?) wurde zu dieser
Losung hinzugefigt und fur 30 min bei 25°C geschittelt. Danach wurde die

Absorption gemessen.

3.2.3.2 Azocasein-Test

Die Aktivitdt des |6dlichen als auch des immobilisierten Enzyms wurde mittels des
Azocasein-Tests bestimmt (Brock et al., 1982). Zur Bestimmung der Aktivitét des
[6slichen Enzyms wurden 0.5 ml einer 0.2 %igen Azocasein-Lésung in 0.1 M
Kaiumphosphat, pH 7.5 zusammen mit 0.2 ml der Enzymldsung geschiittelt. For
Trypsin wurde eine Reaktionsftihrung bei 25°C fir 30 min gewahlt. Anschlief3end
wurde die Reaktion durch die Zugabe von 0.2 ml 10%iger TCA gestoppt. Nach
Entfernung des Niederschlags durch funf minltige Zentrifugation wurde die
Absorption des Uberstandes bei 350 nm gegen eine Kontrollreaktion ohne Vlies
vermessen. Die Aktivitét ist definiert as die Enzymmenge, die unter Testbedingungen
eine Absorptionsanderung von 1 pro 30 min bei 25°C bewirkt (Kundu et al., 2000).

Um die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms auf makromolekularen Substraten zu
bestimmen, wurde ein 1 cm? grofRRes Vliesstiick zu 0.5 ml einer 0.2 %igen Azocasein-
Lésung in 0.1 M Kaliumphosphat, pH 7.5 mit zusdtzlich 0.2 ml des gleichen
Puffersystems gegeben. Das weltere Vorgehen entspricht dem oben dargestellten
Verfahren.

Fir die Protease-Tests mit BAPNA und Azocasein wurde durch Kontrollexperimente
zu verschiedenen Zeiten festgestellt, dal3 sich die Aktivitét wahrend der 30-minUtigen
Reaktionsdauer noch vollsténdig im linearen Bereich befindet (siehe Abbildung 15).

3.2.3.3 Ninhydrin-Test zur Bestimmung der Proteaseaktivitét

Der Ninhydrin-Test wurde nach Rosen (1957) durchgefiihrt. Aus einer frisch
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dargestellten 10 mM KCN-L6sung wurde durch Verdiinnen mit 2.0 M Natriumacetat
pH 54 ene 0.2 mM KCN-L6sung hergestellt. Anschlief?end wurde eine 3%ige
Ninhydrin-Ldsung in Methyl-Cellosolve hergestellt. Zusdtzlich wurde eine 1:1

Mischung von Isopropanol und Wasser hergestellt.

V erschiedene Mengen des Waschwasser aus dem nachfolgend beschriebenen Gelatine-
Test (50— 200 pl) wurden mit 2.0 M Natriumacetat pH 5.4 auf 200 ul aufgefillt. Dazu
wurden 100 ul der KCN-Acetatpufferlésung zu 100 pl Ninhydrinlésung gegeben und
gut vermischt. Nach einer Inkubation von 10 min bel 100°C wurde 1 ml der
| sopropanol/Wasser-Mischung hinzugeftigt, geschittelt und fir 5 Minuten abgekuhit.

Die Absorption wurde bei 570 nm gemessen.

3.2.3.4 Gelatine als Substrat

33%ige Gelatine G20 wurde in 0.2 M Tris/HCI pH 7.5 bel 60°C gelost. Je 1 ml dieser
Gelatinel 6sung wurde in Sterilplatten von 3.5 cm Durchmesser gegossen. Zum Test der
Aktivitdt des immobilisierten Enzyms wurde das feuchte Vlies auf die Gelatineplatten
gelegt und bei Raumtemperatur fir unterschiedliche Zeiten inkubiert. Anschlief3end
wurden die Platten auf Eis abgekthlt, um die nicht gespaltene Gelatine zu verfestigen.
Dann wurden 2 ml destilliertes Wasser vorsichtig auf die Oberflache gegeben und das
Vlies wurde abgehoben. Der Uberstand wurde mit einer Pipette aufgenommen und mit
dem Ninhydrintest untersucht. Als Leerwert wurde ein unbehandeltes Vlies herange-

zogen, das nach der oben beschriebenen Prozedur behandelt wurde.

3.24 Test von a-Amylase

Die a-Amylase gehdrt zu den Endoglykosidasen. Sie spaltet polymere Kohlenhydrate,
wie Starke, in Maltose, Madltotriose und a-Dextrinen. Maltose besteht aus zwel
Glukosemolekilen, die a-1,4-glykosidisch miteinander verbunden sind. Das a-Dextrin
besteht aus verschiedenen Glukoseeinheiten, die zusatzlich noch durch eine a-1,6-

glykosidische Bindung miteinander verbunden sind.

Zum Test mul3 die Dinitrosalicylsurereagenz frisch hergestellt werden. Dazu werden
0.25 g 3,5-Dinitrosalicylsaure und 75 g NaK-tartrat in 50 ml einer 2 M NaOH-L 6sung
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gel6st und mit dest. Wasser auf 250 ml verdinnt (um die Lésung langer aufbewahren
zu konnen, mul3 mit Helium oder Stickstoff begast werden, da diese sonst mit dem CO,
der Luft reagieren wirde). Als Substrat wird Starkelésung (10 mg/ml in 0.1 M
Kaliumphosphat pH 6.9) eingesetzt (Chaplins, 1994).

Zum a-Amylase-Test wurde 1 ml Stérkel6sung im Wasserbad auf 37°C erhitzt, das
Vliesstiick (1 cm?) mit der immobilisierten a-Amylase fiir 1h eingetaucht, 100 pl der
L6sung entnommen und jeweils 1 ml Dinitrosalicylsdurereagenz dazu gegeben. Dies
wurde nun 10 min bel 100°C geschittelt, abgekihlt und dann die Absorption der

L 6sung im Photometer bei einer Wellenlange von 570 nm gemessen.

3.25 Protein-Bestimmung

3.2.5.1 BCA-Test

Fur das |6sliche Protein wurde eine Eichgerade mit 1.0 mg/ml Rinderserumalbumin
(BSA) in 0.1 M Kaiumphosphat, pH 7.5 im Bereich von 0 — 50 pg aufgenommen.
Dabei wurden 0 bis 50 pl der Proteinldsung vorgelegt und mit 0.1 M Kaliumphosphat,
pH 7.5 auf 50 pl aufgeflllt. Anschlief3end wurden 950 pl einer Testlosung C,
bestehend aus 50 Volumenanteilen einer Losung A und einem Volumentell einer
L 6sung B, zugegeben (Smith et al., 1985).

Zur Herstellung von Losung A wurden 1.00 g BCA, 2.00 g Na,CO; [2 H,0, 0.16 g
Na-tartrat, 0.40 g NaOH und 0.95 g NaHCO;3; in 50 ml Wasser gelést und mit 5 N
NaOH auf pH 11.25 eingestellt. Anschlief?end wurde die Lésung mit Wasser auf

100 ml verdinnt.
L 6sung B bestand aus 1 g CuSO, [ H,O gel6st in 25 ml bidestilliertem Wasser.

Zur Bestimmung des immobilisierten Proteins wurde ein Stiick Vlies der GroRe 1 cm?
in 1 ml der L6sung C fur 30 min bei 37°C geschiittelt. Anschlief?end wurde das Vlies
aus der L6sung entfernt und die Absorption bei 562 nm gegen Wasser gemessen. Als

Leerwert wurde ein unbehandeltes Vlies gleicher Grof3e herangezogen.

Da Vliese neben den kovalent gebundenen Proteinen noch Anteile nicht kovalent
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gebundener Proteine enthalten, werden die Vliese vor der Proteinbestimmung in 1 ml
einer 1%igen Losung von Natriumdodecylsulfat (SDS) fur 10 min gekocht und
anschlief?end sowohl mit dieser Lésung als auch mit destilliertem Wasser jeweils
dreimal gewaschen. Auf diese Weise werden nicht kovalent gebundenen Proteine
abgel6st. Ein nicht SDS behandeltes und nicht mit Protein immobilisiertes Vlies diente
als Blindwert.

3.2.5.2 Ninhydrin-Test zur Protei nbestimmung

Mit dieser Methode konnen die durch saure Hydrolyse aus den an Vlies
immobilisierten Enzymen freigesetzten Aminosauren nachgewiesen werden. Daher ist

sie nur fUr saurestabile Tragermaterialien, wie z.B. Polyestervliese geeigent.

Zur Hydrolyse wurden die mit Enzymen immobilisierten Vliese (1 cm?) in 1 ml 6 N
HCI Uber Nacht bel 100°C im Heizblock in speziell dicht verschlossenen Geféalen
inkubiert. Anschlief3end wurden die Vliese entnommen und das Hydrolysat wie folgt
aufgearbeitet: 200 pl wurden mit 200 ul 6 N NaOH und 600 pl 2.0 M Natriumacetat
pH 5.4 gemischt. Diese Mischung wurde mit dem Ninhydrintest (siehe 3.2.3.3)
untersucht. Die Quantifizierung des Proteins erfolgte Uber die Aufnahme ener
Eichgeraden einer 2%igen BSA-Standardldsung. Dazu wurden 20 pl dieser L6sung mit
1 m 6 N HCI Uber Nacht bel 100°C hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde wie oben

beschrieben aufgearbeitet und dem Ninhydrin-Test unterzogen.
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3.2.6 Untersuchung der Abbauprodukte der Gelatine

3.2.6.1 Probenvorbereitung

Zum Test der Wirksamkeit des Gelatineabbaus durch die immobilisierten Enzyme
wurde das feuchte Vlies auf Gelatineplatten gelegt. 1 ml einer Losung von 33%
Gelatine in 0.2 M TrissHCI pH 7.5 wurde bel 60°C geldst und auf Sterilplatten von
3.5 cm Durchmesser gegossen. Ein Stiick Vliesmaterial (1 cm?) wurde mit 0.1 ml Tris-
HCI pH 7.5 befeuchtet und fir 1 h bei Raumtemperatur in direkten Kontakt mit der
Gelatineoberflache gebracht. Anschlief3end wurden die Abbauprodukte der Gelatine
mit 500 pl 0.2 M TrisHCI pH 7.5 aufgenommen, wovon jeweils 20 pl nach
Sterilfiltration auf die S&ule gespritzt wurden.

3.2.6.2 Size-Exclusion-Chromatographie (SEC)

SEC der Gelatine G-20 erfolgte auf einer TSK3000 Séule (PartikelgrofRe 13 pm,
PorengrolRe 200 A, Hersteller: Toyo Soda Company, Japan). Als mobile Phase diente
0.08 M Natriumphosphat, pH 7.0 mit 0.32 M NaCl und 20% Ethanol (v/v). Als
FluRrate wurde 1 ml/min gewdhlt, die Aufnahme erfolgte bel einer Wellenlange von
280 nm.

Von der nativen Gelatine wurden 20 pl einer 0,1 %igen L6sung in 0.2 M Tris-HCI pH
7.5 auf die Saule gegeben. Die Abbauprodukte der Gelatine wurden mit 500 pl 0.2 M
Tris-HCI pH 7.5 aufgenommen, wovon jewelils 20 pl nach Sterilfiltration auf die Saule

gespritzt wurden.

3.2.6.3 Reversed-Phase-HPL C der Gelatinefragmente

Die chromatographischen Trennungen der Gelatinefragmente wurden auf einer C18-
Saule (5 um, 300 A, ProntoSil, 150 mm x 4.6 mm) von Bischoff-Chromatography,
Leonberg durchgefuhrt. Die Flurate war 1 ml/min, die UV-Detektion erfolgte bel
215 nm. Eluent A: 0.05 % TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril/0.045% TFA in
Wasser 90:10, Gradient: 0-60 min: 5-30% B.

Von der nativen Gelatine wurden 20 pl einer 0.1 %igen Losung der Gelatinein 0.2 M
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TrisHCl pH 7.5 auf die Saule gegeben. Die Gelatine-Abbauprodukten wurden mit
500 pl 0.2 M Tris-HCI pH 7.5 aufgenommen, wovon jeweils 20 pl nach Sterilfiltration
auf die Saule gespritzt wurden.

3.2.7 Untersuchung der Abbauprodukte von [3-Casein

3.2.7.1 Probenvorbereitung

2.4 mg /ml B-Casein wurden in 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonat pH 8.0 gel6st. Zur

Untersuchung der Abbauprodukte wurden jeweils 5 ml dieser Stamml 6sung eingesetzt.
Probe 1: 5 ml der 3-Casein-L6sung

Probe 2: 5 ml der -Casein-Losung mit 120 pg Trypsin (Trypsin wird im Verhéltnis
1:100 eingesetzt).

Probe 3: 5 ml der B-Casein-Lésung mit 2 x 1cm? Vliesstiicken (BSA-Trypsin)
Probe 4: 2 x 1 cm?Vliesstiickein 5 ml 0,1 M Ammoniumhydrogencarbonat pH 8.0
Probe 5: 120 pg Trypsinin 5 ml Ammoniumhydrogencarbonat pH 8.0 gel 6st

Diese Proben wurden Uber Nacht bei 35°C inkubiert. Anschliefiend wurde die
Reaktion mit 5% TFA gestoppt und auf 100 ul in ener Vakuumzentrifuge konzen-

triert.

3.2.7.2 Reversed-Phase-HPL C der 3-Caseinfragmente

Die chromatographischen Trennungen wurden auf einer C18-Saule (ODS, 2 um,
300A, 0,3 x 125 mm) von der Fa. Grom, Hailfingen durchgefiihrt. Die Flurate war
5 ul/min, die UV-Detektion erfolgte bei 214 nm, als Gradient diente das folgende
Programm: 0-10 min: 0-20 % B, 10-50 min: 20-60 % B, 50-60 min: 60-95% B, 60-70
min: 95-5 % B, (A: 0.05 % TFA in Wasser, B: Acetonitril/0.075% TFA in Wasser
80:20). Zur Untersuchung der Casein-Abbauprodukte wurden jewells 5 ul der konzen-
trierten Losung auf 100 pl mit Losung A verdinnt. Davon wurden 5 ul auf die Saule

gegeben.
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3.2.8 Kernresonanz-Spektroskopie (NMR)

13C-Festkorper-NM R-Spektroskopie

Die *C-Festkorper-NMR-Spektren wurden an einem Bruker ASX300 Spektrometer
(Magnetfeldstéarke: 7.05 T) bei einer Sendefrequenz von 75.43 MHz (**C) und 300.13
MHz (*H) aufgenommen. Die Protonenpulswinkel wurden mit Adamantan eingestelIt.

Die Hartmann-Hahn-Einstellung und die Referenzierung erfolgte mit Glycin.

Rf = 10000Hz, 4 mm Probenkopf, Wartezeit 1 s, Kontaktzeit 3 ms, 90° Pulssequenz
3.5us.

'H-Festkorper-NM R-Spektroskopie

Die 'H-Festkdrper-Spektren wurden an einem Bruker AMX400 Spektrometer
(Magnetfeldstarke: 9.4 T) bei Sendefrequenzen von 400.13 MHz (*H) aufgenommen.
Rotationsfrequenzen 4500 Hz, 4 mm Probenkopf, Wartezeit 2's, 90°-Pulslange
11.0 ps.

3.2.9 Antikorper-Test fur a-Amylaseund Trypsin

3.2.9.1 Alpha-Amylase

Vor und nach der Fluoreszenzmarkierung wurden die gegen Amylase gerichteten
polyklonalen Antikorper mittels Antigen-Antikorper-Reaktion auf ihre Reaktions-
fahigkeit getestet. Auf diese Weise sollte ausgeschlossen werden, dass die Funktion

der Antikorper durch die Markierung beeinflusst wird.

Zur Durchfihrung dieses Tests wurde eine siebenteilige Versuchsreihe aufgestellt. In
jedes Reaktiongefald kamen 10 pl einer a-Amylaselésung (0.5 mg/ml), dazu wurde
jeweils eine unterschiedliche Menge der Antikorperlésung (90 mg/ml in 0.1 M
Natriumcarbonat pH 9.0) (O pl; 1 pl; 2 pl; 4 pl; 6 pl; 8 pl; 10 ul; 20 pl) hinzugegeben
und mit 0.1 M Kaliumphosphat pH 6.9 auf 100 pl aufgefillt. Dieses Gemisch wurde
1 h bei Raumtemperatur inkubiert, danach 30 min in Eis gestellt und abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde mit 1 ml Starke (10 mg/ml) versetzt und in ein Wasserbad bei
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37°C gestellt. Anschlief3end wurden aus jedem Reaktionsgefa’ 100 pl enthommen, mit
1 ml Dinitrosalicylsaurereagenz versetzt und bei 100°C fur 10 min inkubiert. Nach

Abkuhlen wurde die Absorption der L6sung bel 570 nm gemessen.

3.2.9.2 Trypsin

Es wurde eine Versuchsreithe mit 8 Reaktionsgefalien aufgestellt. Jeweils 10 pl einer
Trypsinlésung (0.5 mg/ml) wurden mit verschiedenen Mengen der AntikorperlGsung
(90 mg/ml in 0.1 M Natriumcarbonat pH 9.0) (O pul; 1 ul; 2 ul; 4 ul; 6 ul; 8 pl; 10 pl;
20 pl) versetzt. Das Gemisch wurde mit 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 auf 100 pl
aufgefillt, fur 1 h bel RT inkubiert, 30 min auf Eis gelegt und 10 min zentrifugiert.
Davon wurden jeweils 66.6 pl entnommen, 666 pl dest. Wasser, 100 ul 0.3 M
Kaiumphosphat pH 8.0 und 167 pul 20 mM BAPNA Substrat hinzugegeben.
Anschlief3end wurde die Absorption bei 405 nm gemessen.

3.2.10 Fluoreszenzmarkierung von Proteinen

Aus den Antikorpern sowie BSA, a-Amylase und Trypsin wurde jeweils eine L 6sung
mit einer Konzentration von 6 mg Protein pro ml 0.1 M Natriumcarbonat pH 9.0
hergestellt. In einem Dunkelraum wurde das Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) und
Rhodamin-B-isothiocyanat (RBI) in wasserfreiem DM SO mit der Konzentration von
1 mg/ml gelost werden. Anschliefiend wurden 100 pl FITC bzw. RBI pro ml der
Proteinlésung hinzugegeben. Die Gemische wurden ca. 8 h bei 4°C im Dunkelraum
gerihrt. Das freie FITC bzw. RBI wurde mittels einer Gelfiltration Uber eine Sephadex
G25 Saule abgetrennt. FITC wurde bel 480 nm angeregt und besitzt ein Emissions-
maximum bei 520 nm, die Anregung von RBI erfolgte bei 530 nm, die Emission bei
580 nm.

3.2.11 Antikérper-Antigen-Reaktion am Co-Immobilisat

Die konzentrierten und markierten AntikOrper (Anti-Trypsin: RBI; Anti-a-Amylase:
FITC) (90 mg/ml in 0.1 M Natriumcarbonat pH 9.0) wurden im Verhdtnis 1:10 mit
0.1 M Natriumcarbonat pH 9.0, das 0.1 M NaCl, 1% Tween 20 und 1% BSA enthdlt,
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verdunnt. Diese Losung wurde Uber Nacht mit den auf dem Vlies co-immobilisierten
Enzymen (Trypsin + a-Amylase) bei 4°C geschuttelt. Anschlief3end wurde mit 0.1 M
Natriumcarbonat pH 9.0, das 0.1 M NaCl und 1% Tween 20 enthalt, gewaschen und
die Fluoreszenz bei 520 nm (FITC) bzw. 580 nm (RBI) gemessen.
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4  Ergebnisse

Im folgenden wird die Synthesestrategie zur Immobilisierung von Trypsin auf PET-
Vliesen beschrieben. Da die Struktur des Vlieses fur die Anwendung im Papierspalt-
verfahren von besonderer Bedeutung ist, wird in einem ersten Schritt das PET-Vlies
Uber spektroskopische Methoden charakterisiert. Weiterhin wird die Bindung von
Trypsin an die PET-Oberflache mit verschiedenen Spacern untersucht, um ene

optimale, aktive und stabile Immobilisierung zu erhalten.

4.1 Polyester-Vliesmaterialien

Die eingesetzten Polyester-Fasern bestehen aus PET, das durch Polykondensation aus
Terephthalsaure und Ethylenglykol gewonnen wird. In Abbildung 4 ist das *C-
Festkdrper-NM R-Spektrum der verwendeten PET-Faser dargestellt. Es sind jewells die
Signale der aliphatischen Kohlenstoffatome der Ethylenglykoleinheiten bel 61.5 ppm
(c), die Resonanzen der aromatischen Kohlenstoffatome des Terephthal sduregrund-
gertstes bei 130.1 ppm (b) und 133.5 ppm (@), sowie deren Carboxylgruppen bei 163.6

ppm (d) zu erkennen.
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Abbildung 4: **C-Festkérper-NMR-Spektrum des unbehandelten PET-Vlieses, d: Carb-

oxyleinheiten, a, b: aromatische Reste, ¢: Ethylenglykoleinheiten.
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Das 'H-Festkérper-NMR-Spektrum bestétigt die Struktur des PET-Vlieses (siehe
Abbildung 5). Wiederum sind nur die Signale der PET-Struktureinheiten zu erkennen.
Die Resonanzen der Ethylenglykoleinheiten liegen bel 4.7 ppm, die Signale der
aromatischen H-Atome der Terephthalsdurereste bel 8.1 ppm. Zusétzlich treten noch
Signale von CH,- und CHs-Endgruppen auf.

b

He Mo [
O—C—C—0—¢C
C

O=—0

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -4
(ppm)

Abbildung 5: 'H-Festkorper-NMR-Spektrum des unbehandelten PET-Vlieses, b:
aromatische Protonen, c: Ethylenglykoleinheiten, -CH, und —-CH; Sgnale der
Endgruppen des Polyesters.

Aus den NMR-Spektren wird deutlich, dal3 nur Signale von PET zu erkennen sind.

Welitere Zusatzstoffe sind zumindest in einer grof3eren Konzentration nicht enthalten.




34 4 Ergebnisse

4.2 Synthesestrategie zur Bindungvon Trypsin an die
Polyester ober flache

Zur Immobilisierung von Trypsin auf der Polyesteroberflache wurden verschiedene
Synthesewege herangezogen. Dabei wurden sowohl die direkte Kupplung als auch die
Anbindung des Trypsins tber verschiedene Spacer untersucht. In Abbildung 6 sind die
unterschiedlichen Synthesestrategien schematisch dargestellt. Das direkt auf die Vlies-
Oberflache immobilisierte Trypsin kommt dabei in unmittelbaren Kontakt mit dem
Tréagermaterial (a). Bei der Verwendung von Abstandshaltern wird das Trypsin
raumlich von der PET-Oberflache getrennt. Mit dem bifunktionellen Polyethylenglykol
(PEG)-Diamin werden kirzere lineare VerknUpfungen zwischen dem Vlies und

Trypsin erzeugt (b).

(d)

Abbildung 6: Schematische Darstellung der verschiedenen Spacerarten zur

Immobilisierung von Trypsin auf der PET-Oberflache. (a) direkte Anbindung an die
Vlies-Oberflache, (b) Immobilisierung tber einen relativ kurzen, linearen Spacer, z.B.
PEG-Diamin,(c) Immobiliserung mittels eines langen kettenartigen hydrophilen
Soacers, zB. Aldehyd-Dextran, (d) Amino-Dextran-Spacer, (€) Immobilisierung Uber
einen grofen, raumfullenden Spacer, z.B. BSA.
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Aldehyd-Dextran (c), Amino-Dextran (d) und BSA (e), besitzen mehrere freie
Verkntpfungsstellen, was zur Ausbildung von Mehrfachbindungen zwischen Trypsin
und den Spacern fuhren kann (Multi-Point-Attachment). Diese Art der Anbindung
reduziert die Beweglichkeit des immobilisierten Enzyms, wobel dieser Effekt vor
alem im Falle des BSA-Spacers zum Tragen kommt, wo ein sehr grof3es und fulliges
Spacersystem eingesetzt wird.

4.2.1 Immobiliserungstechnik

4.2.1.1 Aktivierung der Vlies-Oberflache

Zur Immobilierung des Trypsins Uber die zuvor beschriebenen unterschiedlichen
Spacersysteme wurde die in Abbildung 7 und Abbildung 8 beschriebene
Reaktionsfuhrung gewéhlt. Da das Polyester-Material nur wenig freie funktionelle
Gruppen enthdlt, die fur die Bindung der Spacer oder direkte Verkniipfung mit Trypsin
geeignet sind, muf3 das Vlies-Materia durch eine vorgeschaltete Reaktion vorbereitet
werden. Zur Erzeugung von frelen Bindungsstellen werden durch eine partielle
Hydrolyse des PET-Vlieses freie Carboxyl- und Hydroxylgruppen erzeugt, die danach
as reaktive Zentren zur Anknupfung der Spacer zur Verfigung stehen (siehe
Abbildung 7a).

Die auf diese Weise erzeugten Carboxylgruppen werden tber Nacht mit N-Hydroxy-
succinimid und Dicyclocarbodiimid (DCC) zur Reaktion gebracht, wobei eine
aktivierte Vliesoberflache erhalten wird, die durch vielfédtige Synthesewege
modifiziert werden kann (siehe Abbildung 7 b). Die Aktivierung wurde nicht nur im
Fale der weiteren Modifizierung mit Spacern, sondern auch bei der direkten

Anbindung des Trypsins an die Vliesoberflache angewendet.

4.2.1.2 Direkte Bindung von Trypsin

Die direkte Bindung des Trypsins erfolgt Uber die Reaktion der aktivierten
Carboxylgruppen des hydrolysierten Polyesters und den freien Aminogruppen des
Enzyms. Die Resktion entspricht dabel dem in Abbildung 7c dargestellten
Syntheseweg (NH,-Spacer-NH, entspricht hier dem Trypsin).
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Abbildung 7: Syntheseschema zur Darstellung von immobilisiertem Trypsin: (a)
partielle Hydrolyse des Polyester-Vlieses, (b) Aktivierung der freien Carboxylgruppen
mit N,N-Dicyclocarbodiimid und N-Hydroxysuccinimid, (¢) Bindung der Spacer Uber
frele Aminogruppen; Spacer-NH, reprasetiert hierbel die Spacer BSA, PEG-Diamin
und Aminodextran, (d) Anbindung von Glutaraldehyd als Verbindungsglied (Linker)
fur die (e) Knuipfung von Trypsin durch Ausbildung einer Schiff”schen Base.
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4.2.1.3 Bindung von Trypsin Uber Spacer

Zur Bindung von Trypsin einerseits Uber den Spacer Aldehyddextran sowie

andererseits Uber PEG-Diamin, Aminodextran bz.w. BSA wurden jeweils unterschied-

liche Synthesewege gewahlt. In Abbildung 8 sind diese schematisch dargestellt.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der verschiedenen Synthesewege fur die

Immobilisierung von Trypsin mittels eines Spacers an PET-Vlies; (1) direkte Bindung
des Trypsins, (2) Aldehyddextran als Spacer, (3) BSA, Aminodextran oder PEG-
Diamin als Space, als Linker wird Glutaraldehyd eingesetzt.
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4.2.1.3.1 Bindung von Trypsin Uber PEG-Diamin, Aminodextran und BSA-Spacer

Aminodextran wurde, wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben, Uber eine Reaktion aus
Aldehyddextran mit Ethylendiamin und nachfolgender Reduktion der gebildten
Schiff”schen Base hergestellt (siehe Abbildung 9).

@)
Dextran ﬂ ’ NHZ(CHZ)ZNHZ‘ Dextran E—N(CH )oNH
N H,0 2)2NF2
H
NaBH, H>
— > Dextran ——C——NH(CH,),NH,

Abbildung 9: Darstellung von Aminodextran Uber Aldehyddextran.

Die Spacer PEG-Diamin, Aminodextran sowie BSA lassen sich durch direkte Reaktion
der jewells vorhandenen freien Aminogruppen an die mit N-hydroxysuccinimid-
aktivierte PET-Oberflache binden (siehe Abbildung 7c). Bei diesen Spacern stehen
noch weitere freie Aminogruppen zur Verfigung, die zur Bindung des Trypsins
verwendet wurden. Dazu wird das bifunktionelle Glutaraldehyd als Bindeglied
zwischen Spacer und Enzym eingesetzt. Somit wird das Enzym durch die Bildung von

zwei Schiff”schen Basen an das Trégermaterial gebunden.

4.2.1.3.2 Bindung von Trypsin Uber den Aldehyd-Dextran-Spacer

Um die freien Aldehydgruppen des Spacers an das PET-Vlies zu binden, mufd im
Vergleich zu den oben beschriebenen Spacern eine verdnderte Synthesestrategie
gewahlt werden. Das aktivierte Tragermaterial wird in einer vorgeschalteten Reaktion
mit Ethylendiamin modifiziert. Auf diese Weise lassen sich freie, auf dem
Poylestermaterial immobiliserte Aminogruppen generieren, die zur Anbindung mit den
Aldehydgruppen Uber eine Schiff’sche Base zur Verfiigung stehen (siehe Abbildung
8). Um eine Stabilisierung zu erreichen, werden die Schiff’schen Basen reduziert. Bei
diesser Reduktion werden alerdings auch zwangdaufig die restlichen freien

Aldehydgruppen zu Alkoholen reduziert. Um die Bindung des Enzyms zu ermog-
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lichen, missen diese Hydroxylgruppen durch eine Oxidation wieder in Aldehyde
Uberfuhrt werden. Das Trypsin kann dann wieder Gber eine Schiff’sche Base Bindung

an den Aldehyddextran-Spacer gebunden werden.

Im folgenden werden zundchst die Methoden zur quantitativen Bestimmung des
Proteingehaltes beschrieben. Die Untersuchung der Enzymaktivitdt in Abhangigkeit

der unterschiedlichen Spacer wird im Abschnitt 4.4 erlautert.

4.3 Entwicklung einer Proteinbestimmungsmethode fir

immobilisierte Enzyme

Zur Gehaltsbestimmung der auf Vliesen immobilisierten Proteine war ein
reproduzierbarer Test erforderlich. Da die eingesetzten PET-Vlies-Materialien selbst in
stérkeren Mineralsduren stabil sind, kdnnen fur diese Vliese dhnliche Tests wie bei
|6slichen Proteinen angewendet werden. Bel Vliestoffen kann es alerdings durch
Auswaschung von Bestandteilen zu Beeintréchtigungen der Proteinbestimmung
kommen, so dal3 die angewandte Methode jewells auf das Vliesmaterial abgestimmt

werden mufs.

Eine Mdglichkeit zur Bestimmung von immobilisierten Proteinen bietet eine
Modifikation des Ninhydrintests (Rosen, 1957). Dabel wird der Proteingehalt nach
einer sauren Hydrolyse bestimmt. Andererseits kann der Proteingehalt Uber einen

modifizierten BCA Test bestimmt werden.

4.3.1 Proteinbestimmung Gber den Ninydrintest

4.3.1.1 Entwicklung des Ninhydrintests fiur immobilisierte Proteine

Zur Bestimmung des Gehalts des auf dem PET-Vlies immobilisierten Proteins muf3
zuerst der Ninhydrintest nach Rosen (1957) auf die Versuchsbedingungen angepal3t
werden. Bei der Ninhydrin-Reaktion tritt beim Erhitzen von Aminosduren mit einer
verdunnt wassrigen Ninhydrin-Lésung eine Blauviolettféarbung auf. Dabei werden die

Aminosduren zum Amin decarboxyliert. Dieses unterliegt einer oxidativen Desami-
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nierung zum Aldehyd, dabel wird Ninhydrin reduziert. Mit einem weiteren Molekdl
Ninhydrin bildet sich ein blau-violettes Reaktionsprodukt. Farbung und Stabilitét des
Farbstoffes hangen dabei stark von den Reaktionsbedingungen und den eingesetzten
Chemikalien ab. So mufte das Ninhydrin stets frisch hergestellt werden, und die
verwendeten Losungsmittel mufdten absolut peroxidfrei sein. Die eingesetzte KCN-
L6sung wurde ebenfalls jeweils frisch hergestellt und der pH-Wert war streng zu

kontrollieren.

Die immobilisierten Proteine wurden in einem ersten Schritt durch saure Hydrolyse
gespalten. Da die verwendeten PET-Vliese im Gegensatz zu anderen Materialen (z.B.
Polyamid-Vliesen) in sauren Medien stabil sind, konnte zur Hydrolyse der Proteine

jeweils 6 N HCI eingesetzt werden.

Um die Menge des immobilisierten Proteins bestimmen zu kdnnen, muf3te eine Eichge-
rade mit 16slichem Protein herangezogen werden. Auch diese Versuchsbedingungen
mufdten wiederum auf das Protein abgestimmt werden. Dazu wurden 20 pl einer 2%-
igen BSA-L6sung mit 1 ml 6 N HCI Gber Nacht bei 100°C hydroylsiert. In Methode 1
wurde das erhaltene Hydrolysat mit 3 ml Wasser und 1 ml 6 N Natronlauge versetzt.
Dabei resultiert ein pH-Wert von 12.3, der aber sehr instabil ist und in einzelnen Pro-
ben auf 5.5 falt. Um den pH-Wert besser zu kontrollieren zu kdnnen, wurde in
Methode 2 das Hydrolysat mit 3 ml 2 M Acetat-Puffer pH 54 und 1 ml 6 N
Natronlauge versetzt, wobel hierbel entsprechend der Pufferlosung ein stabiler pH-

Wert von 5.4 vorliegt.

Zum Ninhydrintest wurden unterschiedliche Mengen (50 — 200 pl) der oben beschrie-
benen Losungen (Methode 1 und 2) jewells mit Wasser auf 200 pl aufgefdllt.
Anschlief3end wurden 100 pl des KCN/Na-acetat pH 5.4 und 100 ml NinhydrinlGsung
(3%ige Methylcellusolv-Losung) zugegeben. Nach 15 min Kochen wurde mit
Eiswasser abgekihlt und nach Versetzten mit 1 ml 50%igem Isopropanol wurde die

Absorption gemessen.
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Abbildung 10: Optimierung des Ninhydrin-Tests fur |0sliches BSA. 20 ul einer 2 %igen
BSA Losung wurden Uber Nacht bel 100°C mit 1 ml 6 N HCI hydrolysiert und
anschlief3end wie folgt behandelt: Methode 1 (): Zugabe von 3 ml Wasser und 1 ml
6 N NaOH; Methode 2 (W): Zugabe von 3 ml Acetat-Puffer pH 5.4 und 1 ml 6 N
NaOH.

Aus Abbildung 10 wird deutlich, dal3 bei beiden Methoden eine gute Linearitét
zwischen der gemessenen Absorption bei 570 nm und der Menge an |6slichem BSA
erzielt wurde. Nur bel Verwendung eines Puffersystems war es moglich, den pH-Wert
zu kontrollieren (Methode 2). Da die erhaltenen Absorptionswerte relativ hoch waren,
wurden die Probemengen zur Versuchsdurchfiihrung weiter reduziert. In einer weiteren
Modifikation (Methode 3) wurden 200 pl des auf die gleiche Weise hergestellten
Hydrolysats mit 600 pl des 2.0 M Natriumacetat pH 5.4 und 200 ul 6 N NaOH
versetzt. Die Relativ-Mengen blieben damit erhalten.

In Tabelle 2 sind die Auswirkungen von unterschiedlichen pH-Werten dargestellt.
Dabei wurden jeweils 600 ul Puffer, der auf unterschiedliche pH-Werte eingestellt
wurde, zu 200 pl Hydrolysat und 200 ul 6 N NaOH eingesetzt. Es wird deutlich, dal3
bel den eingesetzten Mengen ein stabiler pH-Wert von 5.4 nur im Pufferbereich des
Acetatpuffers erhalten wird.
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Tabelle 2: Auswirkungen der eingesetzten Pufferldsungen auf den resultierenden pH-
Wert der Reaktionslosung nach der Methode 3 des Ninhydrintests. Es wurden 200 pl
des Hydrolysats mit 200 pl 6 N NaOH und 600 ul unterschiedlichen Puffer umgesetzt.

pH-Wert des Puffers resultierender pH-Wert in der
Reaktionsl 6sung
9 12.4
7.2 12.3
6.3 11.8
5.4 53
5.0 4.8

Der Einflul3 des pH-Wertes auf die resultierende Absorption bei 570 nm wurde mit
unterschiedlichen Mengen an BSA untersucht. Dabel wurde das Acetat-Puffersystem
auf den jewelligen pH-Wert eingestellt. Nach Methode 3 wurden zu 200 pl des
Hydrolysats jeweils 200 pul 6 N NaOH und 600 pl des Puffers mit unterschiedlichem
pH-Wert hinzugegeben.

Tabelle 3: Absorptionswerte bei 570 nm nach dem Ninhydrintest bei Verwendung eines
2 M Acetatpuffers mit unter schiedichen pH-Werten.

Menge an BSA pH 9.0 pH 7.2 pH 5.4 pH 5.0
(1]

4 0.347 0.291 0.297 0.231

8 0.608 0.540 0.480 0.443

12 0.769 0.727 0.539 0.584

16 0.851 0.947 0.621 0.709

Aus Tabelle 3 wird deutlich, dal3 der pH-Wert einen grof3en Einfluf3 auf die erhaltenen
Absorptionswerte bei 570 nm zeigt. Mit zunehmender Menge an BSA werden jewells
zunehmende Absorptionswerte erhalten. Die deutliche Abhangigkeit vom pH-Wert
zeigt aber, dald bel der Bestimmung nach dem Ninhydrintest sehr genau auf die

V ersuchsdurchfihrung geachtet werden mul.
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Nicht nur einzelne Werte selbst, sondern vor alem die Reproduzierbarkeit spielt bel
der Proteinbestimmung eine wichtige Rolle. Zur Untersuchung in Tabelle 4 wurden
jeweils 100 ul (entsprechend 8 pg BSA) der Reaktionsmischung zum Ninhydrintest
eingesetzt und der Versuch dreimal wiederholt. Nur bel einem pH-Wert von 5.4 wird
eine gute Reproduzierbarkeit der gemessenen Absorptionswerte erhalten. In niedri-
geren oder hoheren pH-Werten tritt eine grof3e Streuung der Mel3werte auf. Diese

Bereiche sind daher flr eine quantitative Aussage nicht geeignet.

Tabelle 4: Reproduzierbarkeit des Ninhydrintests nach Methode 3 bei unterschied-
lichen pH-Werten des eingesetzten Acetat-Puffers; Absorptionswerte bei 570 nm,
entsprechend 8 g BSA wurden bestimmi.

pH 9.0 pH 5.4 pH 5.0
Test 1 0.541 0.580 0.671
Test 2 0.782 0.516 0.538
Test 3 0.658 0.536 0.549

4.3.1.2 Optimierter Ninhydrintest: Eichgerade von |6slichem BSA

Aus der oben beschriebenen Untersuchung ergab sich folgende Methode al's optimal:
Hydrolyse des immobilisierten bzw. das |6slichen Proteinsin 1 ml 6 N HCI Uber Nacht
bei 100°C und anschlief3ende Umsetzung von 200 pl diesen Hydrolysats mit 200 pl
6 N Natronlauge und 600 pl 2.0 M Natriumacetat pH 5.4. Zur Bestimmung der
Eichgeraden des |6dlichen Proteins wurden jewells unterschiedliche Mengen (50-200
M) dieser Reaktionsmischung auf 200 pl Gesamtvolumen mit Wasser aufgefullt. Mit

dieser Mischung wurde der Ninhydrintest durchgeftihrt.

In Abbildung 11 ist die Eichgerade des |6slichen BSA dargestellt. Dabel wurde eine
grol3e Mel3wertedichte auf den Bereich bis zu einer Menge von 4.6 ug BSA gelegt. In
diesem Bereich sollten auch die Mel3werte des immobilisierten BSA liegen. Es wird
deutlich, dal3 im Mef3bereich eine gute Linearité zwischen der BSA-Menge und der
Absorption bei 570 nm erhalten wird.
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Abbildung 11: Eichgerade zur Bestimmung der BSA-Konzentration Uber den
Ninhydrin-Test. 20 pl einer 2%igen-BSA Losung wurden Uber Nacht bei 100°C mit
1 ml 6 N HCI hydrolysiert und anschlief3end wie folgt behandelt: Methode 3: Einsatz
von 200 pl BSA-Hydrolysat, Zugabe von 600 ul Acetat-Puffer pH 5.4 und 200 pl 6 N

NaOH.

4.3.1.3 Ninhydrintest an immobilisiertem BSA

Der Ninhydrintest am immobilisierten BSA wurde vergleichbar zum I6slichen BSA
durchgefiihrt. Das immobilisierte Protein (Vliesstiicke mit 1 cm?) wurde in 1 ml 6 N
HCI Gber Nacht bei 100°C hydrolysiert, wobel nach der Hydrolyse noch ein VVolumen
von 650 pl gemessen wurde. Anschlief?end wurden 200 pl dieses Hydrolysats mit
200 ul 6 N Natronlauge und 600 pl 2.0 M Natriumacetat pH 5.4 umgesetzt. Zur
Bestimmung des Proteingehats wurde der Ninhydrintest mit unterschiedlichen
Mengen (50-200 pl) dieser Reaktionsmischung, die jeweils auf 200 pl Gesamtvolumen
mit Wasser aufgefillt wurde, durchgefiihrt.

Abbildung 12 zeigt die Mefdwerte von Vliesstiicken mit 1 x 1cm? und 2 x 1 cm?. Dabel
wurde bel den unterschiedlichen Vliesgrofen eine gute Linearitdt zwischen den
unterschiedlichen Mengen an eingesetzter Reaktionsmischung und den Mef3werten der
Absorption bei 570 nm erhalten. Zudem wird deutlich, daf3 bei der doppelten Menge an

Vliesmaterial auch die doppelten Absorptionswerte erhalten wurden.
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Abbildung 12: Ninhydrintest zur Bestimmung der Menge an immobilisiertem BSA auf
den PET-Vliesen, die Vliese (1 cn: [} und 2 x 1cnv; @) wurden tber Nacht bei 100°C
mit 1ml 6 N HCI hydrolysiert und anschlief3end wie folgt behandelt: Methode 3:
Einsatz von 200 pl BSA-Hydrolysat, Zugabe von 600 pl Acetat-Puffer pH 5.4 und
200 ul 6 N NaOH, davon wurden jewells 50-200 pl mit Wasser auf 200 pl verdinnt
und zum Ninhydrintest eingesetzt.

Uber die MelRwerte aus Abbildung 12 I3t sich mittels der Eichgeraden, die anhand
von loslichem BSA bestimmt wurde (siehe Abbildung 11), die Menge an

immobilisiertem BSA auf dem PET-VIies abschatzen.

Tabelle 5. Absorption bel 570 nm nach dem Ninhydrintest und die daraus

resultierende Menge des auf PET-VIies immobilisiertem BSA.

Reaktions- | Abs. 570 nm, | Abs. 570 nm | Menge an BSA pro | Menge an BSA pro
mischung | VliesgroRe | VliesgroRe 1 cm? [ug] 2 x 1 cm? [ug]

[ul] 1cm? 2x 1cm?

50 0.063 0.101 34.85 55.87

100 0.109 0.204 30.15 56.43

150 0.159 0.336 29.32 61.96

200 0.214 0.439 29.60 60.71
Mittelwert 31.0+2.6 58.7+ 3.1
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In Tabelle 5 sind die abgeschétzten Mengen an immobilisiertem BSA dargestellt. Die
Gesamt-Mengen wurden jeweils auf das eingesetzte Vliesstiick berechnet. Dabei wird
deutlich, dal3 bel allen Messungen sehr vergleichbare Mengen resultieren. Es werden
ca. 30 pg BSA pro cm? Vliesoberflache auf dem PET-Vlies erhalten. Dies kann sowohl
mit der Messung von einem Vliesstiick mit 1 cm? as auch mit einem doppelt so
groRen Vliesstiick von 2 cm? bestdtigt werden. Um den Gehalt an kovalent-
immobilisiertem Protein abschétzen zu konnen, wurden in einem Kontrollexperiment
die Vliesstiicke vor dem Proteintest mit einer 1%igen SDS-Losung fir 10 min bel
100°C gekocht. Auf diese Weise |al}t sich das adsorbierte BSA entfernen, wobel das
kovaent-immobilisierte BSA zurtickbleibt (siehe 4.3.3).

4.3.2 Proteinbestimmung Uber den BCA-Test

Der BCA-Test basiert auf der Bildung eines stabilen violetten Kupfer-Komplexes. Bel
der Gegenwart von Proteinen wird Cu®* zu Cu* reduziert. Im alkalischen Milieu bildet
sich aus BCA und den Cu'-lonen der typisch violett gefarbte [Cu(BCA),]*-Komplex,
dessen Absorption bei 562 nm Uber einen grofe Bereich zur Proteinkonzentration
proportional ist. Die Reduktion von Kupfer wird dabel durch die Peptidbindungen und

durch oxidierbare Aminoséuren wie z.B. Tyrosin, Tryptophan oder Cystein verursacht.

4.3.2.1 Eichgerade von l6slichem BSA

Zur Bestimmung der Menge an immobilisiertem Protein, ist die Korrelation mit einer
bekannten Proteinmenge notwendig. Dazu wurde eine Eichgerade von [6slichem BSA
aufgenommen. Als Stammldsung wurden 1.0 mg/ml BSA in 0.1 M Kaliumphosphat
pH 7.5 gelost. 0 — 50 pl der Proteinlésung wurden vorgelegt und mit destilliertem
Wasser auf 50 ul aufgefillt. Zusétzlich wurden 950 pl einer Losung C, mit BCA und
CuSO, as Hauptbestandteile (siehe Kapitel 3.2.5.1) hinzugefigt. Nach einer Inku-
bationszeit von 30 min bel 37°C wurde die Absorption bel 562 nm gemessen.
Abbildung 13 zeigt die Eichgerade. Es wird deutlich, dal3 eine sehr gute Linearitét
zwischen der Menge an BSA und der erhaltenen Absorption bel 562 nm erhalten wird.
Im Absorptionsbereich zwischen 0 und 1.20 |3t sich die Menge an immobilisiertem
BSA bestimmen.
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Abbildung 13: Eichgerade zur Bestimmung der BSA-Konzentration Uber den BCA-Test
Es wurden O bis 50 pl einer BSA-Sammltsung vorgelegt (1 mg/ml), mit destilliertem
Wasser auf 50 pl augefillt und mit 950 pl der BCA-Testlésung C versetzt. Nach 30 min

Inkubation bei 37°C wurden die Proben bei 562 nm gegen Wasser gemessen.

4.3.2.2 BCA-Test an immobilisiertem Protein

Der grofRe Vorteil dieser Protein-Bestimmungsmethode liegt in der einfachen
Durchfihrung. Das mit BSA immobilisierte Vlies-Material wurde in 1 ml der BCA-
Testlosung C bel 37°C fur 30 min inkubiert. Anschlief3end wurde das Vlies entfernt
und die Absorption bel 562 nm gemessen. Durch einen Vergleich mit einer
Eichgeraden von I6slichem BSA konnte die Konzentration des auf dem Vlies

vorhandenen Proteins bestimmt werden.

Abbildung 14 zeigt eine sehr gute Korrlation zwischen der Vliesgrofe und der
Proteinmenge. Uber die Eichgerade aus Abbildung 13 148t sich die immobilisierte
BSA-Menge berechnen. Pro 1 cm?-Vlies waren etwa 25-30 pig Protein gebunden.
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Abbildung 14: BCA-Proteinbestimmung der mit BSA immobilisierten PET-Vliese. Die
Vliesstiicke mit der angegebenen GrofRe wurden mit 1 ml der BCA-Testlosung C

versetzt und nach 30 min Inkubation bei 37°C bei 562 nm gegen Wasser gemessen.

4.3.3 Vergleich von Ninhydrin- und BCA-Test

Aus der Beschreibung beider Testmethoden wird deutlich, dal3 die jeweilige Methodik
zu vergleichbaren Ergebnissen fuhrt. Bei der Proteinbestimmung werden etwa 30 g
BSA pro 1 cm?® Vlies erhalten. Der BCA-Test ist aber dank seiner einfachen Durch-
fuhrung dem Ninhydrin-Test klar vorzuziehen. Es sind keine Hydrolyseschritte nétig
und die Proteinmenge wird ohne weitere Verdinnung oder Nachbehandlung direkt mit
dem Vlies bestimmt. Allerdings handelt es sich bei der durch den jeweiligen Test
bestimmten Menge nicht um rein kovalent-immobilisiertes Protein; esist auch noch ein
groRerer Anteil an nicht kovalent angebundenem, adsorbiertem Protein enthalten. Um
diesen Anteil abschédzen zu kénnen, wurden in einem Kontrollexperiment die
Vliesstiicke vor dem Proteintest mit einer 1%igen SDS-L6sung fir 10 min bei 100°C
gekocht. Auf diese Weise 183t sich das adsorbierte BSA entfernen, wobei das koval ent-

immobilisierte BSA zurickbleibt.

Tabelle 6: BSA-Proteinmenge nach dem Ninhydrin- und dem BCA-Test. Unterschied

von immobilisiertem und adsorbiertem Protein (Menge pro 1 cm? PET-Vlies).

Vorbehandlung des Vlieses Ninhydrin-Test BCA-Test

ohne SDS 27,9 ug 28,6 g
mit SDS 16,1 ug 16,5 ug
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Aus Tabelle 6 wird deutlich, dal3 neben dem immobilisiertem BSA noch ein grol3er
Anteil von adsorbiertem BSA vorhanden war. Nach der Entfernung des nicht kovalent
gebundenen BSA werden etwa 60% des Ausgangswertes erhalten. Beide Methoden
liefern wiederum vergleichbare Ergebnisse und bestétigen einen Anteil von ca. 40 %

nicht kovalent gebundenem BSA.
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4.4 Bestimmung der Trypsin Aktivitat in Abhangigkeit der

ver schiedenen Spacer

Um die Effizienz der verschiedenen Synthesewege bewerten zu konnen, wurde die
Aktivitdt des immobilisierten Trypsins direkt nach der Immobilisierungsreaktion und
auch nach einer Woche Lagerung bei 4°C in 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 bestimmt.
Zur Bestimmung der Aktivitdt wurden N-Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilidhydro-
chlorid (BAPNA) und Azocasein als Substrat eingesetzt.

44.1 BAPNA als Substrat

Hierbel wurde die Aktivitat von Trypsin Uber die Zunahme der Absorption bel 405 nm
und 25°C verfolgt. Die Aktivitét wurde als pmol BAPNA definiert, das in einer

Minute bei einem Absorptionskoeffizienten €405 96201 (mol cm)™ hydrolysiert wird.

Zur Bestimmung des Absorptionsverlaufs Uber der Inkubationszeit wurde Trypsin tber
den BSA-Spacer immobilisiert und in seiner Aktivitét verfolgt. Nur wenn im linearen
Ast der Kurve gemessen wird, kann die Aktivitét auf die Menge an immobilisiertem
Trypsin bezogen werden. In Abbildung 15 ist der zeitliche Verlauf der Absorption bel
405 nm dargestellt. Es wird deutlich, dal3 der Mef3punkt bei 30 min noch innerhalb des
linearen Bereiches liegt und damit Aussagen lber die Trypsinaktivitét pro Zeit- und

Flacheneinheit zul a3t.
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Abbildung 15: Zeitlicher Verlauf der Absorption bel 405 nm, Immobilisierung des
Trypsins Uber den BSA-Spacer.
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Abbildung 16: Abhangigkeit der Absorption bei 405 nm von der Vliesgro6l3e, Messung
Uber das BABNA-Substrat nach 15 min, Immobilisierug des Trypsins tUber den BSA-

Spacer.

Abbildung 16 zeigt die Abhangigkeit der Absorption von der Grofde der eingesetzten
Vliese, die mit Trypsin Uber den BSA Spacer modifiziert wurden. Die einzelnen
Mef3punkte wurden mit 15 Minuten innerhalb des linearen Bereiches der Absorption
Uber der Zeit gewdhlt (siehe Abbildung 15). Daher ist der linearer Zusammenhang
zwischen den unterschiedlichen Vlief3grofien und der Absorption direkt in Verbindung
mit einer homogenen Vertellung des immobilisierten Proteins zu bringen. Je mehr
Trypsin auf der Vliesoberflache gebunden ist, bzw. je grofer die eingesetzten Vlies-
stiicke sind, desto schneller findet die Zersetzung des BAPNA-Substartes statt.

In Tabelle 7 sind die Ergebnisse der verschiedenen Immobilisierungstechniken mit den

unterschiedlichen Spacern im Uberblick dargestellt.

4.4.2 Azocasein als Substrat

Um die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms auf markomolekularen Substraten
(Azocasein) zu bestimmen, wurde das Vliesstiick (1 cm® in einer Lésung von
Azocasein bei 25°C inkubiert. Nach 30 Minuten wurde das Vlies enthommen und die
Absorption des Uberstandes bei 350 nm gegen eine Kontrollreaktion ohne Vlies
vermessen. Die Aktivitét ist definiert als die Menge Enzym, die unter Testbedingungen
eine Absorptionsénderung von 1 pro 30 min bewirkt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7
dargestellt.
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4.4.3 Aktivitat desimmobilisierten Trypsins

Zur Bestimmung der Aktivitdt anhand der unterschiedlichen Substrate wurden die
verschiedenen Synthesewege jewells mehrfach durchgefiihrt. Die zuvor beschriebenen
Kupplungsreaktionen (siehe Kapitel 4.2) erwiesen sich dabel als gut reproduzierbar.
Die Enzymaktivitdt der jeweils unabhangig voneinander immobilisierten Proben

variierte dabel um ca. 20%, wovon der Mittelwert in Tabelle 7 aufgetragen ist.

Tabelle 7. Abhangigkeit der Aktivitat des auf Polyesterviies FO 2413 (ber
verschiedene Spacer immobilisierten Typsins. Die Trypsin-Aktivitat wurde Uber das
Substrat N-Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid (BAPNA), als auch Uber das Azocasein-
Substrat bestimmt. (A) wurde direkt nach der Immobilisierung getestet, (B) wurde nach
Lagerung in 0.1 M Kaliumposphat pH 7,5 bei 4°C Uber eine Woche aufgenommen.

Trypsin-Aktivitét
Spacer Prote nge?alt BAPNA Azocasein
(hglem’) (umol/min/cm? [1L0?) (AE/cm?)
(A) (B)
direkte Immobilisierung 23,12 29 0,4 nicht detektierbar

Aldehyd-Dextran 11,26 49 3,9 0,13
PEG-Diamin 18,23 9,7 9,3 0,30
Amino-Dextran 33,52 11,3 10,0 0,33
BSA 38,17 15,0 14,2 0,45
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Es wird deutlich, dal3 das direkt gebundene Trypsin die niedrigste Aktivitét zeigte und
diese innerhalb einer Woche Lagerung fast vollsténdig verlor. Relativ kleine Werte
wurden auch bei der Immobilisierungsvariante Uber den Aldehyd-Dextran Spacer
erhalten. Diese Werte blieben allerdings innerhalb einer Woche Lagerzeit weitgehend
stabil. Die grofdten Ausbeuten an immobilisierter Trypsinaktivitét ergaben sich mit den
Spacern PEG-Diamin, Amino-Dextran und BSA. Sie zeigten innerhalb einer Woche
eine gute Lagerstabilitdt mit nur geringen Abnahmen der Enzymaktivitéten. Dabel
stellte sich der Weg tiber den BSA-Spacer als sehr effiziente Immobilisierungsmethode
heraus. Es wurden sowohl beim BAPNA-Test als auch mit dem Azocasein-Test die

hdchsten Werte erhalten.

4.4.4 Charakteriserung desimmobilisierten Trypsins

Die physikalischen und chemischen Eigenschaften des immobilisierten Trypsins
wurden jewells im Vergleich zum freien Enzym Uber verschiedene Stabilitétstests
untersucht. Da Trypsin, welches Uber die Spacer PEG-Diamin, Amino-Dextran und
BSA gebunden wurde, im Vergleich zum direkt immobilisierten Trypsin und dem auf
Aldeyd-Dextran-Spacer gebundenen Trypsin deutlich hohere Aktivitéten zeigte, wurde
im folgenden nur Uber die drei erstgenannten Spacer gebundenes Tryspin weliter

untersucht.

4.4.4.1 Temperaturstabilitat

Um den Einflul der Spacer PEG-Diamin, Amino-Dextran und BSA auf die
Temperaturstabilitdt des immobilisierten Trypsins zu untersuchen, wurde die Aktivitét
des Trypsins nach unterschiedlichen Inkubationszeiten bei 50°C in 0.1 M Kalium-

phosphat pH 7.5 bestimmt. Parallel dazu wurde |6sliches Trypsin untersucht.

Das Uber Spacer gebundene Trypsin zeigte dabei fast keine Veranderung der Aktivitét.
Es wurde ein nahezu stabiler Verlauf Uber der Inkubationszeit erhalten. Dabel fallt auf,
dal3 das Uber den BSA-Spacer immobilisierte Trypsin, auch nach Uber 6 h bei 50°C
praktisch den Ausgangswert besal3. Der Aminodextran-Spacer ergab ebenfalls kaum
abnehmende Aktivitatswerte. Trypsin, das Uber PEG-Diamin gebunden wurde, nahm
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zu Beginn der Inkubation leicht ab, zeigte im weiteren Verlauf wiederum ein stabiles

Verhalten und besal? nach 6 h bei 50°C noch etwa 80 % des Ausgangswertes (siehe
Abbildung 17).

Losliches Trypsin zeigte dem gegentber ein vollig anderes Verhalten. Schon nach
einer Inkubationszeit von 15 Minuten bei 50°C verlor es die Hélfte seiner
urspringlichen Aktivitét. Nach 30 Minuten sank die Aktivitdt auf ein Drittel des
Ausgangswertes, nach 1 h war schon ein Grolteil der Aktivitét verloren gegangen. Im
Vergleich zum immobilisierten Trypsin verlor |6sliches Trypsin im weiteren Verlauf

bis auf 6 h seine Aktivitét vollstandig.
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Abbildung 17: Temperaturstabilitt von immobilisiertem und |6slichem Trypsin. Freies
Trypsin (®, 25 ug/ml) und Vlies-Stiicke von jeweils 1 cnm? mit (iber den PEG-Diamin-
( ), Amino-Dextran- (A) und den BSA-Spacer () immobilisiertem Trypsin wurden bei
50°C in 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 inkubiert. Zu unterschiedlichen Zeiten wurden

reprasentative Proben gezogen, wobel die Enzymaktivitat tUber das BAPNA-Substrat
bestimmt wurde.
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4.4.4.2 pH-Stabilitét

Der Effekt der unterschiedlichen Spacer wurde ebenfalls in Hinsicht auf die pH-
Stabilitét im Bereich von pH 4 bis pH 12 untersucht. Dazu wurden die immobilisierten
PET-Vliese (1 cm?) fir jeweils 1 h bei Raumtemperatur in Theorell-Stenhagen-Puffer
mit den unterschiedliche pH-Werten gelagert. In Abbildung 18 sind die Aktivitéatswerte
nach Lagerung bel unterschiedlichen pH-Werten aufgetragen. Im Vergleich zum
[6slichen Trypsin wird ein bemerkenswerter Stabilisierungseffekt der Spacer deutlich.
Trypsin, das Uber Spacer immobilisiert wurde, zeigt eine hervorragende pH-Stabilitat
in einem weiten Bereich von pH 4 bis pH 11. Selbst bei einem pH-Wert von 12 bleiben
noch tber 50 % der Ausgangsaktivitdten erhalten. Dabei fallt auf, dal? sich das an
unterschiedlichen Spacer immobilisierte Trypsin sehr dhnlich verhielt. Ldsliches
Trypsin dagegen war nur in einem pH-Bereich von 4-6 stabil und besal? schon bei pH 7
nur noch 70 % seiner Ausgangsaktivitat. Uber einem pH-Wert von 9 verlor es seine
Aktivitét fast vollstandig. Dies zeigt, dal3 kleine pH-Werte weder auf die Aktivitét von
freilem Trypsin noch auf die Aktivitdt von immobilisiertem Trypsin einen Einfluf3
besitzen. Bei hoheren pH-Werten ist der stabilisierende Effekt der Spacer deutlich

sichtbar.
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Abbildung 18: Einflul? des pH-Wertes auf die Aktivitat des tber verschiedene Spacer
immobilisierten Trypsins im Vergleich zum pH-Verhalten von |6slichem Trypsin. Vlies-
Stiicke von 1 cm? wurden firr 1 h bei Raumtemperatur in unterschiedlichen pH-Werten
von pH 4 bis pH 12 inkubiert und anschlief3end mit 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 ge-
waschen. Direkt danach wurde die Aktivitét Uber das BAPNA-Substrat gestestet. PEG-
Diamin- ( ), Amino-Dextran- (A) und BSA-Spacer ([). Freies Trypsin (®, 25 ug/ml)

wurde bel den gleichen Bedingungen inkubiert und ver messen.

4.4.4.3 Stabilitét in Ethanol/Wasser

Nicht zuletzt fur technische Anwendungen ist sehr wichtig, dal3 die immobilisierten
Enzyme relativ harte Umweltbedingungen tolerieren konnen. Dazu wurde die Stabilitét
des immobilisierten Trypsins in Ldsungsmitteln mit unterschiedlicher Polaritét
untersucht. Das Uber verschiedene Spacer immobilisierte Trypsin wurde in Ethanol-
Wasser Losungen mit zunehmender Ethanol-Konzentration fir 30 Minuten bel
Raumtemperatur inkubiert. Solche Lésungen werden fir léngere Lagerung der Vliese
zur Verhinderung von mikrobiellen Befall eingesetzt. Abbildung 19 zeigt das
Verhalten der Enzymaktivitét in Losungen mit zunehmender Ethanol-K onzentration.

Dabel wird deutlich, dal3 in reinem Wasser durchweg sehr hohe Aktivitdtswerte
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erhalten wurden. Das I6sliche Trypsin verlor bei zunehmender Ethanol-Konzentration
deutlich an Aktivitét. Nach einer Inkubation von 30 Minuten in 60 % Ethanol waren
nur noch etwa 20 % der Ausgangsaktivitét erhalten. Noch hohere Ethanolkonzentration
fUhrten zum volligen Absinken der Aktivitét des freien Trypsins. Diese hohen Ethanol -

konzentration desaktivieren das freie Trypsin demnach vollstandig.

Das immobilisierte Trypsin dagegen besal’3 auch bei hohen Ethanolkonzentrationen
noch relativ hohe Aktivitdten. Selbst in 80 % Ethanol behielt das immobilisierte
Trypsin noch tber 80 % seiner urspriinglichen Aktivitét. Erst in 100 % Ethanol kam es
zum Absinken der Aktivitét, aber auf einem hohen Niveau von etwa 70-80 %. Es wird
deutlich, dal3 das Uber die verschiedenen Spacer immobilisierte Trypsin in schwach

polaren Losungen eine im Vergleich zum freien Trypsin stark verbesserte Stabilitét

besitzt.
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Abbildung 19: Sabilitdt von freiem (®, 25 pg/ml) und immobilisiertem Trypsin in
Ethanol/Wasser-Mischungen (v/v) mit unterschiedlichen Konzentrationen. PEG-
Diamin- ( ), Amino-Dextran- (A) und BSA-Spacer (0). Jeweils 1 cn? des modifizierten

Vliesmaterials sowie das freie Trypsin wurden bel Raumtemperatur fur 30 Minuten inkubiert,
die Aktivitat wurde anschlief3end Uber das BAPNA-Substrat bestimmt.
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4.4.4.4 Einfluld unterschiedlicher Lagerbedingungen

Fir eine technische Verwendung des immobilisierten Trypsins mufe eine einfache
Lagerform gefunden werden, die die Aktivitét des Enzyms stabil erhdt. Eine Mdglich-
keit dafir war die Trocknung der immobilisierten Enzyme direkt aus der wassrigen
Puffer-Losung. Die meisten Enzyme erleiden durch eine solche Behandlung grol3e
Verluste in ihrer Aktivitdt. Um die optimalen Lagerformen zu untersuchen, wurden die
Uber den BSA-Spacer immobilisierten Enzyme unter unterschiedlichen Bedingungen
getrocknet und anschliefdend in ihrer Aktivitét untersucht. Im Vergleich dazu wurden
andere Proben im feuchten Zustand ohne einen Trocknungsschritt untersucht. In
Abbildung 20 sind die Aktivitdten des Uber den BSA-Spacer immobilisierten Trypsins
nach den unterschiedlichen Behandlungen und einer Lagerung von 2 Wochen aufge-
tragen. Die besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn das Vlies nach der Immobili-
sierungsreaktion mit Wasser gewaschen und anschlief3end getrocknet wurde. Dabei
wurde das 1 cm?® groRRe Vliesstiick aus 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 entfernt und
dreimal mit 5 ml destilliertem Wasser gewaschen und anschlief3end mit einem Filter-
papier und an der Luft Gber Nacht bel Raumtemperatur getrocknet. Aus Spalte (1) der
Abbildung 20 wird deutlich, dal3 im Vergleich zu einer Referenzmessung direkt nach
der Immobilisierung die Aktivitét praktisch vollstandig erhalten bleibt.

Wourde das immobilisierte Trypsin tber 2 Wochen bei 4°C in 0.1 M Kaliumphosphat
pH 7.5 gelagert, so ist ebenfalls kein nennenswerter Verlust zur Ausgangsaktivitét
feststellbar (Abbildung 20, Spate 2). Wurde allerdings dieser Puffer vor dem
Trockenschritt nicht durch Waschschritte mit Wasser entfernt, so tritt nach der
zweiwochigen Lagerung ein deutlicher Aktivitdts-Verlust von Uber 50 % auf (Spalte
4). Eine Trocknung direkt aus dem Herstellungsprozef? heraus ist demnach nicht zu
empfehlen. Waschen von immobilisiertem Trypsin vor dem Trocknen mit einer
70 %igen Ethanol/Wasser-Mischung erhielt nach einer zweiwdchigen Lagerung im
trockenen Zustand 80 % der Aktivitdt (Spalte 3). Wurde dagegen auf den
Trocknungsschritt verzichtet und die Lagerung in einer 70 %ige Ethanol/\Wasser-
Mischung durchgefihrt, so trat ein deutlicher Aktivitats-Verlust auf (Spalte 5). Nach

zwei Wochen bei 4°C waren nur noch 43 % des Ausgangswertes mef3bar.




4 Ergebnisse 59

97
80
48
Il
2 3 4 5

Lagerbedingungen

100 -

80 ~

(2]
o
|

Enzym-Aktivitat (%)
D
o

N
o
|

Abbildung 20: Einflul? von verschiedenen Lagerbedingungen auf immobilisiertes
Trypsin, das Uber den BSA-Spacer gebunden wurde. Die Aktivitat direkt nach der
Immobilisierung (0.15 pmol/min/cny) diente als 100%-Referenz. Fir das Trocknen
wurde der Uberstand mit einem Filterpapier entfernt. Zur Aktivitatsmessung wurde
1 cn? Vlies mit 0.1 ml 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5 befeuchtet, die Aktivitat wurde
mittels des BAPNA-Substrates gemessen; (1) Waschen mit Wasser und Trocken,
Lagerung fur 2 Wochen bel Raumtemperatur; (2) zweiwdchige Lagerung in 0.1 M
Kaliumphosphat pH 7.5 bel 4°C; (3) Waschen mit 70 %igen Ethanol und Trocken; (4)
Trocken direkt nach dem Her stellungsprozef3 ohne zusétzliche Waschschritte; (5) zwei-

wochige Lagerung in einer 70 % Ethanol/Wasser-Mischung bel 4°C

4.4.45 Stabilitdt nach wiederholtem Einsatz

Fur einen Einsatz des immobilisierten Trypsins in technischen Prozessen ist wichtig,
dald das Trypsin seine Aktivitdt auch nach wiederholten Einsétzen beibehdt. Um
solche Einsdtze zu simulieren, wurde das Trégermaterial mit 0.1 M Kaliumphosphat
pH 7.5 mehrmals gewaschen, wobe die Aktivitdt des Uber den BSA-Spacer
immobilisierten Trypsins mittels des BAPNA-Substrats nach den Waschvorgangen

jewells neu bestimmt wurde. Die direkt nach dem Herstellungsprozef3 gemessene
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Aktivitét diente as Referenz fir 100 %.

Aus Abbildung 21 wird deutlich, daf3 die wiederholten Waschvorgéange, die sich nach
einer Verwendung des Trypsins zur Spaltung des BAPNA-Substrates bzw. zur gleich-
zeitigen Messung der Aktivitdt anschlossen, keinen wesentlichen Einflu? auf die
resultierende Aktivitdt besallen. Damit kann immobilisiertes Trypsin wiederholt
eingesetzt werden, ohne Einbuf3en in seiner Aktivitat zu erleiden. Ein wesentlicher
Vortell zur léslichen Variante besteht hierbel in einer leichten Abtrennung des

immobilsierten Trypsins von der Testmischung.
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Abbildung 21: Einflu’ einer mehrmaligen Verwendung des Uber den BSA-Spacer
immobilisierten Trypsins. Das 1 cnt groRe Vliesstiick wurde mit BAPNA als Substrat
getestet und anschlief?end jeweils dreimal mit 0.1 M Kaliumphosphat pH 7.5
gewaschen und wiederholt getestet.




4 Ergebnisse 61

4.45 Reaktionsverfolgung mittels NM R-Spektroskopie

Um den Verlauf der durchgeftihrten Synthese verfolgen zu kdnnen, wurde im Falle der
Bindung des Trypsins Uber den BSA-Spacer die NMR-Spektroskopie herangezogen.
Da bei der Immobilisierung auf Vliesmateriaien feste, unldsliche Stoffe untersucht
werden, mul3 eine spezielle Techink der NMR-Spektroskopie, die sogenannte
Festkorper-NM R-Spektroskopie, zum Einsatz kommen.

4.45.1 H-Festkorper-NM R-Spektroskopie

Um in Festkorpern ein gut aufgeldstes Spektrum zu erhalten, wurde das sogenannte
»Magic Angle Spinning* (MAYS) eingefiihrt. Dabei wird die Probe im Magnetfeld um
den magischen Winkel von 54.7° rotiert. Zusétzlich kann durch eine Steigerung der
Beweglichkeit der zu untersuchenden Kerne eine deutliche Linienverschmalerung
erreicht werden. Dazu wurden die Proben jewells in CDCl; suspendiert und somit im

aufgeschldmmten Zustand vermessen.

In Abbildung 22 sind die '"H-MAS-NMR-Spektren der unterschiedlichen Synthese-
schritte bei der Anbindung des Trypsins Uber den BSA-Spacer dargestellt. Wie schon
in Kapitel 4.1 beschrieben, besteht das Vliesmaterial aus Polyesterfasern. Das
Spektrum des reinen, unbehandelten Vliesmaterials zeigt daher nur die Resonanzen der
Ethylenglykoleinheiten bei 4.7 ppm (c), as auch die Signale der aromatischen H-
Atome der Terephthalsaurereste bei 8.1 ppm (b). Zusétzlich sind noch Signale von
CHy- und CHs-Endgruppen im Spektrum zu erkennen. Das hydrolysierte Vlies zeigt
einen grof3en Peak bei 4.7 ppm, der einerseits durch die nun beweglicheren Ethylen-
glykoleinheiten, anderseits aber auch durch Hydroxylgruppen (auch Wasser)
verursacht werden kann. Die Aktivierung mit N-Hydroxysuccinimid kann im Spektrum
ebenfalls nachvollzogen werden. Ein zusdtzlicher Peak bei 3.7 ppm deutet die
Anbindung des N-Hydroxysuccinimids an die PET-Oberfl&che an.
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Abbildung 22: 'H-NMR-Spektroskopie zur Reaktionsverfolgung der Bindung von
Trypsin Uber den BSA-Spacer; die Messungen erfolgten in suspendiertem Zustand

(CDCl3) und Rotation um den magischen Winkel (Rotationsfrequenz = 10000 Hz).
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Nach der Bindung des BSA-Spacers ist im Spektrum nur noch ein kleines Restsignal
bei 3.7 ppm sichtbar. Dies deutet darauf hin, dal3 die Umsetzung mit BSA nahezu
vollsténdig ablauft. Zusétzlich tritt ein breites Signal bel 5.1 ppm auf, das wiederum
durch Wassermolekiile, als auch durch den gebundenen BSA-Spacer veruracht werden
kann. Aufgrund der eingeschréankten Mobilitét konnen dabei im *H-Festkérper-NMR-
Spektrum keine einzelnen Signale des BSA-Spacers aufgel 6st werden.

Das Spektrum des trypsin-gebundenen Vlieses zeigt keine wesentlichen Veranderung
mehr. Es sind wiederum Signale von aromatischen Wasserstoffatomen (Terephthal-
saure des PET-Vlieses als auch aromatische Aminosauren des BSA und Trypsins)
sowie das Signal der Ethylenglycoleinheiten bel 4.7 ppm als Schulter sichtbar. Zusétz-
lich tritt ein breites Signal bel 5.1 ppm auf, das hauptséchlich durch Resonanzen von

Hydroxylgruppen (auch Wasser) verursacht sein dirfte.

Prinzipiell ist die Konzentration an Uber den BSA-Spacer gebundenen Trypsin aber
gering. Daher zeigen die 'H-NMR-Spektren hauptsichlich die Signale des PET-
Tréagermaterials, das in wesentlich grofRerer Konzentration vorliegt und somit die
Spektren dominiert. Die Signale des BSA-Spacers als auch des Trypsins liegen dank
der mehr unbeweglichen grofRen Molekiile mit starken Dipolwechselwirkungen eher im
Untergrund des Spektrums mit sehr breiten Signalen.

4.45.2 BC-Festkorper-NM R-Spektroskopie

Aus den *C-NMR-Spektren in Abbildung 23 wird deutlich, daR die verschiedenen
Synthesewege keinen wesentlichen Einflul3 auf die chemische Struktur des Trager-
materials besitzen. In den Spektren des unbehandelten PET-Vlieses, des hydrolysierten
Vlieses, als auch der mit Succinimid aktivierten und mit BSA und Trypsin umgesetzten
Polyesterfasern treten keine wesentlichen Unterschiede auf. Dies bedeutet, dali
wahrend der Synthese die Grundstruktur des PET-Materials erhaten bleibt. Es sind
jeweils die Signale der Ethylenglykoleinheiten bei ca. 61 ppm, als auch die Signale des
Terephthal sduregrundgertistes bei 130 und 133.5 ppm sowie deren Carboxyleinheiten
bei 163 ppm sichtbar. Wegen der geringen Konzentration der Proteine sind diese im
Spektrum nicht aufldsbar.
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Abbildung 23: **C-NMR-Spektroskopie zur Reaktionsverfolgung der Anbindung von
Trypsin Uber den BSA-Spacer; die Messungen erfolgten in suspendiertem Zustand

(CDCl5) und Rotation um den magischen Winkel (Rotationsfrequenz = 10000 Hz).
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4.4.6 Untersuchung mittels SEM-Aufnahmen

Uber die Aufnahme von SEM (Scanning electron microscope)-Bildern lassen sich die
verschiedenen Syntheseschritte zur Darstellung des immobiliserten Trypsins optisch

verfolgen. Auf diese Weise wurde die Reaktionsfihrung Uber BSA as Spacer

charakterisiert.

Abbildung 24: SEM-Aufnahmen (kleine Vergrofderung: skalierter Auschnitt 500 pm)
des Polyesterviieses FO 2413: (a) unbehandeltes Vlies, (b) hydrolysiertes Vlies, (c) mit
N-Hydroxysuccinimid aktiviertes Vlies, (d) mit BSA-Spacer immobilisiertes, (e) mit

Trypsin via BSA-Spacer gebundenes Vlies.
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Die SEM-Aufnahmen mit einem skalierten Ausschnitt von 500 pum zeigen keine
wesentlichen Unterschiede der Struktur des PET-Vlieses nach den unterschiedlichen
Behandlungen. Aus Abbildung 24 wird deutlich, da3 die Struktur des verwendeten
Vliematerials als eine verwobene Struktur einzelner Fasern beschrieben werden kann,

welche ungeordnet Uber- und untereinander liegen.

)|

Al

Abbildung 25: SEM-Aufnahmen (mittle VergrofRerung, skalierter Ausschnitt 100 pm)
des Polyesterviieses FO 2413: (a) unbehandeltes Vlies, (b) hydrolysiertes Vlies, (c) mit
N-Hydroxysuccinimid aktiviertes Vlies, (d) mit BSA-Spacer immobilisiertes, (e) mit

Trypsin via BSA-Spacer gebundenes Vlies.
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Abbildung 26: SEM-Aufnahmen (hohe VergrolRerung, skalierter Ausschnitt 10/20 pm)
des Polyesterviieses FO 2413: (a) unbehandeltes Vlies, (b) hydrolysiertes Vlies, (c) mit
N-Hydroxysuccinimid aktiviertes Vlies, (d) mit BSA-Spacer immobilisiertes, (e) mit

Trypsin via BSA-Spacer gebundenes Vies.

Die in Abbildung 25 gezeigten Aufnahmen mit einem skalierten Ausschnitt von
100 um bestdtigen nochmals, dald auch bei einem genaueren Blick auf die
Faserstruktur (Aufnahmen mit hoéherer VergrofRerung), keine Auswirkungen der
Behandlungsmethoden auf die Struktur der PET-Vliese festzustellen sind. Im
Gegensatz dazu, ist bei der Verwendung einer noch hoheren Vergrolderung ein
Unterschied nach den chemischen Modifizierungen zu erkennen. In Abbildung 26 sind

die Aufnahmen mit einem skalierten Ausschnitt von 10 bzw. 20 um dargestellt. Dabel
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sind sich die Aufnahmen vom Ausgangsmaterial (PET-Vlies FO 2413), dem
hydrolysierten PET-Vlies as auch vom N-hydroxysuccinimid aktivierten Vlies sehr
ahnlich. Die einzelnen Fasern zeigen jewells eine relativ glatte, unstrukturierte Ober-
flache. Selbst die Behandlung des Vlieses mit 3.65 M Salzsdure bei 50°C fir eine
Stunde hat keinen strukturverandernden Einflul® auf die PET-Fasern. Die Aufnahmen
sowohl der mit BSA als Spacer gebundenen Vliese wie auch der mit Trypsin auf den
BSA Spacer modifizierten Vliese zeigen ebenfalls ein dhnliches Verhalten. Auf den
Oberflachen der einzelnen Fasern sind im Vergleich zum unmodifizierten, hydro-
lysierten und aktivierten Vlies deutliche Veranderungen zu erkennen. Die Fasern er-
scheinen weniger glatt und zeigen verschiedene Struktureinheiten auf ihrer Oberflache,

die durch die Modifizierungsreaktionen verursacht werden.
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4.5 Anwendung desimmobilisierten Trypsins

451 Abbau von Geatine

Der Abbau der Gelatine kann zum einen Uber den Ninhydrintest verfolgt werden (vgl.
Kapitel 3.2.3.3). Zum anderen |43t sich die Molmasse der Gelatine Uber die Size-
Exclusion-Chromatographie (SEC) untersuchen (Gao & Groves, 1998; Farrugia &
Groves, 1999). Durch Vergleiche von Gelatine, die mit den auf Vlies immobilisierten
Enzymen behandelte wurde, mit unbehandelter Gelatine kann so die Abbaureaktion
durch Trypsin genau studiert werden. Zudem konnen die Abbauprodukte auch in der

Reversed Phase-HPL C untersucht werden.

45.1.1 Charakterisierung tber den Ninhydrintest

Der Ninhydrintest wurde zur Untersuchung der Abbauprodukte von Gelatine
herangezogen. Feuchtes, Uber BSA-Spacer mit Trypsin immobilisiertes PET-Vlies
(1 cm?) wurde auf Gelatineplatten mit 3.5 cm Durchmesser und einer Schichtdicke von
ca. 1 mm gelegt und fur unterschiedliche Zeiten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Platten wurden auf Eis gekhlt, um die nicht gespaltene Gelatine zu verfestigen. Dann
wurden 2 ml destilliertes Wasser vorsichtig auf die Oberflache gegeben und das Vlies
wurde abgehoben. Der Uberstand wurde mit dem Ninhydrintest untersucht. Als

Leerwert diente en unbehandeltes Vlies.

In Tabelle 8 sind die Absorptionswerte nach unterschiedlichen Inkubationszeiten
dargestellt. Bereits der Leerwert zeigte eine betrachtliche Absorption. Dies kann darauf
zuriickgefuhrt werden, dal? einige freilen Aminogruppen der Gelatine mit Ninhydrin
reagierten. Im Vergleich dazu zeigte ein nur mit dem BSA Spacer immobilisiertes
Vlies nach Kontakt mit der Gelatineoberflache sehr &hnliche Absorptionswerte. Daraus
kann geschlossen werden, dal3 nur durch das BSA keine Spaltung der Gelatine
stattfand. Wurde die Gelatineoberfléache alerdings mit immobilisiertem Trypsin in
Kontakt gebracht, so erfolgte mit zunehmender Zeit eine fortschreitende Spaltung der

Gelatine. Die erhaltenen Werte lassen auf3erdem auf en nahezu lineares Verhalten der
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Abbaugeschwindigkeit innerhalb der Mef3punkte schlief3en.

Durch den Ninhydrin-Test 1&t sich demnach die proteolytische Wirkung des Trypsins

auf die Gelatine nachwel sen.

In Abbildung 27 ist die Wirkungsweise des immobilisierten Trypsins verdeutlicht. Nur
die Gelatine, die direkten Kontakt mit dem modifizierten Vlies (Trypsin tber den BSA
Spacer gebunden) besal3, wurde verflissigt. In der Abbildung ist der Bereich, der von
dem viereckigen Vliesstiick abgedeckt wurde, nach dessen Entfernung sehr gut zu
erkennen. Die verflissigte Gelatine wurde vom Vlies weitgehend aufgenommen und

ist in der Abbildung nicht mehr zu erkennen.

Tabelle 8: Untersuchung der Abbauprodukte nach Kontakt verfestigter Gelatine mit
immobilisiertem Trypsin, Ninhydrintest bei 570 nm mit unter schiedlichen Inkubations-

zeiten bei Raumtemperatur.

Absorption Leerwert BSA-Vlies I nkubationsdauer [h]
(570 nm) 1 2 3 4
absolut 0,224 0,228 0,415 0,720 0,886 1,353
abzuglich 0 0,004 0,191 0,496 0,662 1,129

Leerwert




4 Ergebnisse 71

Abbildung 27: Wirkungsweise des immobilisierten Trypsins auf verfestigter Gelatine.
Ein mit Trypsin immobilisiertes Vliesstiick (1 cm?) wurde fir 3 h bei 25°C auf die
Gelatineplatte aufgelegt. Nach der Entfernung des Vliesstlickes zeichnete sich auf der
Kontaktflache eine deutliche Vertiefung ab.

4.5.1.2 Charakterisierung mittels der Size Exclusion Chromatographie

45.1.2.1 Kalibrierung

Mit Hilfe der Methode der SEC lassen sich die Molmassen von Proteinen bestimmen.
Die Proteine werden dabel in der mobilen Phase gel6st und trennen sich nach Grofe
auf, wobei grofere Moleklle vor kleineren eluieren (Hefti, 1992; Jenik & Porter,
1981). Die Retentionszeiten von den verwendeten Standard-Proteinen sind in Tabelle 9
dargestellt. Trypsin mit einer relativ kleinen Molmasse eluiert nach 9.3 min, wéhrend

Catadlase mit einer Molmasse von ca. 240 kDa bereits nach 7 min €uiert. Die
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Messungen wurden jewells 3 mal wiederholt und zeigen eine gute Reproduzierbarkeit.
In Abbildung 28 sind die Mittelwerte der Retentionszeiten der verwendeten Standard-

proteine in Abhangigkeit der Molmasse aufgetragen.

Tabelle 9: Retentionszeiten von Standard-Proteinen mit bekannter Molmasse zur Be-
stimmung der Eichgerade der SEC-Chromatographie auf einer TSK3000-SAule;
mobile Phase: 0.08 M Natriumphosphat, pH 7.0 mit 0.32 M NaCl und 20 % Ethanol
(viv), FluRrate: 1 mi/min, die Detektion der Proteine erfolgte bei einer Wellenlange

von 280 nm, es wurden 20 ul einer 0.1 %ige Protein-Losung in der mobilen Phase

eingespritzt.
Standardproteine Mr [kDa] Retentionszeit [min]

Catalase 240 6.94 (+ 0.04)

LDH 140 7.57 (+ 0.03)

BSA 64.5 9.22 (+ 0.00)
o-Amylase 50 8.91 (x 0.07)
Thermolysin 37 9.29 (+ 0.05)
Trypsin 23 9.68 (+ 0.23)
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Abbildung 28: Beziehung zwischen der Retentionszeit und dem Logarithmus der
Molmasse flr Standardproteine zur Ermittlung der Eichgeraden zur Bestimmung der

Molmasse von Gelatine auf einer TSK 3000 Sule.

Auf den meisten kommerziell erhdltlichen Size-Exclusion-Saulen, die mit reinen
Phosphatpuffern betrieben werden, bleiben viele Proteine langer auf den Saulen als
ihrer Molmasse entspricht. Solche verlangerte Retentionszeiten gehen meist auf das
Konto von ionischen und hydrophoben Wechselwirkungen mit der stationéren Phase
des Sdulenmaterials. Die ionischen Wechselwirkungen wurden bel dieser Unter-
suchung durch eine hohe Ionen-Konzentration im Losungsmittel, die hydrophoben
Wechselwirkungen durch die Zugabe von Ethanol minimiert. Mit dieser mobilen Phase
wurde ab einem Molekulargewicht von 40 kDa eine gute lineare Korrelation zwischen
der Retentionszeit und dem Logarithmus der Molmasse verschiedener Standard-

proteine erreicht (siehe Abbildung 28).

45.1.2.2 Bestimmung der Molmasse der nativen Gelatine

Zur Charakterisierung der nativen Gelatine wurde eine unbehandelte Probe mittels der
Size-Exclusion-Chromatographie untersucht. Dazu wurden 20 ul einer 0.1 %igen
L6sung der Gelatinein 0.2 M TrissHCI pH 7.5 auf die Séule gegeben. In Abbildung 29
ist das Profil der Gelatine dargestellt. Die Hauptmasse der Gelatine eluiert als eine

Bande nach einer Retentionszeit von 8.6 Minuten (Peak C) und kann damit einer
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Molmasse von etwa 90 kDa zugeordnet werden. Dies &3t sich dem GrofRenbereich der
a-Ketten zuordnen (vgl Tabelle 1). Eine Schulter bei etwa 7 Minuten entsprechend
einer Molmasse von 210 kDa liegt im Grolenbereich der 3-Ketten.

Abs. 280 nm

é 4 6 8 1I0 1I2 1I4 1I6 ll8
min
Abbildung 29: Sze-Exclusion-Chromatographie von Gelatine G-20 auf einer TSK3000
Sule. Als mobile Phase diente 0.08 M Natriumphosphat, pH 7.0 mit 0.32 M NaCl und
20 % Ethanol (v/v). Als Flulrate wurde 1 ml/min gewahlt, die Absorptionsmessung
erfolgte bei einer Wellenlange von 280 nm. Es wurden 20 pl 0.1 % Gelatine gel6st in

0.2 M Tris-HCI, pH 7.5 aufgetragen.

Im Bereich sehr hoher Molmassen traten zusétzlich ein Peak von ca. 340 kDa (Signal
B) und eine Schulter von tber 450 kDa (Signal A) auf. Diese beiden Signale konnten
unzerstorten oder renaturierten y-Ketten und hochmolekularen Bestandteilen (e-
Anteilen) zugeordnet werden. Beide konnten sich nach dem Herstellungsprozef3 der
Gelatine bilden. Proteine mit diesen sehr hohen Molmassen werden aus Multimeren
von o-Ketten geformt und entstehen wahrscheinlich durch den abschlief3enden
Abkuhlvorgang im Herstellunsgprozess der Gelatine durch Vernetzungsvorgange aus

o-, B- und y-Ketten.
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Im geringen Grofdenbereich sind zwel Schultern mit Molmassen von unter 50 kDa zu
erkennen. (siehe Abbildung 29, Peak D und E). Diese Proteine entstanden wahr-
scheinlich durch Degradation des K ollagens wahrend des Herstellungsprozesses.

45.1.2.3 ldentifizierung von Abbau-Produkten der Gelatine durch SEC

Die Wirkung des mit Trypsin modifizierten Vlieses auf Gelatine wurde mittels der
SEC an den Abbau-Produkten nach einem direkten Kontakt der Gelatineoberflache mit

dem immobilisierten Trypsin untersucht.

Zum Test der Aktivitdt der immobilisierten Enzyme wurde das feuchte Vlies auf
Gelatineplatten gelegt. Dazu wurde 1 ml einer Lésung von 33 % Gelatine in 0.2 M
TrisHCl pH 7.5 bel 60°C gelost und auf Sterilplatten von 3.5 cm Durchmesser
gegossen. Ein Stiick Vliesmaterial (1 cm?) wurde mit 0.1 ml TrisHCl pH 7.5
befeuchtet und fir 1 h be Raumtemperatur in direkten Kontakt mit der Gelatine-
oberflache gebracht. Anschlief3end wurden die Abbauprodukte der Gelatine mit 500 pl
0.2 M Tris-HCI pH 7.5 aufgenommen, wovon 20 pl nach Sterilfiltration auf die SEC-
Séule gespritzt wurden.

Abbildung 30 zeigt das erhatene Chromatogramm. Dabei ist ein deutlicher Peak von
340 kDa zu erkennen, der wiederum auf y-Ketten zurtickgeftihrt werden kann (Peak-
B). Im Bereich von Retentionszeiten von Uber 8 Minuten sind mehrere Peaks und
breite Schultern zu erkennen. So ist ein deutliches Signal bel einer Retentionszeit von
Uber 13 min sichtbar (Peak F). Im Vergleich zum Chromatogramm der unbehandelten
Gelatine (siehe Abbildung 29) wurde demnach ein deutlich erhohter Anteil an nieder-
molekularen Bestandteilen erhalten. Die langen Retentionszeiten zeigen die Protein-
und Peptideinheiten der Abbauprodukte mit Molmassen von deutlich unter 50 kDa an.
Zusatzlich ist zu erkennen, dal3 kein eindeutiger Peak der a-Ketten mehr auftritt.
Vielmehr wurde ab einer Retentionszeit von 6 min ein ganzer Bereich von Molekllen
mit abnehmender Grof3e erhalten. Da sich die verwendete Saule in diesem Bereich der
Molmasse nicht mehr im linearen Bereich befindet, ist eine Zuordnung zu bestimmten
Molekilgrofien nur ndherungsweise moglich. Die Signale bei kirzeren Retentions-

zeiten zeigen, dal3 in den Abbauprodukten noch héhermolekulare Gelatinebestandteile
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enthalten waren. Der Peak bei ca. 5 min zeigt einen noch hohen Antelle an y-Ketten.

Abs. 280 nm

Bereich mit langen
Retentionszeiten

"2 4 6 8 10 12 14 16 18
min
Abbildung 30: Chromatogramme der Gelatine-Abbauprodukte nach Behandlung mit
immobilisiertem Trypsin; Saule TSK3000; mobile Phase: 0.08 M Natriumphosphat,
pH 7.0 mt 032 M NaCl und 20 % Ethanol (v/v), Flurate: 1 ml/min,
Absorptionsmessung bei 280 nm; 20 ul Gelatine-Abbauprodukte wurden in 500 pl

mobiler Phase aufgenommen.

45.1.3 Charakterisierung mittels der Reversed-Phase-HPLC

Da die SEC keine definierten Abbauprodukte ergab, wurde versucht, mit Hilfe der
Reversed-Phase HPLC Chromatographie den durch Kontakt mit dem trypsin-
immobilisierten Vlies hervorgerufenen Abbau der Gelatine qualitativ nachzuweisen.
Die RP-HPLC verwendet hydrophobe, relativ unpolare stationére Phasen, vor allem
Kieselgele mit chemisch gebundenen Liganden unterschiedlicher Struktur, Funktio-
nalitdt und Kettenlange. Als mobile Phase werden hydrophile Solventien verwendet,
meist Gemische aus Wasser oder wassriger Pufferlésung und einem organischen
Losungsmittel wie Acetonitril, Methanol oder Tetrahydrofuran. Wéhrend bel der
lonenaustausch-, der lonenpaar- und der Adsorptionschromatographie an polaren

stationdren Phasen Dipol-Dipol- und ionische Wechsalwirkungskréfte fur die
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chromatographische Trennung verantwortlich sind, beruht der Trennmechanismus der
RP-HPLC prinzipiell auf ungerichteten dispersen Wechselwirkungen der gelOsten

Probensubstanzen mit der stationaren Phase.

45.1.3.1 RP-HPLC an nativer Gelatine

Native Gelatine wurde auf einer C-18 Saule aufgetrennt. Vergleichbar zu den SEC-
Experimenten wurde eine 0.1 % Ldsung der Gelatine in 0.2 M TrissHCI pH 7.5
hergestellt und 20 pl davon auf die Saule gegeben. In Abbildung 31 ist das

Chromatogramm dieses Versuchs dargestellt.

>

Abs. 215 nm
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Abbildung 31: Elutionsprofil von nativer Gelatine nach Auftrennung durch eine C-18
Saule mit einer mittleren KorngrofRe von 5 pm und einer PorengréRe von 300 A bei
einer Fluf¥rate von 1 ml/min. Die Detektion erfolgte bei 215 nm, Gradient: 5-30 % B in
70 min (A: 0.05% TFA in Wasser, B: Acetonitril/0.045 % TFA in Wasser 90:10).

Das Chromatogramm zeigt mehrere Signale nach Retentionszeiten von lber 40
Minuten. Dies bedeutet, dal3 die verwendete Gelatine aus Proteinen mit relativ grof3er
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Molmasse aufgebaut war. Diese Proteine besitzen einen unpolaren Charakter und
zeigten somit starke Wechselwirkungen mit dem unpolaren Trégermaterial der HPLC-
Saule. Zudem wird deutlich, dafld innerhalb der Gelatine eine Viel zahl unterschiedlicher

Fragmente vorkamen.

45.1.3.2 RP-HPLC an den Abbauprodukten der Gelatine

Wie im Falle der SEC beschrieben (siehe Kapitel 4.5.1.2.3), wurden Gelatineplatten in
direkten Kontakt mit trypsin-immobilisietem Vlies gebracht. Die Abbauprodukte der
Gelatine wurden wiederum mit 500 pl 0.2 M Tris-HCI pH 7.5 aufgenommen, wovon
20 pl nach Sterilfiltration auf die RP-Saule gespritzt wurden. Im Vergleich zu den
langkettigen Proteineinheiten der nativen Gelatine G20 werden bel diesem Versuch
kleinere Bruchstlicke erwartet. Kleinere Fragmente sollten aufgrund der im Vergleich
zu langkettigen Proteinen erhéhten Polaritét eine geringere Wechselwirkungsstarke mit
der stationaren Phase und damit kleinere Retentionszeiten besitzen. Je nach Gradient
und damit je nach Polaritdt der verwendeten mobilen Phase eluieren die einzelnen

Abbauprodukte zu unterschiedlichen Retentionszeiten.

In den Abbildung 32 und Abbildung 33 sind zwel unabhangige HPL C-Trennungen der
Gelatine-Abbauprodukte dargestellt. Aus beiden HPLC-Laufen mit Gradienten
unterschiedlicher Laufzeiten wird klar, dal3 im Vergleich zur nativen Gelatine eine
deutlich erhohte Peakanzahl erhaten wird. Die zahlreichen Signale konnen auf die
unterschiedlichen Bruchstiicke der Gelatine-Abbauprodukte zurtickgefihrt werden.
Die Retentionszeiten héngen wiederum stark von den zur Auftrennung eingesetzten
Parametern ab. Daher werden in den HPLC-Trennungen der Abbauprodukte im
Vergleich zur Trennung der nativen Gelatine deutlich verminderte Retentionszeiten
erhalten. Wird zur Auftrennung der Gelatineabbauprodukte ein leicht verénderter
Gradient engesetzt (vgl. Abbildung 31 und 32), so resultieren ebenfalls
unterschiedliche Trennergebnisse. Diese lassen sich mit der unterschiedlichen Polaritéat

der mobilen Phase erkléaren.
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Abbildung 32: RP-HPLC-Trennung der Gelatine nach Abbau durch immobilisiertes
Trypsin; C-18 Saule (5 pm, 300A), FluRrate 1 mi/min, Detektion bei 215 nm,
Gradient: 5-30 % B in 60 min (A: 0.05 % TFA in Wasser, B: Acetonitril/0.045 % TFA

in Wasser 90:10)
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Abbildung 33: RP-HPLC-Trennung der Gelatine nach Abbau durch immobilisiertes
Tryspin; C-18 Saule (5 um, 300A), FluRrate 1 ml/min, Detektion bei 215 nm,
Gradient: 5-30 % B in 70 min (A: 0.05 % TFA in Wasser, B: Acetonitril/0.045 % TFA

in Wasser 90:10)




80 4 Ergebnisse

4.5.2 Abbau von (3-Casein

Um die Wirksamkeit der mit Trypsin immobilisierten Vliese auf die Abbaureaktion
von (-Casein zu untersuchen, wurden dessen Abbauprodukte mittels der RP-HPLC
gualitativ verfolgt. Im Vergleich zum Uber den BSA-Spacer immobilisierten Trypsin
wurde dabel zusétzlich |6sliches Trypsin in seiner proteolytischen Wirkung auf das
Casein betrachtet. Auf diese Weise sollen Unterschiede von |6slichem und immobili-
siertem Trypsin im Abbau von B-Casein erkannt werden. In einem ersten Schritt mufite
dlerdings erst das Verhalten des l6dlichen sowie des immobilsierten Trypsins unter
Einwirkung der Inkubationsbedingungen ohne das [-Casein-Substrat untersucht
werden. Nur auf diese Weise konnte beurteilet werden, ob die Spaltprodukte vom

Substrat oder gar vom Enzym selbst herrhren.

45.2.1 RP-HPLC an |6slichem Trypsin ohne B-Casain-Substrat

Zur Untersuchung der proteolytischen Wirkung des Trypsins auf das 3-Casein-Substrat
wurden die im folgenden beschriebenen Proben jeweils Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Bei diesen Bedingungen findet eine Autoproteolyse von l6slichem Trypsin statt, bel
der sich das Enzym selbst in mehrere Fragmente zerlegt. Die Starke dieser
Abbaureaktion wurde mittels der HPLC verfolgt. In Abbildung 34 ist das Chromato-
gramm des l6slichen Trypsins nach Inkubation tber Nacht bel 37°C ohne Vorhanden-
sein des 3-Casein-Substrats dargestellt. Es wird deutlich, dal3 eine Vielzahl an unter-
schiedlichen Fragmenten im Chromatogramm enthalten sind. So treten einerseits
Banden bel kleineren Retentionszeiten auf. Diese Signale kdnnen kleineren Bruch-
stiicken des Enzyms zugeordnet werden. Bel grofderen Retentionszeiten dagegen liegen
noch grof3e unpolare Peptidfragmente vor, die eine wesentlich starke Wechselwirkung

mit dem unpolaren RP-Saulenmaterial eingehen.

Prinzipiell wird deutlich, dal3 eine Inkubation Uber Nacht schon zu einer deutlichen

Autoproteolyse des |6slichen Trypsins fihrt.
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Abbildung 34: RP-HPLC-Chromatogramm des |6slichen Trypsins nach Inkubation
Uber Nacht bei 37°C ohne das -Casein-Substrat; C-18 Saule (2 pm, 300 A); Saule;
0.3 x 125 mm. Als Fluf¥rate wurden 5 pl/min verwendet, die Detektion erfolgte bei
214 nm, als Gradient diente das folgende Programm: 0-10 min: 0-20 % B, 10-50 min:
20-60 % B, 50-60 min: 60-95 % B, 60-70 min: 95-5 % B, (A: 0.05 % TFA in Wasser,
B: Acetonitril/0.075 % TFA in Wasser 80:20); 25 pmol Trypsin in Lésung A wurden
eingespritzt.

45.2.2 RP-HPLC an immobilisiertem Trypsin ohne B-Casein-Substrat

Wie schon in Abschnitt 4.4.4 beschrieben, besitzt das Uber Spacer immobilisierte
Trypsin im Vergleich zum léslichen Trypsin eine deutlich erhthte Stabilitét in Bezug
auf den pH-Wert, die Lagertemperatur und gegeniiber Losungsmitteln. Daher wurde
das Uber den BSA-Spacer immobilisierte Trypsin ebenfals auf seine Stabilitét bel
Inkubation tber Nacht bei 37°C ohne das Vorhandensein des 3-Casein-Substrats unter-
sucht. In Abbildung 35 ist das Chromatogramm dieser Untersuchung dargestellt. Im
Vergleich zum I6dlichen Trypsin zeigt das immobilisierte Trypsin nach der gleichen
Behandlung kaum erkennbare Signale. Auch der BSA-Spacer selbst wird offensicht-
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lich nicht angegriffen. Das Chromatogramm zeigt nur eine kleine Anzahl von Peaks

mit geringer Intensitat.
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Abbildung 35: RP-HPLC-Chromatogramm des immobilisierten Trypsins (BSA-Soacer)
nach Inkubation Uber Nacht bei 37°C ohne (-Casein-Substrat; C-18 Sdule (2 pum,
300 A); Saule: 0.3 x 125 mm. Als FluRrate wurden 5 pl/min verwendet, die Detektion
erfolgte bel 214 nm, als Gradient diente das folgende Programm: 0-10 min: 0-20 % B,
10-50 min: 20-60 % B, 50-60 min: 60-95 % B, 60-70 min: 95-5 % B, (A: 0.05 % TFA
in Wasser, B: Acetonitril/0.075 % TFA in Wasser 80:20), eingespritzt wurden 5 ul des

konzentrierten Uber standes, aufgenommen in 100 pl Losung A.

4.5.2.3 RP-HPLC an nativem 3-Casein

In Abbildung 36 ist das Chromatogramm des nativen 3-Caseins dargestellt. Die hohen
Retentionszeiten von Uber 50 Minuten zeigen, dal3 das Protein gute Wechselwirkungen
mit der verwendeten C-18 Saule eingeht.
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Abbildung 36: RP-HPLC-Chromatogramm des nativen -Caseins nach Inkubation bei
37°C uber Nacht; C-18 Saule (2 um, 300 A); Saule: 0.3 x 125 mm. Als FluRrate
wurden 5 pl/min verwendet, die Detektion erfolgte bei 214 nm, als Gradient diente das
folgende Programm: 0-10 min: 0-20 % B, 10-50 min: 20-60 % B, 50-60 min: 60-95 %
B, 60-70 min: 95-5 % B, (A: 0.05 % TFA in Wasser, B: Acetonitril/0.075 % TFA in
Wasser 80:20); 25 pmol S-Casein in Lsung A wurden eingespritzt.

45.2.4 RP-HPLC an 3-Casein-Abbauprodukten

Wird |6sliches Trypsin zum Abbau des B-Caseins eingesetzt, so werden sowohl
Fragmente des [3-Casein-Substrates, als auch Fragmente des Trypsins selbst (siehe Ab-
schnitt 4.5.2.1) erwartet. Abbildung 37 zeigt das Chromatogramm der Abbauprodukte.
Dabei wird deutlich, dal3 eine Vielzahl von Fragmenten auftritt. Kleine polare Peptid-
Bruchstiicke zeigen kurze Retentionszeiten, da Wechselwirkungen mit dem unpolaren
Tréagermaterial der HPLC-Saule nur eingeschrankt moglich sind. Andererseits treten

auch grofere Proteinbruchstiicke mit hoheren Retentionszeiten auf.
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Abbildung 37: RP-HPLC-Chromatogramm der Casein-Abbaupodukte mit 16slichem
Trypsins nach Inkubation {iber Nacht bei 37°C; C-18 Saule (2 pm, 300 A); Saule: 0.3 x
125 mm. Als Flufrate wurden 5 pl/min verwendet, die Detektion erfolgte bei 214 nm,
als Gradient diente das folgende Programm: 0-10 min: 0-20 % B, 10-50 min: 20-60 %
B, 50-60 min: 60-95 % B, 60-70 min: 95-5 % B, (A: 0.05 % TFA in Wasser, B:
Acetonitril/0.075 % TFA in Wasser 80:20)

Wird dagegen das immobilisierte Trypsin eingesetzt, so wird im Vergleich zum
|6slichen Trypsin bei kleinen Retentionszeiten eine verminderte Anzahl an Banden
erhalten (siehe Abbildung 38). Dies lal%t auf eine verlangsamte Abbaukinetik
schlieffen. Die Reaktions6sung verarmt nur langsam an den grof3en unpolaren
Peptiden, die bel hohen Retentionszeiten eluieren. Die grof3en Bruchstiicke konnen
sowohl von nur unvollstdndig abgebautem oder unverdautem (-Casein stammen.
Abbauprodukte von Trypsin selbst oder dessen BSA-Spacer kdnnen durch das

Kontrollexperiment in Abschnitt 4.5.2.2 weitgehend ausgeschl ossen werden.
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Abbildung 38: RP-HPLC-Chromatogramm der Casein-Abbauprodukte mit immobili-
siertem Trypsins (BSA-Spacer) nach Inkubation Uber Nacht bei 37°C; C-18 Sule (2
um, 300 A); Saule: 0.3 x 125 mm. Als FluRrate wurden 5 pl/min verwendet, die UV-
Detektion erfolgte bei 214 nm, als Gradient diente das folgende Programm: 0-10 min:
0-20 % B, 10-50 min: 20-60 % B, 50-60 min: 60-95 % B, 60-70 min: 95-5 % B, (A:
0.05 % TFA in Wasser, B: Acetonitril/0.075 % TFA in Wasser 80:20), eingespritzt

wurden 5 pl des konzentrierten Uber standes, aufgenommen in 100 pl Losung A.
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46 Co-Immobilisierung

Fir zahlreiche Anwendungen ist die Immobilisierung von mehreren Enzymen auf dem
selben Tréagermaterial von Interesse. Besonders bel Oberflachenbehandlungen ist es
von Vorteil, unterschiedlich wirkende Enzyme parallel einzusetzen. Voraussetzung zu
einer solchen Co-Immobilisierung ist, dal3 die Enzyme in ihrer aktiven Konformation
immobilisiert werden. Dazu wurden a-Amylase und Trypsin tber den BSA-Spacer auf

dem PET-VIies co-immobilsiert.

Die qualitative Vertellung der Enzyme Trypsin und a-Amylase bei deren Co-Immobi-
lislerung wurde durch Kopplung mit den fluoreszierenden Substanzen Fluoreszein-
isothiocyanat (FITC) und Rhodamin-B-Isothiocyanat (RBI) sichtbar gemacht. Dazu
wurden polyklonale Antikorper gegen Trypsin und o-Amylase mit diesen
Verbindungen markiert und anschliefiend mit den auf dem PET-Vlies co-immobili-

sierten Enzymen zur Reaktion gebracht.

4.6.1 Aktivitat der co-immobilisierten Enzyme

Zur Co-Immobilisierung von Trypsin und a-Amylase wurden dieselben Techniken
verwendet, die bei der Immobilisierung von Trpsyin aleine zum Einsatz kamen (vgl.
Kapitel 3.2.1). Die Anbindung der beiden Enzyme erfolgte tber den BSA-Spacer (vgl.
3.2.1.7). Dabel wurden die Enzyme in unterschiedlichen Verhaltnissen eingesetzt.

Aus Tabelle 10 wird deutlich, dal3 das jeweils mit konstanter Menge eingesetzte
Trypsin bei den verschiedenen Verhdtnissen von a-Amylase Aktivitdten der gleichen
Grolenordnung besitzt. Dabei fallt auf, da3 im Falle der Verhdltnisse Trypsin:a-
Amylase 10:10 bzw. 10:5 etwas hohere Trypsin-Aktivitéten erhalten werden. Die Akti-
vitéten der a-Amylase zeigen mit abnehmender Menge eine entsprechend verminderte
Enzymaktivitét.
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Tabelle 10: Trypsin und a-Amylaseaktivitdten nach deren Co-Immobilisierung in
unter schiedlichen Verhaltnissen beider Enzyme. Trypsin wurde jeweils in einer Menge
von 10 mg pro 2 ml Kaliumphosphat pH 7.5 eingesetzt, a-Amylase dazu im
angegebenen Verhaltnis. Pro 1 cn? Vlies wurden 100 pl dieser Mischungen zur Co-
Immobilisierung eingesetzt. Diese wurde jeweils Uber das BSA-modifizierte PET-Vlies

durchgefihrt.

Verhdtnis  (w/w) Trypsinaktivitéat: a-Amylaseaktivitét

Trypsna-Amylase  aps a05nm  Abs. 570 nmnach 1h  Abs. 570 nm nach 2h

10:10 1.315 0.031 0.086
10:5 1121 0.019 0.081
10:2 0.945 0.006 0.075
10:1 0.903 0.009 0.009

10:0.5 1.072 0 0.001

4.6.2 Fluoreszenzmessungen von immobilisierten Proteinen bzw. Enymen

Zur Visualisierung der gebundenen Proteine bzw. Enzyme konnen Fluoreszenz-
chromophore eingesetzt werden. Eine Markierung dieser Proteine mit den stark
fluoreszierenden Chromophoren FITC oder RBI kann Uber die Reaktion der freien

Aminogruppen mit den I sothiocyanatgruppe der Chromophore erfolgen.

Diese Methode wurde mit dem immobilisierten BSA-Spacer optimiert. Das BSA
wurde jeweils wie in Kapitel 3.2.10 beschrieben, mit FITC bzw. RBI markiert und
anschlief3end auf das PET-Vlies immobilisiert. Um qualitativ die Menge an fluores-
zierender Substanz auf dem Vlies zu bestimmen, wurde eine Eichgerade fir verschie-
dene Konzentrationen an FITC bzw. RBI aufgenommen. In  Abbildung 39 sind
Fluoreszensspektren zur Bestimmung der in Abbildung 40 gezeigten Eichgeraden von
FITC dargestellt. Die Werte fur die Eichgerade wurden im Fluoreszenzmaximum bel
520 nm bestimmt.
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Abbildung 39: Fluoreszensspektren von FITC, die Anregungswellenlange lag bei 480

nm. Die Konzentrationen von FITC entsprechen den in Abbildung 40 angegebenen
Werten.
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Abbildung 40: Eichgerade fur FITC. Darstellung der Fluoreszenzwerte bei 520 nm
der in Abbildung 39 gezeigten Spektren.

Die Fluorimeter-Messungen von FITC in unterschiedlichen Konzentrationen zeigen

eine gute Korrelation der Signalintensitét gegeniber der FITC-Konzentration.
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In Abbildung 41 sind die Fluoreszensspektren zur Bestimmung der Eichgerade
(Abbildung 42) von RBI dargestellt.
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Abbildung 41: Fluoreszensspektren fur RBI, die Anregungswellenlénge lag bel 530

nm. Die Konzentrationen von FITC entsprechen den in Abbildung 42 angegebenen
Werten.
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Abbildung 42: Eichgerade fur RBI. Darstellung der Fluoreszenzwerte bei 580 nm der
in Abbildung 41gezeigten Spektren.
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Auch die Fluorimeter-Messungen von RBI in unterschiedlichen Konzentrationen
zeigen eine gute Korrelation der Signalintensitét gegentiber der RBI-Konzentration.
Die Fluoreszenzmessung am markiertem und auf PET-VIies immobilisiertem BSA

sind in Abbildung 43 und Abbildung 44 dargestellt.
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Abbildung 43: Emissionskurve von tber BSA auf dem PET-Vlies gebundenem FITC,
die Anregungswellenlange lag bei 480 nm.
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Abbildung 44: Emissionskurve von Uber BSA auf dem PET-Vlies gebundenem RBI, die
Anregungswellenlange lag bei 530 nm.

Standart: Chininsulfat (1,35 uM Chininsulfatidsung in 0.5 M Schwefelsaure)
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Aus den Emissionskurven von FITC und RBI lassen sich Uber die Eichgeraden die
Mengen der jeweils immobilisierten Chromophoren errechnen. Dabel werden die

folgenden Werte erhalten:
. Menge an auf BSA immobilisiertem FITC: ca 1 pg pro 1 cm? Vlies
. Menge an auf BSA immobilisietem RBI: ca 2,5 pg pro 1 cm? Vlies

Durch Aufnahmen im Fluoreszenzmikroskop wurde die raumliche Verteilung des mit
FITC markierten und immobilisierten BSA beobachtet. Abbildung 45 zeigt die
fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von PET Vlies, an das FITC markierten BSA

immobilisiert wurde.

Abbildung 45: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von PET-Vlies, an das FITC

markiertes BSA immobilisiert wurde (20 fache Vergroferung).
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Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von PET-Vlies, das mit FITC
markiertem Trypsin Uber unmarkiertes BSA immobilisiert wurde (20 fache Ver-

grofderung).

Abbildung 46 zeigt die fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von mit FITC
markiertem und immobilisiertem Trypsin, das Uber nicht markiertes BSA an die PET-
Oberflache gebunden wurde. Im Vergleich mit Abbildung 45 wird deutlich, dal3 ein
geringerer Anteil an fluoreszierenden Molekilen erhalten wird. Dies kann einerseits
mit der Tatsache erklart werden, daf’ der grof3e, globulé&re Spacer BSA wesentlich mehr
Chromophore binden kann. Andererseits werden bei der Markierung von Trypsin
bereits zahlreiche Aminogruppen mit den Thioisocyanatgruppen blockiert. Damit
stehen zur Immobilisierung des markierten Trypsins nur noch wenig freie Amino-

gruppen zur Verflgung.

Im folgenden wird die Fluoreszenzmarkierung nicht direkt an Trypsin durchgefihrt.
Vielmehr wird die Kopplung von fluoreszenzmarkierten Antikorper gegen Trypsin und

a-Amylase an diese aktiven immobilisierten Enzyme untersucht.
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4.6.3 Markierungvon Antikorpern zur Verfolgung der Co-lmmobilisierung

Zum Nachwels der co-immobilisierten Enzyme wurden jeweils polyklonale Antikorper
eingesetzt, die die Enzyme Trypsin und a-Amylase jewells spezifisch erkennen. Um
diese Antikorper nachweisen zu kénnen, wurden diese mit den Fluorophoren FITC und
RBI markiert. Um in Fluoreszenzaufnahmen zwischen Trypsin und a-Amylase
unterscheiden zu kénnen, wurde die fur Trypsin spezifischen Antikérper mit RBI, die
fir o-Amylase spezifischen Antikorper dagegen mit FITC markiert. In ener
Voruntersuchung wurde getestet, in wie weit die Markierung dieser Antikdrper deren

Wechselwirkung mit deren Antigenen, d.h. den Enzymen einschrank.

nicht markierte Antikorper mit FITC markierte Antikorper
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Abbildung 47: Amylase-Test bei 570 nm und 37°C mit nicht markierten und FITC-
markierten Antikorpern gegen a-Amylase. Es wurden jewells 10 pul einer

Amylaselosung (0.5 mg/ml) vorgelegt und mit unterschiedlichen Volumina der

Antikorper-Losung versetzt und fur 1 h bei RT und 30 min in Eiswasser inkubiert.

Der Amylase-Test zeigt keine Unterschiede der Antikorperbindung an a-Amylase vor
und nach der Markierung der Antikérper mit FITC. Nach der Markierung ist ebenfalls
eine 100 %-Hemmung bei vergleicharer vorgelegter Menge an a-Amylase zu
erkennen. Die Wirkung der Antikdrper wird demnach durch die Markierung nicht
beeintréchtigt und es kann geschlossen werden, dal3 die markierten Antikorper auch

mit dem immobilisierten Antigen reagieren.
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Abbildung 48: Trypsin-Test Uber BAPNA bei 405 nm und RT mit nicht markierten und
RBI-markierten Antikorpern gegen Trypsin. Es wurden jeweils 10 pl einer
Trypsinlésung (0.5 mg/ml) vorgelegt und mit unterschiedlichen Volumina der

Antikor per-Losung versetzt und fur 1 h bei RT und 30 min in Eiswasser inkubiert.

Abbildung 48 zeigt, dal’3 die Aktivitdt von nicht markiertem Trypsin durch seine
Antikorper nicht vollstandig gehemmt wird. Nach der Antikorper-Antigen-Reaktion
bleibt bei der angewendeten Hochstmenge eine Restaktivitat von ca. 10 % erhalten. Im
Falle des mit RBI markierten Antikorpers wird die Trypsinaktivitat bel gleichen
Antikdrpermengen nur auf ca. 40 % inhibiert. Die markierten Antikorper zeigen aso
noch eine hemmende Wirkung, die alerdings nicht mehr so stark ist wie mit den
unmarkierten Antikdrpern. Trotzdem kdnnen auch diese Antikérper zum Nachwels des

an PET Vlies gebundenen Trypsins herangezogen werden.

In Abbildung 49 und Abbildung 50 sind die Fluoreszenzaufnahmen des Co-
Immobilisates von Trypsin und a-Amylase dargestellt. Wie beschrieben, wurden die
auf Trypsin spezifischen Antikdrper mit RBI, die auf a-Amylase spezifischen mit
FITC markiert. Durch Anregung mit 480 nm kann das FITC bei 520 nm, also im
grunlichen Bereich, zum Fluoreszieren gebracht werden, eine Einstrahlung bei 530 nm
fuhrt zur Fluoreszenz von RBI bei 570 nm (rétlicher Bereich). Auf diese Weise kann

zwischen den co-immobilisierten Enzymen Trypsin und a-Amylase unterschieden

werden.
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Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Co-Immobilisates aus
Trpyisn und a-Amylase. Es wurden FITC-markierte polyklonale Antikorper gegen a-
Amylase eingesetzt. Als Anregungswellenlange wurden 480 nm eingesetzt, das

Fluoreszenzmaximum lag bei 520 nm.

Abbildung 50: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme des Co-Immobilistaes aus
Trpyisn und a-Amylase. Es wurden RBI-markierte polyklonale Antikorper gegen

Trypsin eingesetzt. Als Anregungswellenlange wurden 530 nm engesetzt, das
Fluoreszenzmaximum lag bei 570 nm.
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Aus den obigen Abbildungen wird deutlich, dal3 die RBI- as auch die FITC-markier-
ten Antikorpern jeweils an benachbarten Orten fluoreszieren. Daraus kann geschlossen
werden, dal3 Trypsin als auch a-Amylase nicht homogen Uber das gesamte Vlies

verteilt, sondern jeweils an eng benachbarten Orten des PET-Vlieses gebunden sind.
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5 Diskussion

Immobilisierte und damit unlésliche Enzyme bieten alle Vortelle der klassischen
heterogenen Katalyse. Bei der Immobiliserung auf zwel-dimensionale Trager-
materialien kann es zu Wechsel wirkungen zwischen den gebundenen Enzymen und der
Tréageroberflache kommen, die zur Beeintrdchtigung der Katalyseeffizienz fihren
kbnnen. Sind bestimmte Tragermaterialen Voraussetzung fir eine bestimmte
Anwendung, bieten aber den Enzymen eine ungeeignete Umgebung, so mussen die

Enzyme Uber Abstandshalter stabilisiert werden.

Im Rahmen des Papierspaltverfahrens zur Restaurierung von geschadigten Dokumen-
ten wird ein Enzymbad zur Ablésung der bel diesem Verfahren bendtigten Gelatine
eingesetzt. Um die Nachteile eines solchen Bades zum umgehen, wurde in der vor-
liegenden Arbeit die Immobilsierung von Trypsin auf Polymer-Vliesen untersucht.
Dabei kam Polyester zum Einsatz, das elnerseits eine grof3e mechanische Festigkeit,
andererseits aber auch eine gute Stabilitdt gegentiber organischen Losungsmitteln und

Sauren sowie Laugen besitzt.

Innerhalb des Papierspal verfahrens spielt gerade die mechanische Festigkeit eine grol3e
Rolle. Die auf den PET-Vliesen immobilisierten Enzyme sollen schliefdlich wiederholt
zur Anwendung kommen. Da diese Vliese aber nur wenig funktionelle Gruppen zur
weiteren Modifikation bzw. Anbindung des Enzyms besitzen, muf3te eine Methode zur
Schaffung dieser Reaktionszentren entwickelt werden, die nicht zu einer Struktur-

destabilisierung des PET-Vliese flhrte.
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5.1 Immobilisierung von Trypsin tber ver schiedene Spacer

5.1.1 Aktivierung des Polyestervlieses

Durch partielle Hydrolyse des Polyester-Vlieses kénnen funktionelle Gruppen gener-
iert werden, die fur die Anbindung der Spacer zur Verfigung stehen (Sundaram &
Hornby, 1970, Inman & Hornby, 1972). Obwohl zunachst befiirchtet werden mufte,
dai3 die Struktur des Polyestervlieses dabel beschadigt wird, waren erste Ergebnisse
mit Polyamid als Tragermaterial durchaus vielversprechend (Moschel et al., 2002).
Daher wurde die gleiche Strategie auch im Falle der Polyestervliese angewandt. Durch
die saure Hydrolyse konnten reaktive Carboxylgruppen gebildet werden, die im
weiteren Verlauf fur die Anbindung der Spacer und Enzyme genutzt wurden (Carvajal
et al., 1977). Durch die Aufnahme von SEM-Bildern nach der Hydrolyse konnte
ebenfalls beweisen werden, dal3 die Grundstruktur des Poylester-Vlieses durch die
Saiirehydrolyse keinen erkennbaren Schaden nimmt. Auch die *C-Festkorper-NMR-
Spektroskopie bestétigt diese Aussage. Die Spektren der Vliese vor und nach der
Hydrolyse zeigen keine zusétzlichen Resonanzen, die auf eine Zerstorung der Vlies
struktur schlie3en lieRen. In den 'H-Festkorper-NMR-Spektren lassen sich allerdings
Unterschiede erkennen. Es wird deutlich, dal3 nach der Hydrolyse freie OH-Gruppen
und damit Carboxylatgruppen zur Modifizierung generiert wurden. Wertet man die
SEM-Aufnahmen, die NMR-Spektroskopie zusammen mit der verbleibenden mecha-
nischen Eigenschaften des hydrolysierten Poylester-Vlieses, so kann klar bewiesen
werden, dal3 die Grundstruktur erhalten bleibt.

Ein Nachteil des Polyestervlieses ist dessen relativ hydrophobe Oberflache, die fir das
Enzym eine ungeeignete Umgebung darstellt. Eine direkte Anbindung ohne die Ver-
wendung eines Spacers fuhrt daher zu sehr kleinen Aktivitéten des immobilisierten
Trypsins. In diesem Falle wurde das Trypsin tber die mit Dicyclohexylcarbodiimid
und N-Hydroxysuccinimid aktivierten Carboxylgruppen immobilisiert. Zudem besitzen
die direkt gebundenen Enzyme keine gute Langzeitstabilitdt. Dies kann auf den

direkten Kontakt des Enzyms mit der wenig polaren Vliesoberflache zurtickgefihrt
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werden. Moglicherweise kommt es trotz der Immobilsierung zur Wechselwirkung von
hydrophoben Anteilen des Enzyms mit der Trager-Oberflache, d.h. die aktive Konfor-
mation des Enzyms geht verloren. Eine Einfihrung von Spacern ist daher unerla3ich.

Allerdings mul? hierfir eine spezielle Synthesestrategie entwickelt werden.

5.1.2 Einfuhrung von Spacern

Um das immobilisierte Trypsin von der hydrophoben Oberflache des Polyestervliese
abzuschirmen sind unterschiedliche Spacersysteme vortsellbar. Es kdnnen sowohl
kurz- und langkettige Spacer als auch solche mit unterschiedlichen Polaritéten sowie
volumindse Spacer mit mehreren Bindungsstellen eingesetzt werden. Bei kurzkettigen,
linearen Spacern kann erwartet werden, dal} keine wesentliche Abschirmung des
Enzyms von der wenig polaren PET-Oberflache erreicht wird. Cuatrecasas (1971) und
Chim-anage et al. (1986) berichteten, dal’ eine Mindest-Spacerlange ndtig ist, um die
sterische Hinderung bei Substrat-Enzym-Wechs ewirkungen zu minimieren. Anderer-
seits spielt gerade die Polaritét bel der Auswahl eines geeigneten Spacers eine
entscheidenen Rolle. Flemming et al. (1981) zeigten, dal3 hydrophile im Gegensatz zu
hydrophoben Spacern eine weniger ausgepragte Abhangigkeit der Bindungskapazitat
in Bezug auf die Spacerldnge besitzen. Vor allem bei der Immobilisierung von
Proteinen mit einer grof3en Oberflache ist eine grof3e Spacerldnge von Vorteil. Nur
wenn das immbolisierte Protein weit genug vom Tragermaterial entfernt ist, kann es
von alen Seiten vom makromolekularem Substrat erreicht werden. Werden lange
aliphatische Ketten eingesetzt, so konnen diese nach Penzol et al. (1998) zu
unerwiinschten Wechselwirkungen mit dem immobilisiertem Enzym, aber auch mit
dem Substrat fihren. Lange, flexible und hydrophile Spacersysteme sollten dagegen

zur Bindung gut geeignet sain.

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Immobilisierung von Trypsin die relativ
hydrophilen Spacer Aldehyd-Dextran und Amino-Dextran und das flexible PEG-
Diamin, sowie das volumindsen BSA untersucht. Je nach Spacer, muldten jewells

verschiedene Synthesewege entwickelt werden.

Zur Bindung des Aldehyd-Dextran-Spacers wurde das aktivierte Vlies mit Ethylen-
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diamin behandelt. Die freien Aminogruppen konnten direkt mit dem Aldehyd-Dextran
umgesetzt werden. Nach einer Reduktion der gebildeten Schiffschen Base und der
restlichen Aldehydgruppen und einer anschlieffenden Oxidation zur Bildung neuer
Aldehydgruppen am Dextran wurden diese mit Trypsin umgesetzt.

Aminodextran, PEG-Diamin und BSA wurden jeweils Uber ihre freien Aminogruppen
direkt auf das aktivierte PET-Vlies gebunden. Die Immobilisierung von Trypsin
erfolgte Uber eine Verknipfung mit Glutaral dehyd.

Aus den oben beschriebenen Synthesewegen wird deutlich, dal3 die Bindung Uber den
Aldehyd-Dextran-Spacer eine komplexe Reaktionsfihrung mit Reduktions- und
Oxidationsschritten tUber 5 Stufen erfordert. Die Einfuhrung der Amino-Dextran-,
PEG-Diamin- und BSA-Spacer ist dagegen wesentlich einfacher Uber eine dreistufige
Reaktionsfihrung ohne Oxidations- und Reduktionsschritte moglich. Die Durchfihr-
ung solcher Oxidations- und Reduktionsreaktionen stellt eine starke Beanspruchung
fur das Vliesmateria dar und beeinflufd somit dessen mechanische Stabilitét, die
gerade fur die Anwendung im Papierspaltprozeld wichtig ist. Daher sind die Amino-
Dextran, PEG-Diamin und BSA-Spacer unter synthetischen Aspekten vorzuziehen.

5.2 Charakterisierung desimmobilisierten Trypsin

Fir die Immobilisierung des Trypsins Uber verschiedene Spacer ist vor allem dessen
resultierende Aktivitét von Bedeutung. Dabei mul3 das Enzym nach seiner Immobili-
sierung uber die verschiedenen Spacer einerseits in gentigender Menge, andererseits
aber in ener aktiven Form vorliegen. Die Immobilisierung muf3 demnach in einem
geeigneten pH Bereich erfolgen, um das Enzym in seiner aktiver Konformation zu

binden.

Von den untersuchten Spacern zeigt der Aldehyd-Dextran-Spacer die schlechtesten
Ergebnisse. Einerseits werden nur relativ geringe Mengen immobilisiert, andererseits
besitzt das gebundene Trypsin nur eine schwache Aktivitét. Mdglicherweise kdnnen
diese Tatsachen auf die aufwendigen Reaktionsfihrung zur Bindung des Trypsins Uber

den Aldehyd-Dextan-Spacer zurtickgefihrt werden. So kdnnen schon im ersten Schritt
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der Reaktion von Aldehyd-Dextran mit dem ethylendiamin-gebundenem Vlies eine
Grof3zahl der Aldehydgruppen abreagieren und stehen folglich nicht mehr zur Bindung
mit Trypsin zur Verfigung. Daher wurde dieser Spacer im folgenden nicht weiter

betrachtet.

Die Spacer PEG-Diamin, Amino-Dextran und BSA dagegen verhalten sich in Bezug
ihrer stabilisierenden Wirkung auf dasimmobilisierte Trypsin sehr &hnlich. So kannin
den Untersuchungen zum Temperatureinflufd ein klar stabilisierender Effekt der Spacer
erkannt werden. Es ist bekannt, dal3 es in Temperaturbereichen von 0-60°C innerhalb
denen die meisten Enzyme ihre hochsten Aktivitdtswerte zeigen, zu reversiblen
Bewegungen ganzer Segmente, auch konzertierten Bewegungen, kommt, die fir
Substratbindnugsprozesse, Katalyse oder Produktfreisetzungen notwendig sind, und
normale Phanomene fir aktive Enzyme darstellen (Karplus & McCammon, 1981).
Obwohl das Protein einige Bewegungsfreitheit besitzt, werden die vorherrschenden
Konformationen durch ein komplexes Gleichgewicht von intramolekularen,
nichtkovalenten Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophoben,
ionischen und van der Waals-Wechselwirkungen bestimmt. Ab einer bestimmten
Temperatur treten starke intramolekulare Bewegungen auf, wobel das Protein seine
geordnete Sekundér- und Tertidtstruktur zum grofdten Teil verliert und demnach
denaturiert, aso in einer inaktiven Form vorliegt (Kauzmann, 1959, Tanford, 1968,
Lapanje, 1978, Privalov, 1979 und Pfeil, 1981). Die oben beschriebenen Anderungen
lassen sich an l6slichem Trypsin gut verfolgen. Schon nach kurzer Zeit bei erhdhter
Temperatur ist keine Aktivitat mehr messbar. Die eingesetzten Spacer scheinen diesen
Denaturierungsprozef3 deutlich zu verzogern. Offensichtlich ist das immobilisierte
Enzym durch die Anbindung Uber die Spacer auch in seiner Konformation stabilisiert
bzw. benttigt fir Konformationsanderungen deutlich grofdere Aktivierungsenergien as
das freie Trypsin. So ist auffallend, dal3 Enzyme in Zellen oder in hochkonzentrierter
Losung deutlich stabiler sind as gereinigte Enzyme in verdinnter Lésung. Die
Proteine konnen sich demnach selbst stabilsieren, in der Zelle kann es auch
Stabilisatoren, z.B. organische Phosphatverbindungen geben. Die Immobilsierung von
Trypsin tGber Spacer bestétigt diese Erkenntnisse. Vor alem im Falle des BSA-Spacers
werden klare Stabilisierungseffekte beobachtet. Dies mag durch die enge Anbindung
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des Trypsins auf den BSA Spacer verursacht werden.

Die Stahilitét von Enzymen nimmt in der Regel im sauren und basischen pH-Bereich
starkk ab. Als enfache Erklarung wird ein Einfluld der Protonen auf den
Entfaltungsprozef3 angenommen, da der pKs-Wert von einigen Gruppen innerhalb des
Proteins im nativen und entfalteten Zustand unterschiedlich ist (Privalov, 1979,
Hermanns & Scheraga, 1961, Baldwin & Baldwin, 1987). Unterschiedliche Seiten-
gruppen wie z.B. -COO™ oder -NH3" zeigen pK-Werte, die stark durch die lokale Um-
gebung bzw. der lokalen Ladungsverteilung beeinflul3t werden. Die Ladungsverteilung
kann nun durch den von auf3en vorgegebenen pH-Wert verandert werden, was zur
Umorientierung einzelner funktioneller Gruppen und damit zur Entfaltung fuhrt. Im
Falle des immobilisierten Trypsins wird im akalischen Bereich bis pH 11 eine
deutliche Stabilisierung gegeniiber dem I6slichen Trypsin erhalten. Zudem zeigt das
immobilisierte Trypsin eine stark verzogerte Autolyse, die durch dessen Fixierung
eingeschrankt wird. Ein Teil der endstandigen Aminogruppen von Lysin-Resten im
Trypsin ist durch die Verknipfung mit Carboxylgruppen des Spacers blockiert und
sollte damit die Resistenz gegen Autolyse verbessern. Ahnliche Ergebnisse wurde auch
von Goldstein et al., 1964 und Levin et al., 1964 berichtet und bestétigen diese
Untersuchungen. Im Gegensatz zum basischen Bereich ist das l6sliche Trypsin im
sauren Bereich von pH 4 bis 6 stabil und zeigt im Vergleich zum immobilisierten die

gleichen Eigenschaften.

Um z.B. im Papierspaltverfahren eingesetzte Vliese vor Befall durch Bakterien und
Mikroorganismen zu bewahren, missen gunstige Bedingungen fir eine langere
Lagerung gefunden werden. Vorzugsweise werden daflr die stark bakteriziden
Ethanol/Wasser-Gemische eingesetzt. Daher ist es erforderlich, dal3 das auf den PET-
Vliesen immobilisierte Trypsin eine gute Stabilitdt in Ethanol besitzt. Das |6sliche
Enzym wird schon in Gemischen mit relativ geringem Enthanolgehalt denaturiert,
wahrend das immobilisierte Trypsin sogar in reinem Ethanol seine Aktivitét teilweise
beibehdlt. Offensichtlich kommt es durch die Polaritétsabnahme vom Wasser zum
Ethanol zu einer konformativen Anderungen der Proteinstruktur, was sich auf die

Aktivitdt auswirkt. Dabei konnte die Immobilisierung einer Umorientierung des
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Trypsins entgegenzuwirken. Es ist bekannt, dal® im algemeinen die apolaren
Seitenketten, wie sie z.B. in den Aminosauren Isoleucin, Leucin, Valin, Tryptophan,
Tyrosin und Phenylalanin vorkommen, in das innere des Proteins, also vom Lésungs-
mittel abgeschirmt, gerichtet sind. Die geladenen, polaren Seitenketten dagegen, sind
dem Losungsmittel zugerichtet, vor allem mit den Stickstoff und Sauerstofftomen ihrer
Seitenketten. Daher ist es gut vorstellbar, daR eine Anderung hin zu schwécheren

Polaritéten zur Inaktivierung des |6slichen Trypsins fihrt.

Schon Gaertner & Puigserver, 1992 haben die Modifizierung von Trypsin mit PEG-
aktivierten Carbonaten untersucht. Dabel wurde festgestellt, dal3 die Reaktion der
Aminogruppen des Trypsins mit PEG-Carbonaten durch eine Zunahme der
Enzymaktivitét begleitet wird, was fur wasserldsliche Proteine sehr ungewohnlich ist.
Des weiteren soll die Acetylierung der Tyrosin-Reste die Trypsinaktivitdt ebenfalls
steigern (Trenholm et al., Sri ram et al., 1962, Labouesse & Gervais, 1967). Dies 1&}t
den Schlul? zu, dal3 eine Modifizeriung in der nachsten Umgebung des Enzyms zu
Anderungen von dessen katalytischen Eigenschaften fuhrt (Remy et al., 1985). Als
Erklarung schlagen die Autoren eine Konformationsanderung des Trypsins vor, die
durch die Anbindung der hydrophilen PEG-Ketten verursacht werden konnte. Die
erhaltene hohe Stabilitdt des PEG-modifizierten Trypsins soll durch die komplexe
Bildung einer ganzen Matrix von Wasserstoffbriickenbindungen verursacht werden.
Gaertner et al. (1992) haben die katalytischen Eigenschaften des mit PEG-
modifizierten Trypsins ebenfalls Uber das BAPNA-Substrat bestimmt. Die Autoren

fanden eine Umsetzung, die etwa 4-5 mal grof3er als von nativem Trypsin war.

Die hier vorgestellten Ergebnisse mit dem PEG-Spacer bestdtigen die oben
geschilderten Untersuchungen. Durch die Immobilisierung Uber den PEG-Diamin-
Spacer wird eine klarer Stabilitétsgewinn des Trypsins erzielt. Diein Tabelle 7 fur den
PEG-Diamin Spacer dargestellte Aktivitat ist mit den Werten von Gaertner et al.
(1992) vergleichbar. So kann davon ausgegangen werden, dal’ die oben beschriebenen
Stabilisierungseffekte auch in dieser Untersuchung zutreffend sind.

Da die Ergebnisse des BSA-Spacers die besten Stabilitdéten mit den hdchsten

Enzymaktivitédten zeigten, wird diese Art der Immobilisierung im folgenden
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welterverfolgt. Esist gut bekannt, dal3 hohe Proteinkonzentrationen im allgemeinen die
Enzym-Denaturierung hemmen. Gerade BSA wird oft verwendet, um diesen Stabili-
sierungseffekt auf Enzyme, die in verdinnter Losung vorliegen (z.B. in Enzymtests)
auszunutzen. Andererseits ist gerade Trypsin eine Protease, die fur Autolyse-
Reaktionen sehr anféllig ist. Daher ist die Verwendung eines Proteinspacers eher mit
dem Wolf zu vergleichen, den man anstellt, um eine Ziege zu hten. Allerdings zeigen
ale Ergebnisse, dal? die Immobilisierung des Trypsins vollig gegen Autolyse schiitzt.
Die katalytischen Zentren der direkt auf ein grofdes, unflexibles Proteinmolekdl
immobilisieten Protease sind in ihrer Bewegungsfreiheit offensichtlich so stark
eingeschrankt, dal3 sie den Spacer nicht mehr angreifen kdnnen. Um es volkstimlich
Zu sagen, sdgen sie sich nicht den Ast ab, auf dem sie sitzen. Zusétzlich muf3 das
benachbarte immobilisierte Trypsin so weit entfernt sein, dal3 ebenfalls keine
proteolytischen Aktivitédten auftreten. Naturlich kann wahrend der Synthese der
immobilsierten BSA-Trypsin-Systeme eine Autolyse nicht vollig ausgeschlossen
werden, auch konnen Anteile an Spacern angegriffen werden. Doch ist davon
auszugehen, dal3 nach erfolgter Immobilisierung dieser Prozeld abgeschlossen ist und
weitere Angriffe durch die Fixierung unterbunden werden. Die hohen Aktivitdten an

immobilisiertem Trypsin lassen die Ausbeuteverluste nicht ins Gewicht fallen.

Um im Papierspaltverfahren eine kostenginstige kommerzielle Anwendung zu
gewahrleisten, ist eine Mehrfachanwendung des auf dem PET-Vlies immobilisierten
Trypsins unumganglich. Dabei kann durch das Uber den BSA-Spacer immobilsierte
Trypsin klar gezeigt werden, dal3 eine wiederholte Anwendung im Rahmen des

Papierspaltverfahrens zu keinen Verlusten der Enzymaktivitét fuhrt.
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5.3 Anwendungen des tiber den BSA-Spacer gebundenen
Trypsins

5.3.1 Abbau von Gelatine

Die Effizienz des immobilisierten Trypsins wurde am Beispiel des Gelatineabbaus
getestet und verfolgt. Dies geschah einerseits optisch, andererseist wurden die
Abbauprodukte auch qualitativ Uber chromatographische und photometrische
Methoden verfolgt.

Mittels der SEC wurden in der vorliegenden Arbeit die einzelnen Bestandteile der
verwendeten Gelatine untersucht. Dabei wurde Gelatine des basischen Typs eingesetzt.
Das SEC-Chromatogramm beweist, dal3 die native Gelatine, wie oben beschrieben, aus
einer Vielzahl unterschiedlicher a- und y-Ketten, sowie hochmolekularer Einheiten
zusammengesetzt ist. Dupont (2002) untersuchte den Alterungsprozel3 der in
Filterpapier eingebundenen Gelatine des Typs B. Die dabel gewonnenen SEC-Daten
der nativen Gelatine bestdtigen die hier vorgestellten SEC-Untersuchungen. Als
Hauptbestandteile werden ebenfalls a- und y-Ketten indentifiziert. Nach einer
kunstlichen Alterung bei 23°C und einer Luftfeuchtigkeit von 50% Uber 35 Tage
wurde einerseits eine klare Degradation der Gelatine festgestellt. Dabel werden die
Peptidbindungen der a-, 3- und y-Ketten gespalten, wobei Fraktionen mit Molmassen
von unter 14 kDa gebildet werden. Andererseits kommt es parallel zur Bildung von
sehr hohen Molmassen, die im Bereich der y-Ketten der nativen Gelatine und sogar
darUber liegen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gelatine durch direkten Kontakt
mit einem Vliesstlick, auf dessen Oberflache Trypsin immobilsiert wurde, abgebaui.
Aus den SEC-Untersuchungen der abgebauten Gelatine wird deutlich, dal3 &hnlich zu
der oben beschriebenen Untersuchung von Dupont (2002) zum einen eine Vielzahl an
Fraktionen mit kleinen Molmassen erhalten wird, die sich auf eine Zersetzung der in
der verwendeten Gelatine hauptsachlich vorhandenen a- und y-Ketten zurtickzuf Gihren

la3t. So treten im SEC-Chromatogramm mehrer Banden mit hohen Retentionszeiten
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auf, wobei die Signale der a-Ketten nahezu verschwinden. Die katalytische Wirkung
des Trypsins ist demnach klar nachweisbar. Andererseits zeigt das Chromatogramm
der abgebauten Gelatine auch ein deutliches Signal mit relativ hoher Molmasse von
etwa 340 kDa. Dies kann auf eine Quervernetzung von o- und [(-Einheiten
zurtickgefihrt werden. Diese Renaturierung findet offensichtlich parallel zum Abbau

der Gelatine statt und bestétigt die oben beschriebenen Ergebnisse von Dupont (2002).

Eine weitere Erkl&rung zum Auftreten des deutlichen Signals der y-Ketten im
Chromatogramm der mit Trypsin behandelten Gelatine liefert eine Untersuchung von
Gao et al., (1998). Demnach werden Proteine von Trypsin nur in ihrer denaturierten
Form abgebaut. Dabei katalysiert das Enzym die Hydrolyse der Lysin- und Argininbin-
dungen, wobel ein Prolinmolekil in der Nachbarschaft diese Abbaureaktion verhin-
dert. Es wird angenommen, dal? das Trypsin die Gelatine an den terminalen Peptiden
angreift und somit intra- und intermolekulare Querverbdinungen zerstort, dabei aber
die helikalen Regionen der Gelatine unberihrt 183t (Jones, 1987). Es werden also
hauptséchlich die a- und B-Ketten angegriffen, wobei die y-Einheiten im wesentlichen

erhalten bleiben und somit den Peak im Chromatogramm erklaren.

RP-HPL C-Untersuchungen an nativer und mit immobilisiertem Trypsin behandelter
Gelatine zeigen ebenfalls die katalysierende Wirkung des Trypsins auf den
Zersetzungsprozeld der Gelatine. Im RP-HPL C-Chromatogramm lassen sich nach der
Abbaureaktion deutlich mehr Signale nachweisen als bel nativer Gelatine. Dies
bestétigt die SEC-Untersuchungen und bewelst das Auftreten von zahlreichen kleinen

Bruchstuicken.

Der Ninhydrin-Test fuhrt zu den gleichen Aussagen. Durch zunehmende Inku-
bationszeiten der Gelatine lassen sich die freilen Aminogruppen der Spaltprodukte in
zunehmendem Mal3e nachweisen. Eine proteolytische Wirkung des immobilisierten

Trypsinsist also nachweisbar.
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5.3.2 Abbau von B-Casein

Die Wirkung von tber BSA-Spacer immobilisiertem Trypsin wurde im Vergleich zum
[6glichen Trypsin auch auf das Substrat 3-Casein untersucht. Mittels der RP-HPLC auf
Kapillarsaulen wurden die jeweiligen Abbauprodukte nach einer Inkubation bel 37°C

Uber Nacht qualitativ charakterisiert.

Wird lésliches Trypsin zum Abbau des 3-Caseins eingesetzt, so sind im anschlief3end
aufgenommenen RP-HPL C-Chromatogramm eine Vielzahl von Peaks sichtbar. Ein
Vergleich mit einem Chromatogramm des Trypsins selbst, das den gleichen Inku-
bati onsbedingungen ausgesetzt wurde, zeigt allerdings auch eine Vielzahl an Peaks, die
auf Autolyseprodukte des I6slichen Trypsins zurlickgefihrt werden konnen. Daher
koénnen im erstgenannten Chromatogramm nicht alle Peaks durch Spaltprodukte des [3-

Casains dleine erklart werden.

Wird dagegen immobilisiertes Trypsin untersucht, so ist bei einer Inkubation keine
Autolyse feststellbar. Da sehr wenig Peaks im entsprechenden Chromatogramm
vorhanden sind, kann auch geschlossen werden, dal3 es nicht zu einer Abbaureaktion

des BSA-Spacers kommt.

Durch den Einsatz von immobilisiertem Trypsin zum Abbau von (3-Casein wird im
Vergleich zum I6slichen Trypsin bei kleinen Retentionszeiten eine verminderte Anzahl
an Peaks erhalten. Dies |8[% auf eine verlangsamte Abbaukinetik des immobilisierten
Enzyms schlief3en. Offensichtlich bestehen gewisse Diffusionsbarrieren in der direkten
Umgebung des immobilisierten Trypsins. Im Unterschied zur Inkubation von reinem [3-
Casain treten aber dennoch eine Vielzahl von Signale auf, die durch die Kontroll-
experimente klar auf die Spaltprodukte des B-Caseins selbst zurlickgefihrt werden
konnen. Das immobilisierte Trypsin hat seine katalytische Wirkung nicht verloren und

kann fur den Abbauprozel3 von B-Casein eingesetzt werden.

Die oben beschriebenen Ergebnisse der Gelatine und des B-Caseins zeigen, dal3 das
immobilsierte Trypsin nicht nur Aktivitét gegeniber dem ,low molecular weight*

Substrat  BABNA zeigt. Viemehr kann es auch gegentber makromolekularen
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Substraten eingesetzt werden. Allerdings handelt es sich heirbel nicht mehr um rein
kinetisch kontrollierte Abbaureaktionen. Da gerade grof3e Moleklle Probleme haben,
die aktiven Zentren des Enzyms zu erreichen, sind gewisse Mindestspacerlangen bzw.
Enzymmobilitdten notwendig, um einen guten Massentransfer zu erzielen. Mit dem
BSA-Spacer ist es trotz seines volumindsen Charakters moglich, eine gute Zugang-

lichkeit des Substrats zum Enzym zu gewéhrleisten.
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54 Co-Immobilisieriung von Trypsin und a-Amylase

Bei der Co-Immobilisierung von Trypsin und a-Amylase wurden unterschiedliche
Mischungsverhéltnisse beider Enzyme untersucht. Die Trypsin-Menge wurde dabei
konstant gehalten, a-Amylase in sinkender Konzentration eingesetzt. Die Aktivitéts-
messungen der co-immobilisierten Enzyme zeigen, dald Trypsin eine relativ konstante
Aktivitét besitzt. Allerdingsist aufféllig, dafd bel htheren Amylase-Mengen auch etwas
hohere Trypsinaktivitaten erhalten werden. Dies kann, wie schon beschrieben, auf den
stabilisierenden Effekt hoherer Proteinkonzentrationen zurlickgefuihrt werden. Die
Aktivitéten der immobilisierten a-Amylase gehen wie erwartet mit sinkender Menge

zuriick.

Durch eine Weiterentwicklung des Fluoreszenzverfahrens in Losung konnte gezeigt
werden, dal3 auch FITC markiertes BSA, das auf PET-VIlies immobilsiert wurde, auf
diese Weise vermessen werden kann. Dadurch wird es moglich, die Immobilisierung
von BSA ortsaufgelost zu verfolgen. Aus den Fluoreszenzaufnahmen wird deutlich,
dal es zu keiner homogenen Vertellung des BSA-Spacers innerhalb des Vliesmaterials
kommt. Vielmehr werden Fasern mit grof3em BSA-Gehalt as auch Fasern ohne BSA
erhalten. Wird nicht der BSA-Spacer, sondern das Trypsin selbst mit FITC markiert
und Uber einen nicht markierten BSA-Spacer immobilisiert, so zeigt die Fluoreszenz-
aufnahme ein ahnliches Verhalten. Im Vergleich zum markierten BSA zeigt das
markierte Trypsin alerdings eine verminderte Intensitét. Durch die Markierung des
Trypsins werden eine Vielzahl der fur die Bindung an den BSA-Spacer bendtigten
Aminogruppen durch die Fluorophoren blockiert. Zudem besitzt das markierte Trypsin
praktisch keine Aktivitat mehr. Offensichtlich kommt es durch die Markierung zu einer

Inaktivierung des Enzyms.

Aus Fluoreszenzmessungen mit RBI und FITC markierten Antikorpern sollte die
raumlicheVerteilung der co-immobilisierten Enzyme sichtbar gemacht werden. Dazu
wurden fir die einzelnen Enzyme jeweils spezifische AntikOrper mit jewells
unterschiedlichen Chromophoren markiert. Auf diese Weise konnte beweisen werden,

dal3 die Enzyme Trypsin und a-Amylase raumlich eng beieinander co-immobilisiert
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werden. Da die Immobilisierung jeweils Uber den BSA-Spacer erfolgt, ist eine
raumliche Nahe beider Enzyme leicht zu erklaren. Eine Bindung an das PET-Vlies ist
nur moglich, wo schon ein BSA-Spacer vorhanden ist. Dessen Grof3e ermdglicht
offensichtlich die parallel Bindung von Trypsin als auch a-Amylase an dasselbe BSA-
Molekl.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wird die Immobilisierung von Trypsin auf PET-Vlies Uber
verschiedene Spacersyteme beschrieben. Da das Poylester-Material nur wenig freie
funktionelle Gruppen besitzt, mufdten geeignete Synthesewege entwickelt werden, die
eine Modifizierung des Vlieses erlauben, ohne dessen strukturelle Intergritét zu zer-
stéren. Nur unbeschéadigtes PET-Vlies kann im Rahmen des Papierspaltverfahrens zur
Hydrolyse der Gelatineschicht eingesetzt werden. Eine partielle Hydrolyse fihrt einer-
seits zu genugend Reaktionszentren, andererseits bleibt aber die Festigkeit des

Materials erhalten.

Dadas PET-Vlies eine relativ hydrophobe Oberfachenbeschaffenheit besitzt, bietet es
Enzymen allerdings eine destabilisierende Umgebung. Daher wurden unterschiedliche
Spacer in ihrer stabilisierenden Wirkung untersucht. Sowohl lineare, hydrophobe
Ketten, hydrophile und polare Systeme als auch Proteinmolekiile selbst wurden auf die
Eignung als Spacer getestet. Dabei stellte sich heraus, dal3 der globuldre BSA-
Proteinspacer einerseits zu sehr hohen Mengen an immobilisiertem Trypsin fahrt.
Andererseits wirkt dieser Proteinspacer als Stabilisator fur Trypsin. Selbst im hohen
pH-Bereich, bei hohen Temperaturen und bel Lagerung in relativ unpolaren Losungs-

mitteln zeigt das auf diese Weise immobilisierte Trypsin noch gute Stabilitaten.

Uber SEM-Aufnahmen konnte bestétigt werden, daR die Struktur des PET-Vlieses
wahrend des Syntheseweges zur Bindung des Trypsins nicht wesentlich beschadigt

wird.

Im Rahmen der Anwendung des immobilisierten Trypsins im Papierspaltverfahren
konnte gezeigt werden, dal3 Trypsin auch in immobilisierter Form seine hydrolytische
Wirkung auf Gelatine beibehdlt. Damit konnen die modifizierten Vliese zur
Verflissigung der Gelatine eingesetzt werden. Durch die gute Langzeitstabilitdt des

immobilisierten Trypsins wird es mdglich, das Enzym mehrfach anzuwenden.

Gleichzeitig konnte bewiesen werden, dal3 das Uber Spacer immobilisierte Trypsin
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auch bei makromolekularen Substraten wie 3-Casein und Azocasein eingesetzt werden
kann. Im Vergleich zum |6slichen Trypsin werden allerdings kleinerer Reaktions-
geschwindigkeiten erhalten. Dies wird indirekt Gber die Aufnahmen von HPLC- oder
SEC-Chromatogrammen deutlich.

Zur Bestimmung der Menge an immobilisierten Proteinen mufen die Tests fir
|6sliche Porteine angepasst werden. Dabei wurden sowohl der Ninhydrin-Test als auch
der BCA-Test modifiziert und zeigen jeweils vergleichbare Ergebnisse. Durch
zusétzliche Waschschritte mit SDS konnte gezeigt werden, dal3 etwa 40 % der

immobilisierten Proteine nicht kovalent gebunden sind.

Durch eine Co-Immobilisierung von a-Amylase und Trypsin konnten beide Enzyme in
ihrer aktiven Form an das PET-Vlies gebunden werden. In Fluoreszenzaufnahmen
wurde die rdumliche Vertellung dieser Enzyme visualisiert. Dabel sind beide Enzyme

stets in enger Nachbarschaft zueinander co-immobilisiert.

Die vorgestellte Methodik zur Enzymimmobilisierung macht deutlich, dal3 nicht jedes
Enzym wahllos auf unterschiedliche Tragematerialien immobilisiert werden kann.
Vielmehr mul3 abhangig vom Enzym und den Eigenschaften des Tragermaterials eine
geeignete Synthesestartegie entwickelt werden. Eine Immobilisierung Uber geeignete
Spacer ermoglicht eine Abschirmung der Enzyme von unvorteilhaften Trégerober-
flachen und kann somit zu deutlich erhéhten Langzeitstabilitdten der immobilsierten

Enzyme flhren.

Das dieser Arbeit zugrunde gelegte Ziedl der Herstellung von auf PET-Vlies
immobilsiertem Trypsin in seiner aktiven Form wurde damit erreicht. Solche Vliese
lassen sich dank der guten Langzeitstabilitét des immobilisierten Trypsins im Rahmen
des Papierspaltverfahrens einsetzten. Auf diese Weise kann das Enzym wiederholt
verwendet und damit sehr sparsam eingesetzt werden. Andererseits kann das
immobilisierte Enzym direkt am gewtinschten Reaktionsort (im Falle vom Papier-
spaltverfahren also direkt auf der Gelatineoberflache) plaziert werden. Bel Ver-
wendung einer thermophilen Protease, wie Thermolysin, kann die Gelatineschicht, die
zur Spaltung des geschadigten Dokumentes dient, sogar direkt auf ein Vlies mit

immobilisiertem Enzym aufgebracht werden. Durch eine einfache Temperaturkontrolle
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kann der hydrolytische Zersetzungsprozeld der Gelatine dann nach Wunsch gesteuert

werden.

Werden unterschiedliche Enzyme wie z.B. Proteasen und Amylasen co-immobilisiert,
so kdnnen diese as kontrolliertes Reinigungsmittel z.B. bei der Restaurierung von

bemalten Oberflachen dienen.
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