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NEWS 1

Hydrodynamische Radien von Proteinen mit GPC/SEC be-

stimmen

12.01.2007 - Die Bestimmung der Grol3e von Prote-
inmolekilen in Losung ist eine wichtige Aufgabe in
der pharmazeutischen und biotechnologischen For-
schung und Praxis, da Uber die Gro3e bzw. das hy-
drodynamische Volumen der Molekiile auch Aussa-
gen uber die Konformation und Aggregation der Pro-
teine getroffen werden kénnen.

Da der Uberwiegende Teil aller Proteinmolekile ei-
ne sehr dichte und kompakte Struktur aufweist, lie-
gen die hydrodynamischen Radien meist deutlich
unter 10 nm. Daher sind die GréRen dieser Mo-
lekiile mit herkdbmmlicher Mehrwinkel-Lichtstreuung
nicht zu erfassen. Nur mit der dynamischen Licht-
streuung kdnnen diese Radien bestimmt werden,
wobei aber die dynamische Lichtstreuung nur sehr
eingeschrénkt im Durchfluss-Modus eingesetzt wer-
den kann. Es mussen sehr kleine Flussraten oder so
genannte "stopped flow"-Techniken verwendet wer-
den.

Eine sehr viel praktischere Methode zur Bestim-
mung der hydrodynamischen Radien von Protei-
nen im GPC/SEC-Experiment wurde von Viscotek
entwickelt. Durch den gemeinsamen Einsatz eines
Lichtstreudetektors und eines Viskositatsdetektors
kénnen diese Radien zuverlassig und exakt unter
normalen GPC/SEC-Bedingungen ermittelt werden,
wobei die Konzentration des Proteins nicht bekannt
sein muf3. Mit der so genannten Dreifachdetekti-
on von Viscotek (RI/Viskositat/Lichtstreuung) wird

das Molekulargewicht und die Intrinsische Viskosi-
tat des Proteins bestimmt. Aus diesen Werten kann
das hydrodynamische Volumen des Proteins be-
rechnet werden. Mit dieser Methode kénnen unter
Standard-Chromatographiebedingungen molekula-
re Radien bis zu weniger als 1 nm zuverlassig be-
stimmt werden.
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