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Zusammenfassung

Biotechnologisch, d.h. fermentativ, hergestellte Hyaluronsdure muss fur die Anwen-
dung in der Biomedizin bestimmte Kriterien erfullen, darunter eine hohe Molekilmasse
und eine geringe Dispersitat. Die dazu notwendigen Molekilmassenmittelwerte mussen
uber die GroRenausschluss-Chromatographie bestimmt werden kdnnen, um festzustel-
len, ob die fermentierten Hyaluronséure-Polymere diesen Kriterien entsprechen und im
genannten Bereich eingesetzt werden konnen. Im Rahmen dieser Bachelorarbeit wurde
daher das Ziel gestellt, eine Methode zu entwickeln, mit welcher die Molektlmasse so-
wie die Dispersitat von Hyaluronsdure bestimmt werden konnen. Die GroRenaus-
schluss-Chromatographie stellte dabei die Basis zur Methodenentwicklung dar. Zur
chromatographischen Trennung der Hyaluronséure-Polymere wurde eine bei der GA-
LAB Laboratories GmbH vorhandene, Chromatographie-Saule mit einer Lange von
88 cm und einem Durchmesser von 1,5 cm eingesetzt, die mit dem Saulenmaterial Se-
phacryl S-500 High Resolution gefullt war. In Kombination mit dieser Saule wurden
zwei alternative Detektionsverfahren getestet, zum einen die Detektion tber Lichtbre-
chung und zum anderen Uber die Ultraviolett-Spektroskopie. Der Ansatz (ber die Licht-
brechungsdetektion wurde jedoch nicht weiterverfolgt, nachdem erste Versuche erga-
ben, dass die Anforderungen an die notwendige genaue Konstanthaltung der Tempera-
tur nicht erfullt werden konnten. Das System aus Chromatographie-Saule und Ultravio-
lett-Detektor wurde zundchst mit reinem polydispersem Hyaluronsdure-Natriumsalz
bekannter Konzentration (1, 2, 3 mg/mL) getestet. Dazu wurde das Hyaluronsaure-
Natriumsalz in der mobilen Phase (0,2 M Natriumchlorid) gelést und in der Saule auf-
getrennt. Die Chromatogramme der Hyaluronséure-Natriumsalze mit unterschiedlichen
Molekiilmassen, die mit dem Ultraviolett-Detektor entstanden entsprachen hinsichtlich
der Peakform den Erwartungen. Jedoch ergab ein Vergleich der Retentionszeiten, dass
mit der gewéhlten Material-Séulen-Kombination keine chromatographische Trennung
hochmolekularer Hyaluronséuren voneinander erfolgte. Daruber hinaus war die not-
wendige Kalibrierung der Saule im Wesentlichen aufgrund mangelnder Verfugbarkeit
von Standards nicht moglich. Daher reichten die getesteten konzentrationsabhangigen
Detektionsverfahren nicht aus, um die Molekilmassenmittelwerte und damit auch die
Dispersitat einer Hyaluronsaure-Probe bestimmen zu kodnnen. Infolgedessen wurden
Bedingungen fir eine etwaige Losung des obigen Problems ermittelt. Die Hyaluronséu-
re-Proben wurden uber eine Methode auf Basis der Agarose-Gel-Elektrophorese zusatz-

lich auf ihre Molekilmasse untersucht. Hier gelang jedoch mit Hilfe der wenig verflg-
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baren Standards ebenfalls keine Auftrennung, die eine exakte Beurteilung der Mole-
kilmasse ermdoglichen wiirde. Die geschilderte Problematik ist aus der Literatur gut
bekannt. Die Auftrennung hochmolekularer Hyaluronsaure stellt auch heute noch eine
grolRe Herausforderung dar, da nur wenige Hyaluronsdure-Standards kommerziell er-
haltlich und kaum Saulenmaterialien verfligbar sind, die fur die Auftrennung hochmole-
kularer Hyaluronséure geeignet waren. Molektlmasse und Dispersitéat der Hyaluronséau-
re zu bestimmen, sollte grundsétzlich durch Wahl geeigneter Sdulenmaterialien und —
designs sowie geeigneter Detektionsverfahren, wie z.B. eine Kombination aus Lichtbre-
chung und Lichtstreuung, méglich sein. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnten

diese Ansatze jedoch nicht weiter verfolgt werden.
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1 Einleitung

Fur Anwendungen in der Ophthalmologie (Augenheilkunde) und Orthopadie (z.B. die
Behandlung von Arthritis) werden definierte hochmolekulare und monodisperse Hyal-
uronsaure-Polysaccharide mit hoher Langzeitstabilitat benotigt (Laurent et al., 1995).
Die Lénge der Hyaluronsdaure-Polymere bestimmt die biologische Wirkung in vielen
Zellen und Geweben. Lange und kurze Polymere scheinen héufig entgegengesetzte
Wirkung zu haben (Garg et al., 2004). Da sichergestellt werden muss, dass die aus ei-
nem Fermentationsprozess gewonnene Hyaluronsdure diesen Anforderungen entspricht,
ist die Charakterisierung der Polymere unerlésslich (Schiraldi et al., 2010). In diesem
Zusammenhang ist zu beachten, dass die limitierte Verfiigbarkeit von Standardsubstan-
zen eine besondere Schwierigkeit bei der Produktcharakterisierung darstellt. Die k&uf-
lich zu erhaltenden Standards sind meist Gemische, die hdufig schlecht charakterisiert
sind. AuBerdem sind sie teilweise selbst in geringen Mengen sehr teuer oder die Hyal-
uronsaure-PolymergroRen sind sehr gering (AMS Biotechnology Limited; Hyalose,
L.L.C.). Ansonsten sind einige polydisperse Hyaluronséure-Natriumsalze mit unter-
schiedlichen Molekilmassen erhéltlich.

Es werden Molekulmassenmittelwerte der Hyaluronséure bendétigt, um die fiir die Cha-
rakterisierung notwendigen Werte fir Molekilmasse und Dispersitat zu erhalten. Im
Auftrag von GALAB sollte eine Methode entwickelt werden, um diese Mittelwerte pré-
zise zu bestimmen. Die Methode basiert auf der hierfir auserlesenen GrolRenausschluss-
Chromatographie, wofir eine geeignete Detektionsmoglichkeit und ein geeignetes S4u-
lenmaterial eruiert werden. Hindernisse bilden bei der GroRenausschluss-
Chromatographie von hochmolekularen Hyaluronséure-Proben die Trennung in den
Saulen und die Kalibrierung des Systems. Schwierigkeiten machen in der Regel zudem
die Degradation der Hyaluronsdure, Konzentrationseffekte, ,,viscous fingering*, eine
schlechte Auflésung und die geringe Reproduzierbarkeit der Trennung. Mit einer Aga-
rose-Gel-Elektrophorese wurde eine schnelle Analyse der Hyaluronsdaure-Proben durch-

geflhrt.
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2 Theoretische Grundlagen

Im nachfolgenden Kapitel werden die zum Verstandnis der Arbeit notwenigen theoreti-
schen Grundlagen, tber die zu untersuchende Hyaluronsdure und die verwendeten Me-
thoden vermittelt.

2.1 Hyaluronsaure

Die Hyaluronséure (engl. hyaluronic acid, Abkirzung HA) gehort zur Klasse der Gly-
kosaminoglykane (GAG) (Laurent et al., 1992). Haufig wird auch der Begriff Hyalur-
onan verwendet, wobei es sich um das Natriumsalz der Hyaluronsdure handelt. Entdeckt
wurde die Saure 1934, von Meyer und Palmer in Rinderaugen (Meyer et al., 1934). lhr
Name setzt sich aus dem griechischen Wort fiir die gldserne Eigenschaft ,,hyaloid* und
der in ihrer Struktur vorkommenden Uronsaure (engl. uronic acid) zusammen (Wohlrab
et al., 2004). Hyaluronsdure ist nicht sulfatiert und ist aus sich um die Anzahl n wieder-
holenden  Disaccharideinheiten von  B-1,4-D-Glucuronséduren  (GIcUA) und
B-1,3-N-Acetyl-D-glucosamin (GIcNAc) aufgebaut (Abbildung 1). Das langkettige,
farblose Polysaccharid erreicht eine Molekilmasse (M) von bis zu 10 MDa. HA ist ein
hygroskopisches, wasserlosliches und polyanionisches Polymer. In der extrazellularen
Matrix (EZM) kommt Hyaluronséure ubiquitar vor (Abbildung 2) und hat dort wichtige
Funktionen, wie z.B. die Regulation des Wasserhaushaltes oder die Gewebespannung
(Garg et al., 2004; Laurent et al., 1995). Hyaluronsaure befindet sich in der EZM aller
Wirbeltiere und in einigen Bakterienkapseln (Fraser et al., 1997; Necas et al., 2008).

B(1—4)

B(1—=3)
\ /&/m N

o/\

GIcUA GIcNAc
Abbildung 1: Dargestellt sind die sich um die Anzahl n wiederholenden Disaccharid-Einheiten der
Hyaluronsaure mit der Summenformel Cy4H» O4;1N. B-1,4-D-Glucuronsaure (GIcUA) als Uronsaure
und B-1,3-N-Acetyl-D-glucosamin (GIcNAc) als Aminozucker der Disaccharid-Einheit. Die Einhei-
ten sind glykosidisch f(1—4) verbunden. Bei Hyaluronsaure-Natriumsalz ist an der Hydroxygruppe
der Carboxygruppe von GIcUA Wasserstoff (H) durch Natrium (Na) ausgetauscht. Die Abbildung
ist eine eigene Darstellung nach Boeriu et al., 2013.

n
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Hyaluronsdaure weist durch die glykosidische Bindung eine ungewdhnlich hohe Ket-
tensteifigkeit auf, was dazu fihrt, dass die Molekdile in Losung eine extrem hohe intrin-
sische Viskositat [n] (auch Grenzviskositatszahl oder Staudinger-Index genannt) und
einen sehr grofRen hydrodynamischen Radius aufweisen. In Tabelle 1 sind einige intrin-
sische Viskositaten im Vergleich zur Molekilmasse von Hyaluronséure aufgelistet. Die
Viskositat der HA nimmt ab, je stérker die Scherkrafte werden. Das bedeutet, sie ist
strukturviskos. Einigen Angaben zufolge ist Hyaluronséure aber sogar thixotrop, was
bedeutet, dass die Viskositdt mit der Zeit bei andauernder Scherung mit konstanter
Scherrate ebenfalls abnimmt. (Heinzmann et al., 2007) Zudem ist sie empfindlich ge-
gentber hohen Scherraten, da die Ketten brechen kénnen. Das Masse- zu Ladungsver-
haltnis ist konstant, ungeachtet der Molekiilmasse. Hyaluronsaure bildet mit Wasser
mukoide Losungen (Heinzmann, 2010; Garg et al., 2004; Wohlrab et al., 2004).

Fasern der Kohlenhydrat Proteoglykan extrazelluldre
extrazellularen Fliissigkeit

Matrix X/f Kollagenfaser
{ P { Fibronectin /

Glykoprotein

Integrin

Glykolipid

Filamente des Cholesterin

Cytoskeletts

peripheres integrales
Protein Protein Cytoplasma

Abbildung 2: Lokalisation der Hyaluronsdure in der extrazelluldaren Matrix. An der Abbildung
nach © Pearson Education, Inc. sind Ergdnzungen vorgenommen worden.

Hyaluronsdaure wird heute haufig bei der Wundheilung in der Ophthalmologie, Ortho-
péadie und in kosmetischen Produkten eingesetzt (Wohlrab et al., 2004; Necas et al.,
2008). Die fehlende Immunogenitat macht Hyaluronsaure sehr attraktiv fir die Biome-
dizin zur Entwicklung von Materialien und Wirkstoffen. In der Biomedizin kann unmo-

difizierte HA jedoch wegen schlechter biomechanischer Stabilitat, guter Wasserloslich-
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keit sowie schnellem Abbau in vivo kaum verwendet werden (Garg et al., 2004). Hier
wird hochmolekulare Hyaluronsdure gebraucht, die eine geringe Dispersitat (Vertei-
lung) aufweist (Liu et al., 2011; Chong et al., 2005). Die Produktion und Molekilmasse
von Hyaluronsdure durch Biosynthese héngt von den Nukleotidzuckern UDP-GICUA
und UDP-GIcNAc ab (Wohlrab et al., 2004). Die hauptsachlichen Ziele chemischer
Modifikation, durch z.B. Veresterung von HA-Polymeren, sind die Hydroxyl- und Car-
boxylgruppen (Prestwich, 2001).

Tabelle 1: Gegenuberste”ung von der ZUI’ZEIt kann man Hya|ur0n8aure dUI’Ch EX'

intrinsischen Viskositat [n] zu der Mole-
kilmasse M,, von verschiedenen Hyaluron-
saure-Proben. ™ (Mendichi et al., 2002),
2 (Mendichi et al., 2003) und ©! (Bothner et

traktion aus Tiergewebe (z.B. seit den Acht-

zigern aus Hahnenkdmmen) gewinnen,

al., 1988) durch Fermentation von pathogenen sowie
Molekilmasse | Intrinsische Viskositat : : : :
M., in MDa In] in dL/g nicht-pathogenen  Mikroorganismen  wie
. z.B. Pasteurella multocida oder Escherichia
7,40 53,41 _ L
coli herstellen oder durch isolierte Hyalur-
3,50 34,04 ) o .
onsdure-Synthetase in vitro synthetisieren
[3) . L
1,91 24,1 (DeAngelis et al., 2004). Man ist imstande,
1,65 21,71 kleinere, d.h. um die 1 MDa groRe Hyalur-
1,21 18,0 @ onsaure-Polymere bereits durch Fermentati-
0,58 10,62 on eines rekombinanten nicht-pathogenen
- Bacillus-subtilis-Stamms oder andere re-
0,27 6,9

kombinante ~ Organismen  herzustellen
(Widner et al., 2005). Streptokokken der serologischen Gruppe C werden haufiger als
die der Gruppe A zur Produktion verwendet, da sie nicht pathogen und produktiver sind
(Boeriu et al., 2013). Zur Gruppe C gehort z.B. auch der Stamm Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus (Lancefield, 1933). Diese Mikroorganismen bilden eine extrazellulére
Hyaluronsaure-Kapsel (Chong et al., 2005). Wegen zunehmender Allergien gegen nicht
entfernte VVogelproteine bei der Herstellung aus Hahnenkdmmen oder der kritischen
Entfernung von Exo- und Endotoxinen bei der Beispielsweise durch Streptokokken ge-
wonnenen HA, ist es sinnvoll auf rekombinante Mikroorganismen wie B. subtilis aus-
zuweichen. Andererseits wird durch Fermentation mit Bacillus subtilis aber ein geringe-
rer Titer und eine niedrigere Molekiilmasse als mit Streptokokken erreicht (Liu et al.,
2011). Die HA aus Hahnenkdmmen ist zusatzlich mit Proteoglykanen komplexiert,
wodurch hochreine, hochmolekulare HA sehr teuer und dieses Verfahren unattraktiv
wird (O'Regan et al., 1994; Nielsen et al., 2005).
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2.2 Streptococcus equi ssp. zooepidemicus

Die Hyaluronsdaure-Polymere, mit denen die Methode etabliert werden soll, stammen
aus der Fermentation eines Streptokokken-Stamms. Streptococcus zooepidemicus ist
eine der Subspezies von Streptococcus equi (Kohler, 2007). Es kommt in der normalen
Bakterien-Flora von Pferden vor und I6st in Tieren einschliel3lich Menschen Infektionen
aus (Stevens et al., 2000). Wie andere Streptokokken, ist es unbeweglich, verkapselt
und kann keine Sporen bilden. Zudem ist es Gram-positiv und Katalase-negativ. Strep-
tokokken-typisch bildet es kettenformige gelagerte Kokken. Es ist -hdmolytisch (kom-
plette H&molyse) und pyogen (Eiter bildend) (Bundesamt fur Verbraucherschutz und
Lebensmittelsicherheit, 1995). Es besitzt das gruppenspezifische Antigen der Lance-
field-Gruppe-C-Streptokokken (GCS) (Lancefield, 1933).

2.3 Molekilmasse und Dispersitat

Polymere, darunter auch Hyaluronsédure, sind polydispers. Dies bedeutet, sie besitzen
nicht eine distinkte Molekiilmasse wie zum Beispiel Proteine, sondern eine Molekil-
massenverteilung. Die einzelnen Polymerketten bestehen aus sehr stark unterschiedli-
cher Anzahl von Monomereinheiten. Die Molekiilmasse einer Polymerprobe wird durch
Mittelwertbildung angegeben. An jedem Punkt eines Peaks aus der GroRenausschluss-

Chromatographie gibt es eine Molekllmasse. Diese groRe Anzahl muss nun in eine

[

A

P

=

Molekiilmassenhéufigkeit

Molekilmasse M
Abbildung 3: Fiktives Chromatogramm einer mdglichen SEC-Trennung. Hier ist beispielhaft dar-
gestellt, an welchem Punkt der Molekilmassenverteilung die Molekilmassenmittelwerte sich be-
finden kdnnen, wobei sich M, immer an der Peakspitze befindet, und M, und M,, davon abweichen
kénnen. Hierbei handelt es sich um ein uneinheitliches Polymer, da M, und M,, voneinander ab-
weichen. Bei einem einheitlichen Polymer wiirden diese aufeinander liegen bzw. deren Werte gleich
sein. Die Abbildung ist eine eigene Darstellung nach Striegel et al., 2009.
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mittlere Molekiilmasse umgerechnet werden. Jeder Molekllmassenmittelwert wird auf
eine andere mathematische Weise berechnet. Es kann z.B. ein arithmetischer Mittelwert
(M, = number average molar mass) oder auch ein nach dem Gewicht gemittelter Wert
(M,, = weight average molar mass) sein. Wenn auf Mittelung verzichtet werden soll
kann auch die Molekiilmasse an der Peakspitze (M, = peak average molar mass) ange-
geben werden, was jedoch sehr ungenau und kaum reproduzierbar ist. Anhand von Ab-
bildung 3 bekommt man einen Eindruck zur Dispersitat einer Probe, und Tabelle 2 kann
man die Definitionen der Molekllmassenmittelwerte entnehmen. Die jeweilige Disper-
sitdt B des Polymers wird durch das Verhéltnis der Mittelwerte der Molekilmassen M,
und M, beschrieben. Ohne diese beiden Werte kann die Dispersitét also nicht bestimmt
werden. Die IUPAC definiert die Dispersitat als ein MaR fir die Verteilung (oder Aus-
breitung) der Molekllmasse, relativen Molekilmasse, des Molekulargewichts oder Po-
lymerisationsgrades. Fur ein einheitliches Polymer ist B = 1 (Strepto, 2009; Lechner et
al., 2010).

Tabelle 2: Molekilmassenmittelwerte, Dispersitat und ihre Definitionen. Angaben nach Strepto,
2009 und Striegel et al., 2009.

Statistisches

Wert Gewicht (g) Definition Information
Zahlenmittel M n M _ 2iniM; .
" I "OTin
Massenmittel M m, M _ 2imiM; .
v I YooYim,

Molekilmasse an der

Peakmolekilmasse M, - - Peakspitze

Dispersitat b - b

<

F 3
1

Zur Molekulmassenbestimmung von Polymeren gibt es mehrere Methoden. Diese wer-
den in absolute und relative Methoden unterteilt. Die GrofRenausschluss-
Chromatographie gehort z.B. zusammen mit der Viskosimetrie zu den Relativmethoden.
Zu den Absolutmethoden z&hlt zum Beispiel das Verfahren der Lichtstreuung. Bei den
Relativmethoden handelt es sich um Verfahren, bei denen kein direkter, durch mathe-
matische Gleichungen ausdriickbarer physikalisch-chemischer Zusammenhang zwi-
schen der erhaltenen Messgrolie und der Molekiilmasse der Probe besteht. Der Zusam-
menhang entsteht nur durch eine zwingend notwendige Kalibrierung mit Proben be-

kannter Molekilmasse. Als Proben zur universellen Kalibrierung sollten im Idealfall
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strikt monodisperse Standards derselben Substanz verwendet werden. Des Weiteren
kann die SEC mit monodispersen Standards tber die Peak-Position oder Uber die Mark-
Houwink Gleichung kalibriert werden. Mit der Hamielec-Methode oder einer der opti-
mierten Versionen davon kann mit polydispersen Standards kalibriert werden (Striegel
et al., 2009; Balke et al., 1969). Die SEC wird jedoch in Kombination mit einem Licht-
streudetektor und einem Konzentrationsdetektor, beispielsweise einem UV-Detektor
oder RI-Detektor, zu einer Methode, die absolute Molekilmassen ohne Kalibrierung
liefert (Koltzenburg et al., 2014).

2.4 GrolRRenausschluss-Chromatographie (SEC)

Die Bestimmung der Molekilmasse und Dispersitdit der Hyaluronséure soll
chromatographisch, auf Basis der GroRenausschluss-Chromatographie (engl. Size
Exclusion Chromatography, SEC), erfolgen. Die SEC ist ein
flissigchromatographisches Verfahren (engl. Liquid Chromatography, LC), das vielfach
zur Auftrennung von Biopolymeren verwendet wird (Biochromatographie). Bei der LC

ist die mobile Phase regelmaRig fliissig und bewegt sich in eine bestimmte Richtung an

der anderen (stationdren) Phase, die meistens fest ist, vorbei (Engelhardt et al., 1995;
Gey, 2008).

Abbildung 4: Schema  der
chromatographischen Trennung
in den Beads mit Poren und
Kanélen (stationdre Phase) bei
der GroéRenausschluss-
Chromatographie (SEC). Die
mobile  Phase  bewegt sich
zusammen mit den Molekilen
von oben nach unten an der
stationdren Phase vorbei.
Sterische Effekte beeinflussen die
Elutionsreihenfolge. Grof3e
Molekile (rot) eluieren vor
kIeinen Molekilen (grin), da sie
fast oder vollkommen vom
Porensystem der  stationaren
Phase (blau) ausgeschlossen sind.
Kleinere  Molekule  hingegen
retardieren und eluieren spater.
Bei der Abbildung handelt es sich
um eine eigene Darstellung.

Mittels SEC kdnnen geldste Biopolymere nach Gewicht und GroRe, genauer nach dem
hydrodynamischen Volumen getrennt werden. Das hydrodynamische VVolumen ist Gber
die intrinsische Viskositat proportional zur Molekillmasse. Die SEC wird verwendet,
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um die Molekilmassenmittelwerte und damit die Dispersitat zu bestimmen. Es sind
keine physikalisch-chemischen Wechselwirkungen mit der stationdren Phase erwiinscht,
wie dies bei anderen Methoden der Fall ist (Striegel et al., 2009).

In der Praxis werden hdufig S&ulen verwendet, die beispielsweise mit pordsen sphari-
schen Kugeln (,,beads®) als stationarer Phase gepackt sind. Die Wahl der Saule richtet
sich nach der Probenzusammensetzung, dem bzw. den Eluenten und dem Molekilmas-
senbereich. Die Poren bzw. Kanale weisen eine spezifische GroRenverteilung auf, und
haben etwa die GroRRe der Probenmolekule. GroRe Molekile eluieren bei der SEC zu-
erst, da sie kaum oder gar nicht in das Porensystem der stationdren Phase eindringen
kdnnen, kleinere hingegen werden vom Porensystem retardiert (Abbildung 4). Da Mo-
lektilen mit abnehmender GroRe ein groReres effektives Porenvolumen zur Verfligung
steht, ergibt sich somit, dass grof3e vor kleineren Molekilen eluieren. Es ist nicht emp-
fehlenswert, Substanzen nahe an der oberen oder unteren Molekilmassen-
Trennungsgrenze zu trennen. Im Anschluss an die Trennung in der Saule erfolgt die
Detektion der Molekule tber ein oder mehrere Parameter (z.B.: UV, RI und/oder LS)
(Gey, 2008; Striegel et al., 2009; Cammann, 2001).
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Abbildung 5: Theoretische Elutionsreihenfolge bei der SEC. Aufgetragen wurde die Absorption
gegen das Volumen. V, entspricht dem Volumen bei dem Molekdle eluieren, welche aufgrund ihres
hydrodynamischen Durchmessers nicht in das Porensystem eindringen kénnen. Es wird auch Aus-
schlussvolumen der Saule genannt. Ve wird das jeweilige Elutionsvolumen der Substanz genannt.
V\ entspricht dem VVolumen der mobilen Phase. Abbildung nach GE Healthcare, 2007, modifiziert.

Die GroRentrennung bei der SEC erfolgt aufgrund der differentiellen Verteilung der
gel6sten Probe zwischen dem Volumen der mobilen Phase auRerhalb und innerhalb der
Poren der Sdulenpackung. Der VVorgang, bei dem einige Molekiile in das Porensystem

eindringen und durch dieses diffundieren, wird auch Permeation genannt. Nach oder mit
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dem Volumen der mobilen Phase V (Abbildung 5 und Abbildung 6) eluieren alle Mo-
lekiile, die so klein sind, dass sie vollstandig alle Poren durchdringen (totale Permeati-
on). Uber die Retentionszeit bzw. das Retentionsvolumen (auch Elutionsvolumen) kann

dann auf die Molekllmasse der Substanz geschlossen werden (Cammann, 2001).

Vo VM = Vo + V| CVv
Abbildung 6: Schemata der verschiedenen Volumina die eine Rolle bei der SEC spielen. V, ent-
spricht dem interstitiellen Volumen zwischen den Partikeln der gepackten Sédule, ohne das Trager-
porensystem. V), ist das Volumen der mobilen Phase, zusammengesetzt aus dem interstitiellen Vo-
lumen V, zwischen den Partikeln und dem internen Porenvolumen V,. CV entspricht dem gesamten
Séulenvolumen (Column Volume) aus dem Volumen der mobilen Phase und der stationdren Phase.
Abbildung nach GE Healthcare, 2007, modifiziert.

Die Trennung von Molekilen mit der SEC ist ein durch Entropie kontrollierter Vor-
gang. Temperaturdnderungen haben bei der SEC nur einen kleinen Nebeneffekt, da die-
se namlich die GroRe der Polymermolekile beeinflusst. Wenn hochmolekulare Polyme-
re bei hohen Flussraten separiert werden, kann es bei der SEC zu zwei Effekten kom-
men. Diese nennen sich hydrodynamische (HDC) und Slalom-Chromatographie (SC)
Effekte, welche, anders als die SEC, nicht auf Gleichgewichts-Chromatographie beru-
hen. Bei der SC ist die Elutionsreihenfolge umgekehrt zu derjenigen bei SEC und HDC.
Bei der SC zum Beispiel drehen sich die Molekiile beim Durchwandern immer wieder
um die Partikel der Saulenpackung herum, welches die Elution groRerer Molekile deut-
lich starker verzogert als die von kleinen Molekilen. Inhomogen gepackte Sdulen kon-
nen eine Verbreiterung des Peaks hervorrufen. Die Packungsqualitat der S&ule wird
zusétzlich durch die PartikelgroRenverteilung und die Form der Partikel beeinflusst.
Jedoch kommt es auch aus anderen Griinden zur Peakverbreiterung. Dazu zahlt die Ed-
dy-Diffusion, bei der die Molekile verschiedene Wege durch die Sdule gehen. Dieses
Phé&nomen ist auf die Brownsche Molekularbewegung zurtick zu fihren. AuRerdem
fuhrt das laminare Stromungsprofil zu verschiedenen lokalen FlieBmittelgeschwindig-
keiten zwischen den Partikeln und in den Partikelporen (Striegel et al., 2009).
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Viskosimetrische Verfahren spielen in der Praxis der SEC eine groRRe Rolle, da anhand
der Viskositat oftmals festgestellt wird, ob das Produkt den Spezifikationen, in diesem
Fall also der gewunschten Molekiilmasse, entspricht. Hyaluronsdure in Losung weist
gegenuliber der mobilen Phase eine erhohte Viskositat auf, die von der Konzentration
und der Molekilmasse abhéngig ist. Die Probenkonzentration ist wegen der Viskositat
in der SEC oftmals limitiert. Bei hohen Probenkonzentrationen kann erhdhte Lésungs-
viskositdt durch ,,viscous fingering/streaming™ signifikante Bandenverbreiterung her-

vorrufen (Striegel et al., 2009).

2.5 Detektionsverfahren

In Betracht gezogen wurden hier die Detektion tber die Lichtbrechung und UV-
Spektroskopie. Ein Detektor hat die Aufgabe, ein chromatographisches Konzentrations-
profil wahrnehmbar zu machen. Uber die erhaltenen Retentionszeiten kénnen dann die
einzelnen Substanzen charakterisiert und identifiziert werden. Aus den Signalflachen
kann eine quantitative Aussage gemacht werden. Detektoren unterschiedlicher Mess-
prinzipien werden direkt hinter die S&ule geschaltet. Dadurch kann eine kontinuierliche
Messung erfolgen. Ideale Detektoren haben eine sehr geringe Drift, niedriges Rauschen
und hohe Empfindlichkeit. AulRerdem besitzen sie ein schnelles Ansprechverhalten so-
wie einen groRen dynamischen Bereich und ein geringes Totvolumen. Auch die Mess-
zellen mussen gegenuber den verwendeten Eluenten unempfindlich sein (Schwedt et al.,
2010).

Wird bei der SEC ein konzentrationsabhdngiger Detektor, wie der UV- oder RI-
Detektor verwendet, erhédlt man eine GroRRenverteilung in der Gewichtskonzentration.
Mit Hilfe von Kalibrierung kénnen dann die Daten in eine Molekilmassen-Verteilung
konvertiert werden. Ebenso kdnnen dadurch die Molekiilmassenmittelwerte und damit
die Dispersitéat bestimmt werden.

2.5.1 Detektion tber Lichtbrechung

Die Konzentration einer Substanz kann mittels Brechungsindex n (englisch refractive
index, RI) tber einen RI-Detektor (RID) bestimmt werden. Der Brechungsindex ist ein
MaR fiir die Abschwichung der Geschwindigkeit, die das Licht beim Ubergang von
einem Medium in ein anderes Medium erfahrt und héngt von der Wellenlange und der
Dichte ab. Bei der LC registriert der Detektor Verbindungen, die einen anderen Bre-
chungsindex als die reine mobile Phase aufweisen. Aufgezeichnet wird in diesem Fall

die Anderung des Brechungsindex bzw. die unterschiedliche Brechung eines Licht-
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Medium 1 strahls. Deswegen nennt sich

Lot diese Art von RI-Detektor auch

Differenzialrefraktometer. Der

einfallender
Strahl

RID ist ein universeller Detek-
tor und dadurch im Vergleich
zu anderen Detektoren nicht
sehr selektiv und empfindlich
(Nachweisgrenze: 100-
1000 ng). Da der Brechungsin-

B gebrochener dex von der Dichte abhéangig
Strahl . .
ist, muss die Zusammensetzung

Medium 2

Abbildung 7: Lichtbrechung beim Ubergang von einem
optisch dinneren in das optisch dichtere Medium. Die
Formel 1 (das Snellius‘sche Brechungsgesetz) dient zum
berechnen des Brechungsindex. Die Abbildung ist eine
eigene Darstellung nach Wissenschaftliche Geratebau Dr. Temperatur, dem Druck und der
Ing. Herbert Knauer GmbH.

des Eluenten bei dieser Art von

Detektion konstant bleiben,

denn die Dichte hangt von der

Medienzusammensetzung  ab.
Es ist keine Gradientenelution mdglich, denn die Veranderung wirde somit das Signal
verandern. Der RI-Detektor ist sehr stark temperatur- und druckabhéngig. Die Wellen-
lange im Detektor ist jedoch in der Regel stabil. Der Brechungsindex von Polymeren
bleibt bei unterschiedlicher Moleklilmasse konstant, demnach erfolgt eine quantitative
Detektion.

Dieser konzentrationsabhéngige Detektor bestimmt die Anzahl der Teilchen pro Volu-

men der stromenden Flussigkeit (Masse pro Volumen). Der RI-Detektor ist aber nicht
nur von der Konzentration abhangig, sondern ebenfalls vom %—Wert, der Anderung des
Brechungsindex der Probe (iber deren Konzentration. Hyaluronséure hat zum Beispiel
einen ermittelten j—:-Wert von 0,15 mL/g in 0,15 M und in 0,5 M NaCl bei 25 °C und
einer Wellenldnge von A = 632,8 nm (Mendichi et al., 1998).

Beim Ubertritt des Lichtstrahls, von einem Medium in ein anderes verandern sich die

Ausbreitungsgeschwindigkeit und der Ausbreitungswinkel. Fur diesen Ubergang, dar-

gestellt in Abbildung 7 gilt das Snellius‘sche Brechungsgesetz:

sina c; ny

sinfB ¢, m
Formel 1: Das Snellius’sche Brechungsgesetz
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Mit:
a = Einfallswinkel zur Senkrechten (Lot) bezlglich der Einfallsebene hin gemessen

B = Ausfalls-/Brechungswinkel zur Senkrechten (Lot) bezuglich der Einfallsebene
¢ = Lichtgeschwindigkeit im jeweiligen Medium, mitc,,, = C;O wobei

Co = Lichtgeschwindigkeit
n = Brechungsindex des jeweiligen Mediums

Beim Ubergang vom optisch diinneren zum optisch dichteren Medium, wird der Licht-
strahl zum Lot hin gebrochen. Eine Brechung vom Einfallslot weg findet beim Uber-
gang vom optisch dichteren ins optisch dinnere Medium statt (Harris, 2011;

Kazakevich).

2.5.2 Detektion mittels UV-Spektroskopie

Spektroskopie beinhaltet analytische Methoden, die auf Wechselwirkungen zwischen
elektromagnetischer Strahlung und dem Probenmaterial basieren. Eine h&ufig genutzte
Wechselwirkung ist die Lichtabsorption, bei der die stoffspezifische Schwachung einer
elektromagnetischen Strahlung, beispielsweise UV-Strahlung, ausgenutzt wird. Je
nachdem, ob eine Wechselwirkung mit Atomen oder ganzen Molekdlen stattfindet, wird
zwischen Atom- und Molekulspektroskopie unterschieden. Die UV-Spektroskopie wird
zur letzteren Methode gezahlt. Bestimmte Wellenlangen(-bereiche) der auftreffenden
Strahlung werden am Molekil absorbiert. Daraus resultiert eine Differenz zwischen
eingestrahlter und durchgehender Energie. Diese tragt man gegen die Wellenlange auf,
wodurch ein Spektrum zustande kommt. Molekdlspektroskopische Methoden dienen
vor allem der Strukturaufklarung oder Verfolgung von biochemischen Reaktionen.
(Harris, 2011).

Viele Analyten absorbieren im UV-Bereich. Die Ultraviolett-Detektion ist daher eine
der meistgenutzten Detektionsprinzipien fir die LC. Entsprechende UV-
Detektionsgeréte verfligen in der Regel uUber einen quantitativen Detektor mit Mikro-
durchflusskiivette. Es gibt drei verschiedene Varianten von Detektoren, welche mit fes-
ten oder variablen Wellenldngen und Dioden-Array-Detektoren (Hein et al., 2004).
Konzentrationen von Analyten werden basierend auf einem spektralphotometrischen
Verfahren, bei dem UV-Licht genutzt wird, bestimmt. Als mobile Phasen dienen Ver-
bindungen oder Mischungen, die nicht oder wenig im UV-Bereich absorbieren
(Gottwald et al., 1998). Der Bereich der UV-Strahlung erstreckt sich laut DIN 5031 —
Teil 7 (Deutsches Institut fur Normung e.V., 1984) von 100 -380 nm. Als UV-
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Lichtquellen dienen Deuteriumlampen. Dabei Ad/v
handelt es sich um Gasentladunglampen. Bei die- O

I = 1o - labs

sen sind in einem unter niedrigem Druck stehen-
den Glaskolben Anode und Kathode -einge-
schmolzen. Erst beim Anlegen einer hohen Span-
nung (von ca. 80 — 100 V) flie3t Strom und es
treten Gasentladungen auf, wodurch im Ergebnis
sichtbares Licht und ultraviolette Strahlung ent-
stehen (Gottwald et al., 1998).

Bei einem aufgenommenen Spektrum einer Sub-
stanz ist die Intensitdt des Signals (Absorption)
gegen den Wellenldngenbereich aufgetragen. Bei

- | 7
]

KiiVette

L~

Abbildung 8: Abbildung zur Erklarung
des Lambert-Beer‘schen Gesetz. Die
Intensitét des Lichts (Ig) wird durch die
in der Kivette befindliche Losung
geschwacht  (I). Je  héher die
Konzentration ¢ der Losung, desto
groRer st diese Schwéchung. Die
Abbildung ist eine eigene Darstellung.

einem aufgenommenen Chromatogramm hingegen wird bei z.B. einer festgelegten Wel-

lenldange die Absorption gegen die Zeit aufgetragen. Bei welcher Wellenlange das

Chromatogramm durch einen UV-Detektor aufgenommen werden sollte, erfahrt man

durch Aufnahme eines Spektrums durch ein Spektralphotometer (Gottwald et al., 1998).

Bei einem Spektralphotometer wird mit Hilfe eines Monochromators mit geringer

Spaltbreite aus dem polychromatischen Licht der Deuteriumlampe (im sichtbaren Be-

reich eine Wolframlampe) monochromatisches Licht erzeugt. Dies ist notwendig damit

das Lambert-Beer’sche-Gesetz Uber einen groRen Konzentrationsbereich gultig ist. Die

Absorption des Stoffes bei einer bestimmten Wellenldnge A ist gegeben durch das Lam-

bert-Beer’sche-Gesetz. Es gilt fur Lésungen und Gase.

1
Ay=-lg—=¢-c-d
Iy
Formel 2: Lambert-Beer¢sches-Gesetz

Mit:

A, = Extinktion oder Absorbanz/Absorption bei der Wellenlange A

| = Intensitét des Lichts vor und nach der Schwéachung durch den Stoff in W/m2

d = Schichtdicke der Klvette in cm

¢ = Konzentration der Probe in der Kivette in mOI/L

¢ = molarer Extinktionskoeffizient in L/mol-cm
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Das Licht der Lampe gelangt hinter der Kiivette (Abbildung 8) auf einen Detektor (z.B.
eine Photodiode). Hier wird es in elektrische Signale umgewandelt, registriert und auf
einem Anzeigeinstrument sichtbar gemacht. Mit einem Spektralphotometer kdnnen
(durch verstellen des Monochromators) sowohl Spektren, als auch die Absorption bei

einer bestimmten Wellenlange aufgenommen werden (Hein et al., 2004).

2.6 Agarose-Gel-Elektrophorese

Die Agarose-Gel-Elektrophorese (AGE) ist eine trégergestutzte Elektrophorese, bei der
man eine horizontal angeordnete Platte verwendet, worauf das Trenngel aus Agarose
homogen und mit gleicher Schichtdicke aufgetragen wird. Mit dieser Elektrophorese,
werden geladene Molekile im Gleichstromfeld nach ihrer Molekiilmasse, ihrer Ladung
und dem Volumen getrennt. Kleinere und stéarker positiv geladene Molekiile wandern
dabei schneller durch die Gelmatrix zur Kathode als grofiere und weniger stark positiv
geladene Molekiile (Siebeffekt). Die Molekiile befinden sich wahrend der Elektrophore-
se in einer wassrigen Ldsung, dem Puffer. Die anionischen und kationischen Analyten
migrieren zu den Polen mit entgegengesetzter Ladung. Hyaluronséure ist negativ gela-
den und wandert aufgrund dessen nach Anlegen einer Spannung zur Anode und positio-
niert sich entsprechend ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit im Agarose-Gel (Gey,
2008; Jansohn et al., 2012).

Agarose wird aus Zellwanden von roten Meeresalgen gewonnen und ist aus glykosi-
disch verbundenen Einheiten von B-1,3-D-Galactopyranose und
3,6-Anhydro-a-1,4-L-Galactopyranose aufgebaut. Das Polysaccharid ist ein lineares
ungeladenes Molekul und zeigt wenige Wechselwirkungen mit Proteinen und Nuklein-
séuren. Die Agarose-Gel-Elektrophorese wird vor allem zur DNA-Sequenzierung ver-

wendet.

Wenn Agarose erwarmt wird, polymerisiert sie und bildet beim Abkuhlen eine Gel-
matrix (Doppelhelices) mit einem Porendurchmesser von 100-500 nm, wobei der
Durchmesser von der Konzentration an Agarose abhéngig ist. Die PorengroRe verklei-
nert sich mit steigender Agarosekonzentration. Agarose hat im Vergleich zu anderen fir
Gele verwendeten Polymeren, eine groRe mittlere Porengrof3e und ist deswegen gut ge-
eignet, um HA mit hoher Molekilmasse (high molecular weight hyaluronan, HMWHA)
zu trennen (Garg et al., 2004; AppliChem, 2009; Mulhardt, 2013).
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Abbildung 9: Die chemische Struktur von Stains-All (1-Ethyl-2-[3-(1-ethylnaphtho[1,2-d]
thiazolin-2-ylidene)-2-methylpropenyl]naphtho[1,2-d]thiazolium bromide). Die Abbildung stammt
von Sigma-Aldrich®.

Die Molekiile im Gel sind nach der Elektrophorese noch nicht sichtbar und missen an-
gefarbt werden. Das Anfarben mit Stains-All von Agarose-Gelen in denen z.B. auch
DNA und RNA aufgetrennt wurde, ist in vielen Veroffentlichungen beschrieben wor-
den. Es handelt sich hierbei um einen kationischen Farbstoff, der zu den geschlossen-
kettigen Cyaninen mit Benzothiazol-Endgruppen (Thiacarbocyanin) gehort. Stains-All
wurde so benannt, weil es Nukleinséduren und Proteine sowie saure Polysaccharide farbt.
Die Substanz ist ein dunkelgrines bis braunes Pulver, welches, wie viele Cyanine,
lichtgeschutzt und bei 2-8 °C gelagert werden muss. Die chemische Struktur dieses
Cyanin-Farbstoffs ist in Abbildung 9 dargestellt. Stains-All farbt DNA und Glykoprote-
ine blau, Proteine rot und Lipide gelb-orange. Hyaluronsaure wirkt blau-lila (Dahlberg
etal., 1969).

Anhand von Standards die zusatzlich zu der zu untersuchenden Probe auf das Gel auf-
getragen werden, kann nach der Farbung auf die Ladung und GroRRe der Molekile ge-

schlossen werden.
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3 Materialien und Methoden

In diesem Kapitel sind die VVorgehensweisen zu den jeweiligen verwendeten Methoden
beschrieben, und welche Probleme dabei gegebenenfalls zu Uberwinden waren. Die
Auflistung der verwendeten Chemikalien, Materialen, Gerdte und Programme befinden

sich im Anhang B Materialien und Daten.

3.1 Verwendete Standards, Materialien und Proben
Als Arbeitsmaterial fir die Methodenentwicklung diente Hyaluronsaure-Natriumsalz
(Abbildung 10) mit verschiedenen Molekllmassen aus der Fermentation mit Strep-
tococcus equi ssp. zooepidemicus. Genauere Informationen, wie beispielsweise die Mo-
lekiilmassen zu den Arbeitsmaterialien, sind in Tabelle 9 und in den jeweiligen Analy-
senzertifikaten (Certificate of Analysis, COA) in Anhang A und B zu finden. Es wurden
Losungen von den Arbeitsmaterialien in einer Natriumchlorid-Ldsung (NaCl) als Stan-
dards von Konzentrationen mit 1, 2 und/oder 3 mg/mL hergestellt. Dafur wurden 50,
100 und 150 mg eingewogen und jeweils in 50 mL 0,2 M NaCl gelést. Um die HA in
dem NacCl zu lésen, wurden die R6hrchen in einen rotierenden Mischer eingespannt und
fur einige Minuten bis Stunden langsam geschiittelt. Die Konzentration der bereits fer-
mentierten HA liegt bei ca. 2,5 mg/mL, weshalb die Standardkonzentrationen um diesen
Bereich herum gewéhlt wurden. Diese Standards dienten als Referenzmaterialien zur
Uberprifung der Genauig-

keit der Methode. Genutzt ~ \

wurden vier verschiedene

o
Hyaluronsaure-Proben mit -
. . ~ .
unterschiedlichen  Mole- '«
. -
kilmassen. Vorhanden war & o .
Hyaluronsaure- .- ’
Natriumsalz mit Molekiil- ;
massen von 0,35MDa, ¢ :

1,2 MDa, 1,67 MDa und
2,12 MDa. Uber eine Fer-
mentation mit dem Strep-
tokokken-Stamm  ATCC
35246 wurde Hyaluronséu-

Abbildung 10: Alle Hyaluronsdure-Natriumsalz Proben der ver-
schiedenen, welche zur Methodenentwicklung verwendet wurden,
lagen als weiBes Pulver vor. Abbildung nach Russell Publishing

re produziert. Zur Abtren- Ltd., modifiziert.
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nung der HA von den Zellen wurde zu den 500 mL Fermentationskultur 500 mL
0,1%iges SDS hinzugegeben, 10 min gewartet und dann fir 10 min bei 8000 rpm ab-
zentrifugiert. AnschlieBend wurde der Uberstand fur 10 min auf 70 °C erhitzt, erneut
zentrifugiert und anschlielend durch einen 0,22 um PES-Filter filtriert. Dieser Fermen-
tationsiiberstand (FU) diente ebenfalls als Probe fiir die Entwicklung der SEC und wur-
de bei der AGE ebenfalls aufgetragen. In Tabelle 3 ist eine Ubersicht der Proben darge-
stellt.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Proben mit Molekiilmasse und Konzentrationen.

Name der Probe Beschreibung Konzentration

Hyaluronsaure-Natriumsalz mit
2,12 MDa HA einer Molekilmasse von 2,12 MDa
geléstin 0,2 M NaCl

Angesetzt in Konzentrationen
von 1, 2 und 3 mg/mL

Hyaluronsaure-Natriumsalz mit
1,67 MDa HA einer Molekilmasse von 1,67 MDa
geldst in 0,2 M NacCl

Angesetzt in einer Konzentra-
tion von 3 mg/mL

Hyaluronsaure-Natriumsalz mit
1,2 MDa HA einer Molekilmasse von 1,2 MDa
geldst in 0,2 M NacCl

Angesetzt in Konzentrationen
von 1, 2 und 3 mg/mL

Hyaluronsaure-Natriumsalz mit
0,35 MDa HA einer Molekilmasse von 0,35 MDa
geldst in 0,2 M NacCl

Angesetzt in einer Konzentra-
tion 3 mg/mL

FU Fermentationsiberstand 2,5 mg/mL

3.2 Aufnahme des UV-Spektrums

Um zu wissen, bei welcher Wellenlange mit dem UV-Detektor gemessen werden muss-
te, wurde mit dem Photometer (siehe Tabelle 11) ein Spektrum des HA-
Arbeitsmaterials aufgenommen. Das Spektrum wurde von 200 - 600 nm aufgenommen,
also sowohl im sichtbaren als auch im UV-Bereich. Die verwendete Kivette bestand
aus Quarz (SiO,, Siliziumdioxid). Glas oder Polystyrol sind nur fur den sichtbaren Be-
reich geeignet, da sie UV-Strahlen sehr stark absorbieren. Bei der UV-Spektroskopie
sollte man mdoglichst bei der Wellenldnge am Extinktionsmaximum messen (Harris,
2011; Gottwald et al., 1998).

3.3 Verwendete Puffer, Apparate und Methoden fiur die SEC

Als Puffer fiir die Chromatographie (mobile Phase) wurde 0,2 M Natriumchlorid (NaCl)
verwendet, um storende ionische Wechselwirkungen mit der stationdren Phase zu un-
terdriicken. Vom Hersteller der Séulenpackung wurde deswegen eine Mindestkonzent-
ration von 0,15 M NaCl im Puffer empfohlen. Dazu wurden fur einen Liter jeweils
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11,68 g Natriumchlorid eingewogen und in VE-Wasser gelost. Mit diesem Puffer wur-
den auch die Proben angesetzt. Der Trennvorgang findet unter isokratischen Bedingun-
gen statt, das bedeutet, die Zusammensetzung der mobilen Phase bleibt wahrend des

gesamten Laufs konstant.

Als erstes musste die Sdule mit dem Material gepackt werden. Hierzu wurde das Mate-
rial mit der mobilen Phase suspendiert und dann in die senkrecht stehende Saule geflit.
Da keine Pumpe vorhanden war, musste gewartet werden, bis sich das Material abge-
setzt hat, oder es wurde mit einer Spritze nachgeholfen, indem mit dieser unten die mo-
bile Phase abgesaugt oder oben unter ein wenig Druck eingefillt wurde. Die verwendete
Saulenpackung Sephacryl S-500 High Resolution hat relativ groRRe Partikel. Dieses und
ahnliches Material wurde in den letzten Jahren auch von anderen zur Analytik von Hya-
luronséure verwendet (Joeng et al., 2014; Hardingham et al., 2000). Man kann zwischen
vielen verschiedenen Sdulendimensionen und S&ulenmaterialien wahlen. Bei der Wahl
spielen die chemische und mechanische Stabilitat und die spezifische Oberflache eine
Rolle. Die stationdre Phase muss bei dem Druck mechanisch stabil sein und eine spezi-
fische Oberflache aufweisen, damit sie mit der mobilen Phase ein bestimmtes Verhélt-
nis beibehélt. Diese spezifische Oberflache kann nur mit porésen Tragermaterialen, wie
z.B. quervernetzten Polymeren, erreicht werden. Die mobile Phase sollte bei der LC frei
von geldsten Gasen sein, damit z.B. durch die Kompression an der Pumpe oder durch
die Entspannung auf Atmosphérendruck nach der Saule kein Ausgasen mdglich wird.
Dadurch kann es allerdings eventuell zu nicht reproduzierbaren Messwerten kommen.
AuRerdem muss auf eine geeignete Partikel- und Porengrofle geachtet werden (Gey,
2008; Cammann, 2001). Die Saulenldnge der verwendeten Kronlab-Saule vom einen
Stopfen zum anderen Stopfen betrug ca. 88 cm bei einem Durchmesser von 1,5 cm.
Daraus errechnete sich ein Saulenvolumen (CV) von ca. 155 mL. Als Faustformel gilt,
dass man 0,5 - 4 % des CV als Probenvolumen auftragen soll, wenn nach der Molekiil-
masse aufgetrennt werden soll. Dies wiirde einem Volumen von ca. 0,8 — 6 mL entspre-
chen. Das Injektionsvolumen betrug jeweils 2 mL, was ungefdhr 1,5 % des CV ent-
spricht. Weitere Informationen zu Sdule und Material sind Tabelle 10 und Tabelle 11

entnehmbar.

Das Vorbereiten der LC-Anlage lief ab, wie im Folgenden beschrieben. Zuerst musste
das Gas aufgedreht und der Entgaser angestellt werden. Wenn die Sdule oder richtige

Injektionsschleife nicht angeschlossen waren, mussten diese zunéchst unter niedrigem
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Fluss von z.B. 0,2 mL/min angeschlossen werden. AulRerdem musste im System die
mobile Phase vorhanden sein. War dies nicht der Fall, musste es vorher damit gespult
werden. Bei langerer Nichtbenutzung der Anlage, sollte das System mit VE-Wasser
oder 20 % Ethanol gespiilt werden. Bei erneuter Verwendung ist es somit vonnéten, das
System anschlieRend mit der gewiinschten mobilen Phase zu spilen. Séulen und S&u-
lenmaterialien sollten bei l&ngerer Lagerung in 20 % Ethanol gelagert werden und ms-

sen dann vor Verwendung mit der mobilen Phase equilibriert werden.

Die mobile Phase sollte bei der LC frei von geldsten Gasen sein, damit z.B. durch die
Kompression an der Pumpe oder durch die Entspannung auf Atmosphérendruck nach
der Saule kein Ausgasen moglich wird. Andernfalls kann es zu nicht reproduzierbaren
Messwerten kommen. Deswegen wird der verwendete NaCl-Puffer, der Ethanol und das
VE-Wasser zum einen vorher durch einen 0,2 pum-Membranfilter filtriert, zum anderen
in diesem Fall zusatzlich durch einen On-line-Entgaser entgast. Es handelt sich hierbei
um einen Vakuumentgaser mit einem Schlauch aus Polytetrafluorethylen (PTFE, auch

Teflon® genannt), der eine hohe Gaspermeabilitat aufweist.

Pumpe
Entgaser @ o —p—]
/-I\ Injektionsventil

S

a

u Cond pH

|
Eluenten e

uv
Waste

Abbildung 11: Apparativer Aufbau des verwendeten Flussigchromatographen BioCAD®
SPRINT™, Die mobile Phase befindet sich in einem Elutionsmittelvorratsgefif. Mit Hilfe der
Pumpe wird die mobile Phase durch den Entgaser zum Injektionsventil befordert. Dort erfolgt die
Aufgabe der Probe auf die Sdule. In der S&ule werden die Substanzen getrennt. Im Anschluss
erfolgt die Detektion mit Hilfe eines oder mehrerer Detektoren. Hier erfolgt die Detektion Uber UV,
Leitfahigkeit (Cond) und pH-Wert. Die Detektoren sind mit dem Computer verbunden. Am Ende
der Chromatographie landet die mobile Phase zusammen mit den Proben im Abfallgefal (Waste).
Bei der Abbildung handelt es sich um eine eigene Darstellung.

Die Uber die Software der Computersteuerung festlegbare Flussrate des Systems wurde
durch Pumpen im Gerét konstant gehalten und kontrolliert. Bei der Pumpe handelt es
sich meistens um eine Kolbenhubpumpe. Sie muss die mobile Phase mit hoher Fluss-
konstanz beférdern und einen moglichst groRen Bereich von Flussraten aufweisen. Au-

Rerdem muss sie bestdndig gegentber der verwendeten mobilen Phase sein. Salzhaltige
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Eluenten kénnen, besonders bei der Lagerung der Pumpe darin, auskristallisieren und so
den Kolben blockieren oder Dichtungen und Materialen zerstéren. Aufgrund dessen
sollte bei der Verwendung von salzhaltigen Eluenten das System regelmaliig mit z.B.
VE-Wasser gespiilt werden und moglichst eine Hinterkolbenspiilung eingesetzt werden
(Gey, 2008; Cammann, 2001). Das FlieBmittel wurde von einem &ufleren Reservoir
(Schott-Flaschen) durch Schlduche in den Entgaser, dann in die Pumpe und von dort aus
in das System geleitet. Die Standards und Proben wurden manuell tber eine Einmal-
spritze in die 2 mL-Injektionsschleife injiziert und durch das System mit der mobilen
Phase auf die Saule geladen. Auch die Proben wurden vor der Injektion mit einem Ein-

mal-Spritzenfilter, dessen Porengrdf3e ebenfalls 0,2 um betrug, filtriert.

Das Injektionssystem ist ein Rheodyneventil. Hier wird die Probe Uber eine Dosiersprit-
ze unter Normaldruck in das Ventil injiziert und eine Probenschleife gefillt. Die Pro-
benschleife kann ausgetauscht werden, so dass das injizierte Volumen variiert werden
kann. In Abbildung 11 ist ein schematischer Aufbau des verwendeten Flussigchromato-

graphen mit dem Reservoir, den Detektoren, dem Injektionsventil, etc. dargestellt.

Das Programm zeichnete dann Temperatur, Leitfahigkeit, Druck, pH-Wert sowie das
UV-Signal gegen die Zeit bzw. das Volumen auf. Die Aufldsung der Molekile hangt
von der PartikelgroRe, PorengroRe, Flussrate, den Sdulendimensionen und dem Proben-
volumen ab. Die hochste Auflésung bekommt man bei niedrigen Flussraten, einer
schmalen langen Séule, kleinen Partikeln und kleinen Probenvolumina. Die Daten der
Laufe wurden mit dem Programm BioCAD® (naheres dazu siehe Tabelle 11) in eine
Textdatei exportiert und auf einer Diskette gespeichert. Diese Datei wurde anschlielend
auf einem anderen Rechner in eine Tabellenkalkulation (Microsoft® Excel 2010) im-

portiert und die Rohdaten bearbeitet.

3.4 Detektionsverfahren
Nach Verlassen der Saule werden die eluierten Molekiile mittels eines RI- oder UV-
Detektors detektiert. Im Folgenden werden die VVorgénge bei der jeweiligen Detekti-

onsmaoglichkeit beschrieben.

3.4.1 Detektion mittels RI-Detektor

In ersten Vorversuchen wurde ein Brechungsindex-Detektor verwendet, da er fur die
flussig-chromatographische Bestimmung von Sacchariden bei hohen Konzentrationen
an Kohlenhydraten in der injizierten Probe benutzt werden kann. Dieser ist allerdings
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sehr stark temperaturempfindlich so-  Tabelle 4: Die festgelegten Bedingungen der SEC

. . . . bei Verwendung des UV-Detektors.
wie weniger selektiv und unempfind-

Parameter Wert
licher als der spater verwendete UV-
Detektor (Harris, 2011). Es erwies Flussrate 1 mL/min
sich als schwer realisierbar die Tem- Puffer 0,2 M Natriumchlorid
peratur des RID konstant zu halten, S&ulenvolumen 155 mL
wodurch extreme Verschiebungen der Sephacryl S 500

Saulenpackung ; ;
Basislinie stattfanden. Diese Ver- High Resolution

schiebung begriindete sich durch die  Probenschleifenvolumen | 2 mL

langsam ansteigende Temperatur wéh- Messwellenléange 205 nm

rend des Laufs. Zudem mdisste der
Detektor noch mit einer Losung von bekanntem %—Wert kalibriert werden, um die Mo-

lekiilmasse entsprechend genau ermitteln zu kénnen. Dafiir kann man haufig Werte der
Literatur entnehmen. Dies war jedoch nicht moglich, da dieser Wert bei der gleichen
Wellenlange des Detektors bestimmt werden muss.

Verwendet wurde der Smartline RI-Detektor 2400 der Wissenschaftliche Geratebau Dr.
Ing. Herbert Knauer GmbH, welcher fiir den semi-praparativen Einsatz entwickelt wur-
de. Das analoge Signal des RI-Detektors wurde durch einen A/D-Wandler in ein digita-
les Messsignal (mV) umgewandelt, so dass es von der Software aufgenommen werden

konnte. Der vom RID ausgegebene Signalwert wird berechnet tiber die Formel:

(I;-1,)

(I +1,)
Formel 3: RI-Signalwert Berechnung

RI-Signal= ( +a> ‘K

Mit:
I = Intensitatswerte
a = durch die am RID verfligbare Funktion Autozero bestimmte Konstante
K = durch die am RID verflighare Funktion Calibrate bestimmte Konstante

Die besten Messergebnisse erhdlt man, wenn I, und I, = 0,5, demnach I;-1, = 0 und
I1+1, ~1 wiéren. Der Detektor nimmt die Anderung der Lichtbrechung vom reinen
Eluenten zum Eluenten mit der Hyaluronsdure wahr, also die dazwischen liegende Dif-

ferenz.



Materialien und Methoden 22

3.4.2 Detektion mittels UV-Detektor

Schlussendlich wurde der UV-Detektor verwendet, da bei dem RID eine sehr starke
Basisliniendrift auftrat. Bei dem Detektor war die Wellenlange variabel einstellbar. Als
Lichtquelle diente eine Deuterium-Lampe, welche ein kontinuierliches Spektrum von
190 - 360 nm aufwies.

Im Programm konnte die ermittelte Wellenldange von 205 nm eingegeben und bestéatigt
werden, bei der der Detektor messen sollte. AnschlieRend musste dieser seine Betriebs-
temperatur erreichen, bevor gemessen werden konnte. Bei diesem Detektionsverfahren
trat kaum Basisliniendrift auf. Die Parameter, die fur die GroRenausschluss-
Chromatographie mit dem UV-Detektor festgelegt wurden, sind oben in Tabelle 4 auf-

gelistet.

3.5 Agarose-Gel-Elektrophorese

Fur die Agarose-Gel-Elektrophorese wurden Gele selber hergestellt, der Puffer und die
Farblosung angesetzt sowie Proben vorbereitet. Die gesamte Vorgehensweise basiert
auf einer modifizierten Methode von Cowman et al. (Lee et al., 1994; Cowman et al.,
2011)

Als Standard dient bei dieser Tabelle 5: Die bei der Agarose-Gel-Elektrophorese verwen-
Methode DNA mit definierten gggaenczw-A und HA Standards und welchen Bereich diese

Banden. Die DNA Standards Bezeichnung des Standards Bereich

~GeneRuler  DNA  Ladder geneRruler DNA Ladder Mix 100-10000 bp
Mix“ und ,,GeneRuler High

Range DNA Ladder ready-to-

GeneRuler High Range DNA Ladder | 10171-48502 bp

Select-HA HiLadder ~500-1500 kDa

use“ wurden von der Firma
Thermo Fisher Scientific Inc. erworben. Diese enthalten als zusatzlichen Farbmarker zu
Bromphenol-Blau noch Xylen-Cyanol, welches langsamer wandert. Zusatzlich zu die-
sen Standards wurde bei einigen Gelen noch der ,,Select-HA™ HiLadder* der Firma
Hyalose L.L.C. verwendet, ein chemoenzymatisch synthetisierter Hyaluronsdure-
Standard mit bekannten Molekilmassen. Weitere Informationen zu den verwendeten

Standards sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Es wurde 10xTAE-Puffer (TRIS-Acetat-EDTA) hergestellt, der dann fir die Elektro-
phorese und die Gelherstellung 1:10 verdinnt wurde (1XTAE). Die Mengen an Essig-
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saure, TRIS und EDTA, die verwendet wurden, um einen Tabelle 6: Mengen die an

TRIS, EDTA und Essigsau-
Liter 10xTAE-Puffer herzustellen, sind in Tabelle 6 aufge- re zur Herstellung von 1I
) des 10xTAE-Puffers not-
listet. wendig sind.

] . Substanz Menge
Zum GieRen der Gele wurde ein 8er-Kamm (Taschenschab-

Tris-Base 48,4 g

lone) verwendet, um am einen Ende des Gels Taschen zum

Hineinpipettieren der Proben zu erzeugen. Jeder Zinken EDTA 3.79

dieses Kamms hat eine Breite von 6 mm und ist 1 mm tief, Essigsaure | 11,42 ml
die Hohe betragt insgesamt ebenfalls 6 mm. Der Kamm

wurde jedoch immer nur vertikal ca. 3-4 mm tief in das horizontal liegende Gel einge-
taucht, so dass ein Volumen von um die 20 pL in die Taschen passte. Es wurden aus-
schliellich 0,5 %ige Agarose-Gele hergestellt. Diese hatten eine L&ange von 10 cm. Die
Kammer wurde in einen GelgieRer eingespannt. Die Gele wurden so gegossen, dass sie
eine Dicke von ca. 0,6 cm und eine Breite von ca. 6,5 cm aufwiesen. Dafur wurde ein

Puffervolumen von 40 mL verwendet.

Zur Herstellung der Agarose-Gele fiir die Elektrophorese wird nur Agarose, Puffer und
ein wenig VE-Wasser benétigt. Als erstes wurden 21 g Agarose eingewogen und in
IXTAE-Puffer in der Mikrowelle fur ca. eine Minute geldst. Vor dem Ldsen der Agaro-
se in der Mikrowelle wurde der kleine Erlenmeyerkolben gewogen. Anschliel}end wur-
de rickgewogen, um beim Erwédrmen verdampftes Wasser nachzufillen. Die Agarose-
TAE-L06sung wurde dann in die Kammer mit 8er-Kamm gegossen. Nun musste die L6-
sung mindestens 20 Minuten ruhen, um zum Gel zu erstarren. Anschlielend wurde der

Kamm entfernt, um die Proben in die entstandenen Taschen pipettieren zu kénnen.

Die in Kapitel 3.1 erwéhnten Hyaluronsdaure-L&sungen wurden, ebenso wie der Fermen-
tationstiberstand mit der produzierten HA, als Proben aufgetragen. Als Standard dienten

die monodisperse HA mit definierten Banden und die beschriebenen DNA-Ladder.

Der HA-Standard wurde zum Laden genau wie die Proben vorbereitet. Zu dem 5 pL
Aliquot (geloste HA oder Standard) wurden 3 puL Ladepuffer und 10 pL destilliertes

Wasser gegeben. Diese 18 puL wurden dann auf das Gel aufgetragen.

Die DNA-Ladder wurden zum Laden nach gegebener Anleitung von Thermo Fisher
Scientific Inc. hergestellt oder lagen einsatzfertig vor. Zum Verfolgen der Auftrennung
wurde allen Proben Bromphenol-Blau in Form des Ladepuffers beigemischt, bevor sie

auf das Gel geladen wurden. Dieser Ladepuffer bestand aus 0,002 % Bromphenol-Blau
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und 2 M Saccharose in Tabelle 7: Einwaagen fur die Herstellung von Ladepuffer mit

L Bromphenol Blau und Saccharose.
IXTAE-Puffer. Flr jenen

wurde eine Stammlésung Substanz Einwaage Weitere Information
von 2 M Saccharose in 2 %ige Stammldsung
Bromphenol Blau | 0,00197 g .
1XTAE und eine Stamm- 2 mg in 1 ml 1IXTAE-Puffer
I6sung 2 % Bromphenol- 2 M Stammlésung
Saccharose 6,84720 g _
Blau ebenfalls in 6,846 g in 10 ml 1XTAE-Puffer

1XTAE-Puffer, hergestellt. Die Einwaagen zur Herstellung dieser Lésungen sind in Ta-
belle 7 zu finden. Fir den Ladepuffer wurden dann 10 pL der Bromphenol-Blau-Ldsung
und 990 pL Saccharose-Losung zusammengefiihrt. Die Saccharose dient dazu, die
Dichte der Probe zu erhdhen, so dass die Probe besser in der Geltasche bleibt und beim
Auftragen in die Tasche sinkt. Wie erwahnt, wird als Farbmarker im Ladepuffer
Bromphenol-Blau verwendet. Dies dient wéhrend des elektrophoretischen Laufs als
Anhaltspunkt, wie weit die Molekule im Gel bereits aufgetrennt sind und wann der Lauf
gestoppt werden muss, damit die Molekule nicht aus dem Gel hinaus wandern.

Die fertig gegossenen Gele wurden mit der Kammer in die Elektrophoresezelle transfe-
riert und Puffer eingefillt, bis das Gel einige Millimeter mit diesem bedeckt war. An-
schlieend wurden die Proben in die entstandenen Taschen pipettiert. Danach konnte
die Elektrophorese durch Anlegen der gewahlten Spannung gestartet werden. Angefan-
gen mit einer Spannung von 40 V wurde nach 20 Minuten auf 80 V erhoht. SchlieRlich
wurde die Elektrophorese nach ungeféhr zwei Stunden beendet, wenn die Bromphenol-
Blau-Lauffront kurz vor Ende des Gels angekommen war. Die Elektrophorese erfolgte
ebenfalls mit dem fiir die Gele genutzten TAE-Puffer, bestehend aus TRIS-Base, EDTA
und Essigséure. Die Gele wurden nach der Elektrophorese mit 0,005 % Stains-All in
50 % Ethanol gefarbt und mit 10 % Ethanol oder destilliertem Wasser entfarbt. Beim
Transferieren in die Farbeschale musste vorsichtig vorgegangen werden, um das Gel

nicht zu zerstdren, da Teile leicht abbrechen kdnnen.

Die Gele wurden einige Stunden in der lilafarbenen Ldsung angeféarbt. Dabei musste die
Farbeschale kontinuierlich vor Lichteinstrahlung geschitzt sein, da das Licht ansonsten
die Férbelosung entfarbt hatte. Entfarbt wurde fur wenige Stunden unter Lichtaus-
schluss in 10 %igem Ethanol, einige Minuten bei Licht oder mehrere Stunden unter

Lichtausschluss in destilliertem Wasser.
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AnschlieBend wurden mit einer Dunkelhaube und mit Hilfe des Programms ArgusX1
(Biostep GmbH) die Aufnahmen der Gele angefertigt. Hier musste beim Transferieren
aus der Farbeschale auf den Schiebetisch ebenfalls vorsichtig vorgegangen werden, um
das Gel nicht zu zerstoren. Anhand der Standards konnte dann auf die Molekilmasse

der Hyaluronsaure-Proben geschlossen werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion
Nachfolgend werden die Ergebnisse der einzelnen Arbeitsschritte faktisch dargelegt,

interpretiert und mit anderen verglichen.

4.1 SEC mit RI-Detektor

Wie erwéhnt, wurden zuerst Versuche mit einem Brechungsindex-Detektor gemacht.
Dabei wurde jedoch schnell festgestellt, dass mit diesem Detektor keine guten Ergeb-
nisse erzielt werden kénnen, wenn die Temperatur nicht konstant gehalten werden kann.
Dies war allerdings im Rahmen der durchgefuhrten Versuche nicht ausreichend mog-
lich. In Diagramm 1 wurden drei L&ufe der gleichen Konzentration verglichen. Hier
wird deutlich, wie stark die Basisliniendrift war, und warum als Alternative dann der
UV-Detektor gewahlt wurde. Man erkennt deutlich, wann die Temperatur tber den Lauf
hinweg stieg oder sank. Dies liegt daran, dass bei diesem Detektor die Anderung je
Grad Kelvin z.B. fur reines Wasser ~1x10-4 RIU betragt. Das Messen mit einem RI-
Detektor misste aber prinzipiell méglich sein, wenn man diesen oder die zu ihm fih-

renden Schlauche sehr genau temperieren kann.
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Diagramm 1: Vergleich der drei Laufe von Hyaluronsaure mit einer Molekilmasse von 2,12 MDa
bei einer Konzentration von 1 mg/mL, aufgenommen mit einem RID. Die Kurven wurden in Excel
als Trendlinien mit gleitendem Durchschnitt (gleitender Mittelwert Gber 8 Perioden) dargestellt,
um sie zu glatten.
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4.2 UV-Spektren

In Diagramm 2 sind UV-Spektren eines Arbeitsmaterials zu sehen. Hier wurde die UV-
Absorption von Hyaluronsaure mit den Konzentrationen von 1, 2 und 3 mg/mL mit ei-
ner Molekiilmasse von 2,12 MDa vermessen. Das Photometer wurde mit dem NaCl-
Puffer genullt, damit nur die Absorption der HA gemessen wird. Die Konzentrationen
wurden gewdhlt, da die spateren Proben sich auch in diesem Bereich bewegen wirden.
Hyaluronsaure weist eine zunehmende Absorption ab 230 nm bis 200 nm auf. Gekenn-
zeichnet wurde jeweils 205 nm, da hier eine ausreichend starke Absorption der HA vor-
handen ist. Deswegen erfolgten bei dieser Wellenlange spater die Messungen der Pro-
ben mit dem UV-Detektor. Diagramm 3 stellt zu Extinktionswerten aus den UV-
Spektren von Diagramm 2 bei 207 nm eine photometrische Kalibrierfunktion dar. Auf-
getragen wurde die Absorption gegen die Konzentration. Das BestimmtheitsmaR ist mit
0,998 in Ordnung. Ein BestimmtheitsmaR von R? = 1 wiirde bedeuten, dass es einen
perfekten linearen Zusammenhang gibt.

1.40 e==1 mg/mL 2,12 MDa HA
120 2 mg/mL 2,12 MDa HA
a3 mg/mL 2,12 MDa HA
|
1,00
. ——205nm
= |
c 0,80
=]
S 060 . \
S 0,60
=]
0,40 \\\
0,20
0,00 . . . : .
200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
Wellenldnge A in nm

Diagramm 2: Dargestellt sind die UV-Spektren des Hyaluronsdure-Arbeitsmaterials in drei unter-
schiedlichen Konzentrationen von 200 — 300 nm. Aufgenommen wurden die Spektren jedoch bis
600 nm. Bei den gekennzeichneten 205 nm fand eine ausreichende Absorption statt.
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Diagramm 3: Photometrische Kalibrierfunktion der Extinktionswerte von 1, 2 und 3 mg/mL bei
207 nm. Bei 205 nm konnte das Photometer keinen Wert mehr fir 3 mg/mL ausgeben, da die Ex-
tinktion bei dieser Konzentration zu hoch war.

In Diagramm 4 ist das UV-Spektrum des verdinnten Fermentationsuberstandes und
vom verwendeten 0,2 M NaCl-Puffer dargestellt. Er enthalt, wie erwahnt 2,5 mg/mL
Hyaluronsdure, die Molekilmasse muss jedoch noch bestimmt werden. Hier erfolgte
beim Fermentationsiiberstand ab 235 nm bis 200 nm eine zunehmende, jedoch geringe-
re, Absorption als bei der Hyaluronsaure. Der FU wurde verdiinnt, da er sonst eine viel
zu hohe Absorption gehabt hatte. Der NaCl-Puffer absorbiert erst ab Wellenlangen
<210 nm und stark bei unter 205 nm. Das Photometer wurde hier mit VE-Wasser ge-
nullt. Es sollte also eigentlich kein Problem bei den Messungen mit dem UV-Detektor
geben. Problematisch ist jedoch, dass viele Verbindungen bei Wellenlangen um die
200 nm absorbieren Eine Messung bei einer htheren Wellenlange ware wegen der dort

geringeren Absorption der HA jedoch auf Kosten der Genauigkeit gegangen.
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Diagramm 4: Dargestellt sind die UV-Spektren des Fermentationsiiberstandes (1:100 verdiinnt)
und des Natriumchlorids (NaCl) von 200 — 300 nm. Aufgenommen wurden die Spektren jedoch bis
600 nm. Bei 205 nm erfolgten spater die Messungen der Proben mit dem UV-Detektor, da diese sich
fur die Hyaluronsaure als geeignet herausstellte.

4.3 SEC mit UV-Detektion
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der GrolRenausschluss-Chromatographie mit
UV-Detektion zu den Hyaluronsduren mit 0,35, 1,2, 1,67 und 2,12 MDa beschrieben.

Es wurden jeweils Konzentrationen von 1 mg/mL, 2 mg/mL und 3 mg/mL oder nur
3 mg/mL der entsprechenden Hyaluronsdure eingesetzt. Das Ldsen von Hyaluronsaure
mit einer Konzentration von 3 mg/mL war bei allen Molekllmassen sehr schwierig.
Aullerdem wiesen diese Proben eine sehr hohe Viskositat auf, weshalb das Injizieren
mit der Spritze durch die kleinen Poren des Filters teilweise sehr viel Druck benétigte.

Alle nachfolgend in den Kapitel 4.3.1 bis 4.3.4 sowie die in Anhang B dargestellten
Chromatogramme wurden mit Excel geglattet. Und zwar wurde eine Trendlinie mit
gleitendem Durchschnitt erstellt (gleitender Mittelwert tber 100 Perioden). Es wurden
jeweils die Peakhohen an der hochsten Stelle (Peakspitze) und die Retentionszeiten be-
stimmt. Aus der HOhe der Peaks kann auf die Hyaluronsdure-Konzentration in der Pro-
be geschlossen werden. Uber die in Kapitel 2.5.2 erwahnte Formel 2 zum Lambert-
Beer’schen-Gesetz kann dann die Konzentration einer unbekannten Probe berechnet

werden. Die Retentionszeiten und Peakhdhen wurden mit Hilfe des Programms Bio-
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CAD® (siehe Tabelle 12 in Anhang B) ermittelt. Alle Peaks beginnen in etwa bei
50 mL.

Auf die Sdule wurden jeweils 2 ml Hyaluronsédure-NaCl-Ldsung aufgetragen. In den
Diagrammen ist auf der Abszisse das eluierte Volumen aufgetragen. Da die Flussrate

immer 1 mL/min betrug, entsprechen die Volumenwerte den Retentionszeiten (in min).

4.3.1 HA mit 2,12 MDa

Es wurden Chromatogramme fiir Hyaluronséure mit einer Molekiilmasse von 2,12 MDa
bei drei Konzentrationen (1, 2 und 3 mg/mL; jeweils drei Einzelldufe) aufgenommenen.
Wie aus den Diagrammen 5 bis 7 ersichtlich ergab sich fir die Konzentration von
1 mg/mL im Mittel eine Absorption von um die 0,11 AU, fir die Konzentration von
2 mg/mL von um die 0,16 AU und fiir eine Konzentration von 3 mg/mL von um die
0,19 AU. Die einzelnen Daten konnen Tabelle 12 im Anhang B entnommen werden.

Die unterschiedlichen Konzentrationen werden gut detektiert.

Bei der geringsten Konzentration (1 mg/mL) erstreckt sich der Peak in Diagramm 5 von
50 mL bis 105mL und hat durchschnittlich eine Flache von 2,42 AU -min. Bei
2 mg/mL, dargestellt in Diagramm 6, eluieren die ersten Molekile ebenfalls bei 50 mL,
die letzten und kleinsten bei etwa 115 mL. Die Peakflache betrdgt durchschnittlich
4,79 AU-min. Hier sind die Peaks nahezu identisch. Bei 3 mg/mL eluieren die ersten
und groRten Hyaluronsaure-Molekiile ebenfalls bei 50 mL und die Probe ist erst nach
weiteren 80 mL durchgelaufen (siehe Diagramm 7). Mit durchschnittlichen

7,07 AU-min haben diese Peaks natirlich die groRte Flache.

Die immer wieder kehrenden Higel im Abstieg der Absorption in Diagramm 7 sind
wahrscheinlich dadurch zu erkléren, dass hier Hyaluronsdure-Molekiile mit einer be-
stimmten Molekulmasse in einer etwas hoheren Konzentration vorhanden sind als von
denjenigen mit einer darunter oder darlber liegenden Molekllmasse. Dieses Phdnomen
ist vermutlich durch die Fermentation begrundet. Alternativ kdnnte es auch zur Degra-
dation der HA bei der recht hohen Flussgeschwindigkeit von 1 mL/min gekommen sein.
Dieser Abbau (Kettenbriiche) konnte eventuell auch schon beim Lésen der Proben oder
beim Filtrieren stattgefunden haben (Milas et al., 2001). Zur n&heren Aufklarung dieser
Beobachtung konnte die Verwendung eines anderen Detektors eventuell zur Abhilfe
beitragen. In Frage kdme beispielsweise ein Lichtstreudetektor, da dieser absolute Mo-

lekilmassen misst.
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Diagramm 5:
Vergleich der
drei Laufe von
Hyaluronsaure
mit einer Mo-
leklilmasse
von 2,12 MDa
bei einer Kon-
zentration von
1 mg/mL,
jeweils mit
einer Flussrate
von 1 mL/min.

Diagramm 6:
Vergleich der
drei Laufe von
Hyaluronsaure
mit einer Mo-
leklilmasse
von 2,12 MDa
bei einer Kon-
zentration von
2 mg/mL,
jeweils mit
einer Flussrate
von 1 mL/min.

Diagramm 7:
Vergleich der
drei Laufe von
Hyaluronsaure
mit einer Mo-
lektilmasse
von 2,12 MDa
bei einer Kon-
zentration von
3 mg/mL,
jeweils mit
einer Flussrate
von 1 mL/min.
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4.3.2 HA mit 1,2 MDa

Es wurden Chromatogramme fur Hyaluronsdure mit einer Molekiilmasse von 1,2 MDa
bei drei Konzentrationen (1, 2 und 3 mg/mL; jeweils drei Einzell&dufe) aufgenommenen.
Auch hier wurden die unterschiedlichen Konzentrationen gut detektiert. Die Hohe des
Peaks bei einer Konzentration von 1 mg/mL (siehe Diagramm 8) lag durchschnittlich
bei 0,11 AU, bei einer Konzentration von 2 mg/mL (siehe Diagramm 9) bei 0,15 AU
und bei einer Konzentration von 3 mg/mL bei 0,18 AU (siehe Diagramm 10).

Die Retentionszeit an der Peakspitze betrug bei 1 mg/mL HA durchschnittlich
65,51 min (siehe Diagramm 8). Bei einer Konzentration von 2 mg/mL Hyaluronsdure,
dargestellt in Diagramm 9, lag die Retentionszeit bei 70,69 min und bei 3 mg/mL bei
78,15 min (Diagramm 10). Ermittelt wurden die einzelnen Werte mit Hilfe des Pro-
gramms BioCAD®. Bei dem ersten Lauf mit 1 mg/mL HA (Diagramm 8) ist eine leich-
te Basisliniendrift zu erkennen. Diese konnte dadurch entstanden sein, dass der UV-
Detektor noch nicht richtig aufgewarmt war und erst im weiteren Verlauf seine Be-
triebstemperatur annahm. Ansonsten trat dieses Phanomen bei diesem Detektor nicht

wieder auf.

Die Fléache steigt von 2,36 AU-min bei 1 mg/mL auf 4,57 AU-min bei 2 mg/mL HA bis
auf 6,91 AU-min bei einer Konzentration von 3 mg/mL an. Teilweise gibt es eine starke
Abweichung von der Basislinie wie bei Lauf 1 in Diagramm 8. In Diagramm 10 ist der
Verlauf aller Peaks nahezu identisch.
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Diagramm 8:
Vergleich der
drei Laufe von
Hyaluronsaure
mit einer Mo-
leklilmasse
von 1,2 MDa
bei einer Kon-
zentration von
1 mg/mL,
jeweils mit
einer Flussrate
von 1 mL/min.

Diagramm 9:
Vergleich der
drei Laufe von
Hyaluronsaure
mit einer Mo-
leklilmasse
von 1,2 MDa
bei einer Kon-
zentration von
2 mg/mL,
jeweils mit
einer Flussrate
von 1 mL/min.

Diagramm 10:
Vergleich der
drei Laufe von
Hyaluronsaure
mit einer Mo-
lektilmasse
von 1,2 MDa
bei einer Kon-
zentration von
3 mg/mL,
jeweils mit
einer Flussrate
von 1 mL/min.



Ergebnisse und Diskussion 34

4.3.3 HA mit 1,67 MDa

Die Hyaluronsdure-Probe mit der Molekilmasse von 1,67 MDa wurde nur in einer
Konzentration von 3 mg/mL in das System injiziert. Hier betrug die HOhe der Peaks
durchschnittlich 0,19 AU (siehe Diagramm 11), was sich mit der Hohe der anderen Mo-
lekiilmassen bei derselben Konzentration gut deckt. Die Durchschnitts-Flache der Peaks
liegt bei 7,59 AU-min und ist damit etwas groRer als bei den anderen Molekilmassen.

Die Retentionszeit betrug durchschnittlich 76,1 min.
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Diagramm 11: Vergleich der drei Laufe von Hyaluronsaure mit einer Molekulmasse von 1,67 MDa
bei einer Konzentration von 3 mg/mL, jeweils mit einer Flussrate von 1 mL/min.

4.3.4 HA mit 0,35 MDa

Bei den Kurvenverldufen der drei Laufe (siehe Diagramm 12) sind hier kaum Abwei-
chungen feststellbar. Bei den anderen Molekilmassen gab es wesentlich mehr Abwei-
chungen. Das durchschnittliche Elutionsvolumen Ve der Proben betrug 85,61 mL. Die
durchschnittliche Peakhthe und Flache fielen mit 0,21 AU und 8,84 AU-min im Ver-

gleich zu den vorherigen Laufen bei derselben Konzentration etwas groRRer aus.
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Diagramm 12: Vergleich der drei Laufe von Hyaluronsaure mit einer Molektlmasse von 0,35 MDa
bei einer Konzentration von 3 mg/mL, jeweils mit einer Flussrate von 1 mL/min.

4.3.5 Vergleich der Retentionszeiten unterschiedlicher Molekilmassen

Nachfolgend werden die Chromatogramme der Hyaluronséure-Proben mit unterschied-
licher Molekilmasse, aber gleicher Konzentration, miteinander verglichen. Dies ist
zwingend notwendig, um festzustellen, ob Proben signifikant voneinander getrennt
werden kénnen. Nur dann ist es moglich, mit diesem zusammengestellten System aus

Saule, Detektor etc. die Molekilmasse einer unbekannten Probe zu bestimmen.

Wie aus der Darstellung in Diagramm 13 ersichtlich, ist zwar ein Unterschied im Eluti-
onsvolumen (entsprechend der Retentionszeit in min) der Hyaluronsauren mit einer Mo-
lekiilmasse von 2,12 MDa und 0,35 MDa zu erkennen. Der Unterschied betragt jedoch
nur 7,63 min. Noch geringer wird dieser Unterschied, wenn man Chromatogramme von
1,2 MDa und 1,67 MDa vergleicht, wie dies in Diagramm 14 zu erkennen ist. Er betragt
hier nur noch 0,67 min. Hier wurde bei 1,2 MDa zum besseren Vergleich der zweite

Lauf gewahlt, da beim ersten eine Basisliniendrift stattfand.
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Diagramm 13: Vergleich der Chromatogramme des ersten Laufes von HA mit einer Molekilmasse
von 2,12 MDa mit dem ersten Lauf von HA mit einer Molekilmasse von 0,35 MDa bei einer Kon-
zentration von 3 mg/mL und einer Flussrate von 1 mL/min. Daten wie Hohe, Flache und Retenti-
onszeiten der Peaks kénnen Tabelle 12 entnommen werden.
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Diagramm 14: Vergleich der Chromatogramme von dem ersten Lauf von HA mit einer Molekul-
masse von 1,67 MDa mit dem zweiten Lauf der HA mit einer Molektlmasse von 1,2 MDa bei einer
Konzentration von 3 mg/mL und einer Flussrate von 1 mL/min. Daten wie Hohe, Flache und Re-
tentionszeiten der Peaks kénnen Tabelle 12 entnommen werden.

Zwar kann man hochmolekulare Hyaluronsdure von niedermolekularer mit der S&ule
voneinander unterscheiden, jedoch kdnnen die hochmolekularen Hyaluronséure-Proben

nicht voneinander getrennt werden. Dies bestétigt der Vergleich zwischen 2,12 MDa
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HA mit 1,2 MDa bzw. 1,67 MDa (siehe Diagramm 23 und Diagramm 24 in Anhang B),
denn die Verlaufe und Retentionszeiten der unterschiedlichen Molekilmassen sind na-
hezu identisch. Bei dem Vergleich zwischen 0,35 MDa HA mit 1,2 MDa bzw.
1,67 MDa (siehe Diagramm 25 und Diagramm 26 in Anhang B) zeigt sich, dass es hier
ebenfalls nur geringe Unterschiede in der Retentionszeit gibt. Auerdem wird die unzu-
reichende Trennung bestatigt, wenn man die Retentionszeiten gegen die Molekiilmassen
auftragt, wie dies in Diagramm 15 fir samtliche L&ufe mit 3 mg/mL gemacht wurde.
Aufgrund der Molekiilmasse ware eine Elutionsreihenfolge von 0,35 -1,2 — 1,67 — 2,12
zu erwarten gewesen, d.h. die Werte fiir 2,12 MDa mussten beispielsweise in dem Dia-
gramm weiter unten, d.h. in Richtung kirzerer Retentionszeiten, als die von 1,2 MDa
und 1,67 MDa liegen. Im Vergleich der hoheren Molekilmassen (1,2, 1,67 und
2,12 MDa) eluierte jedoch eine Probe mit 2,12 MDa sogar vor den kleineren Molekiil-
massen. Entsprechendes gilt aulRerdem fiir die zwei Retentionszeiten von 1,67 MDa.
ebenfalls falsch, Die Retentionszeit misste hier geringer als die von 1,2 MDa sein. Dies
war jedoch nur flr einen aus drei Laufen der Fall.
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Diagramm 15: Vergleich der Retentionszeiten an der Peakspitze der verschiedenen Molekiilmassen
bei einer Konzentration von 3 mg/mL.

Eventuell ist die fehlende Unterscheidbarkeit in den Retentionszeiten bei htheren Mo-
lekulargewichten auf die in Kapitel 2.4 beschriebenen SC- oder HDC- Effekte zuriick-
zufihren. Diese Effekte treten insbesondere dann auf, wenn hochmolekulare Polymere

bei hohen Flussraten separiert werden. Dies ware dann der Grund, warum die Auftren-
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nung der hochmolekularen HA-Proben nicht erfolgen konnte. Es zeigte sich jedoch,
dass auch bei geringeren Flussraten von z.B. 0,5 mL/min keine bessere Auftrennung zu
erreichen war. Eine andere Erklarung wére, dass es hier bei den hohen Konzentrationen
von HA-Proben mit hoher Viskositédt durch ,,viscous fingering/streaming® zu einer sig-

nifikanten Bandenverbreiterung gekommen ist (Striegel et al., 2009).
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Diagramm 16: Vergleich der Peakhohen von allen bei 1 mL/min getatigten Messungen der ver-
schiedenen Hyaluronsdure-Proben.

Wenn man die HA-Konzentration gegen die Peakhthe bei UV-Detektion auftrégt (siehe
Diagramm 16), zeigt sich, dass hier eine lineare Beziehung herstellbar ist, auch wenn
anhand des Bestimmtheitsmales von 0,9338 ersichtlich ist, dass diese keineswegs per-
fekt ist.

Der UV-Detektor eignet sich durchaus, um die Konzentration einer unbekannten Hyal-
uronsdure-Probe zumindest anndhernd zu bestimmen, beispielsweise die Konzentration

von Hyaluronsdure, die in einem Fermentationsprozess gewonnen wurde.
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Diagramm 17: Werte aller errechneten Flachen der Laufe von den verschiedenen Hyaluronsaure-
Proben aufgetragen gegen die verwendeten Konzentrationen.

Anhnliches lasst sich auch feststellen, wenn man die Peakflachen gegen die HA-
Konzentration auftragt (siehe Diagramm 17). Allerdings nimmt die Streuung der Werte
mit zunehmender Konzentration zu, und bei einer Konzentration von 3 mg/mL weichen
die Fl&chen relativ weit voneinander ab. Dies gilt insbesondere fur die niedermolekula-
ren Hyaluronsduren, d.h. fur die Werte der Hyaluronsdure mit 0,35 MDa. Hier weichen
die Peakflachen stark nach oben ab (siehe auch die Werte in Tabelle 12 in Anhang B).
Das BestimmtheitsmaR ist mit 0,9339 ebenfalls nicht ideal und spiegelt diese Abwei-

chung wieder.

4.3.6 Flussratenvergleich

Je schneller die mobile Phase durch das System gepumpt wird, desto schneller erhalt
man auch das Chromatogramm der Substanz. Dies dauerte in diesem Fall unter den ge-
wéhlten Bedingungen und bei 1 mL/min ca. 200 min. Halbiert man die Flussrate auf
0,5 mL/min verléngert sich die Zeitdauer auf das Doppelte. Bei einem Lauf mit einer
Flussrate von 0,5 mL/min benétigt man mit allen Vor- und Nachbereitungen, wie z.B.
dem Equilibrieren und Spulen, mehr als einen Arbeitstag. Jedoch war die Auflésung der
Probe umso besser, je geringer die Flussrate gewéhlt wurde, wie in Diagramm 18 deut-
lich zu erkennen ist. Eventuell kdnnte also bei einer noch geringeren Flussrate von z.B.

0,2 mL/min eine bessere Auftrennung von Hyaluronséduren mit dhnlich hohen Mole-
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kilmassen erreicht werden. Dadurch kdnnten moglicherweise auftretende Effekte, wie

die hydrodynamische (HDC) und Slalom-Chromatographie (SC), verhindert werden.
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Diagramm 18: Vergleich der Retentionszeit bei unterschiedlichen Flussraten und Auflésung des
Chromatogramms. Hier wurden immer 2 mL der 2,12 MDa Hyaluronsaure bei einer Konzentrati-
on von 3 mg/mL aufgetragen und nur die Flussrate veréndert.

4.3.7 Fermentationsuberstand

Nachfolgend sind die Chromatogramme des Fermentationsiiberstandes dargestellt. In
Diagramm 19 ist bei einem Elutionsvolumen von ca. 55 bis 95 mL kleiner Peak zu se-
hen, mit einer Spitze bei ca. 70 mL. Darauf folgt ein groRBer Peak von ca. 100 bis
190 mL. VergrolRert man den Bereich von 0 bis 100 mL, wie in Diagramm 20 darge-
stellt, erkennt man von ca. 35 bis 45 mL einen weiteren Peak, der sehr klein ist. Aus
Kenntnis der vorherigen Chromatogramme, bei denen ausschlieBlich HA aufgetragen
wurde, handelt es sich bei dem Peak mit der Spitze bei 70 mL um die produzierte HA.
Festgestellt wurde dies ebenfalls bei einem hier nicht beschriebenen Versuch, bei dem
die Fraktionen im Anschluss an die Trennung aufgefangen wurden und auf das Agaro-
se-Gel aufgetragen wurden. Dabei war bei der Fraktion in der HA vermutet wurde der
typische Verlauf zu erkennen. Ob diese HA-Fraktion eventuell noch mit etwas anderem
vermischt ist, kann jedoch nicht beurteilt werden, da Stains-All diese nicht anféarbt. Bei
dem groRRen Peak konnte es sich z.B. um Pepton, SDS oder einen anderen Bestandteil

des Fermentationsuiberstandes handeln (siehe Tabelle 9 im Anhang B). Man kdnnte die
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Hyaluronsaure jedoch nahezu von allen anderen Bestandteilen des Fermentationstiber-

standes abtrennen, wenn man den HA-Peak in einer Fraktion auffangen wiirde.
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Diagramm 19: Chromatogramm des Fermentationstberstandes aus der Fermentation mit Strep-
tococcus equi ssp. zooepidemicus. Aufgetragen wurden wie bei den HA-Proben 2 mL. Die Flussrate

betrug dabei 0,5 mL/min.
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Diagramm 20: Ausschnitt aus Diagramm 19 fir das Elutionsvolumen bis 100 Milliliter. Ergebnis

der Auftragung des Fermentationsiiberstands bei einer Flussrate von 0,5 mL/min.
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In einem weiteren Experiment, zu sehen in Diagramm 21, wurde dem Fermentations-
uberstand Hyaluronséure mit einer Molekilmasse von 2,12 MDa in einer Konzentration
von 3 mg/mL hinzugefiigt und diese Losung anschlieRend aufgetragen. Die Endkon-
zentration von HA in der Probe betrug ca. 5,5 mg/mL. Der kleine Peak zwischen 35 und
45 mL ist nicht mehr vorhanden und der Hyaluronséure-Peak beginnt etwa 5 mL friher.
Das wirde bedeuten, dass héhermolekulare Hyaluronséure hinzugefiigt wurde, die fri-
her als der Rest eluiert. Der grol3e Peak, der auf einen unbekannten Medienbestandteil

zurlickgeht, ist, bedingt durch die Verdunnung, wesentlich verkleinert.
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Diagramm 21: Chromatogramm der 1:1-Mischung aus Fermentationsiiberstand mit einer HA-
Konzentration von ca. 2,5 mg/mL und 2,12 MDa Hyaluronsdure mit einer Konzentration von
3mg/mL. Die Flussrate betrug dabei 1 mL/min.

Von Diagramm 21 wurde ebenfalls ein Ausschnitt vergréRert, um den ersten Peak bes-
ser beurteilen zu kdénnen (siehe Diagramm 22). Hier ist zu erkennen, dass der Peak, wie
bei allen anderen Proben, bei ca. 50 mL beginnt. Deutlich wird hier auch, dass es keine
Basislinientrennung der beiden Peaks mehr gibt, wie sie bei dem Fermentationsuber-
stand ohne HA-Zusatz (Diagramm 19) nahezu vorhanden war. Die HOhe dieses Peaks
von 0,1 AU sowie die Peakflache mit 2,38 AU-min entsprechen nach den obigen Er-
gebnissen durchschnittlich einer HA-Konzentration von etwa 1 mg/mL. Die Retentions-
zeit hingegen kommt der von 2 mg/mL HA am ndchsten. Der Peak hat sich insgesamt
verbreitert jedoch hat sich die Hohe nicht gesteigert, was bei der oben genannten ange-

nommenen Konzentration eigentlich vermutet wurde.
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Diagramm 22: Ausschnitt aus Diagramm 21 fur das Elutionsvolumen bis 100 Milliliter. Der Fer-
mentationstiberstand mit einer HA-Konzentration von ca. 2,5 mg/mL wurde 1:1 mit Hyaluronsau-
re mit einer Molektlmasse von 2,12 MDa und einer Konzentration von 3mg/mL gemischt und auf-
getragen. Die Flussrate betrug dabei 1 mL/min.

4.3.8 Maogliche Alternativen und Erweiterungen der Methode

Die SEC ist eine Relativmethode, welche eine Kalibrierung mit Standards benétigt. Das
Fehlen von Hyaluronsédure-Standards stellt hier ein grofRes Problem dar. Mittlerweile
sind zwar die friiheren Limitierungen bei Saulenmaterialen fur groRe Ausschlussvolu-
mina ausgemerzt. Jedoch gibt es immer noch Schwierigkeiten, diese auch zu kalibrie-

ren.

Es gibt existieren verschiedene Mdglichkeiten, eine SEC-Sdule zu kalibrieren. Darunter
befinden sich die universelle Kalibrierung sowie eine lineare und exponentielle Ha-
mielec-Kalibrierung, bei der die Kalibrierung mit polydispersen Standards erfolgen
kann (Striegel et al., 2009). Eine weitere Methode zur Kalibrierung der SEC bestiinde
darin, zusétzlich die Viskositat jeder Probe zu messen. Dadurch wére dann theoretisch
durch Messen der intrinsischen Viskositat Uber die Beziehung log([n]M) = f(Vg) eine
universelle Kalibrierung méglich (Lechner et al., 2010). Des Weiteren kénnte eine uni-
verselle Kalibrierung (ber die Viskositit mit der Mark-Houwink-Gleichung
([n] = K-M?) auch fiir polydisperse Proben erfolgen. Bei der Viskositatsmessung sind
allerdings die Messbedingungen sehr wichtig. Alle Proben miissen in der gleichen Pha-

se geldst sein und bei gleicher konstanter Temperatur vermessen werden. Bendtigt wird
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nicht unbedingt ein On-line-Viskositatsdetektor. Mdglich ist die Messung der intrinsi-
schen Viskositat laut Jagadeeswara Reddy et al. 2013 und Armstrong et al. 1995 auch
mit einem Ubbelohde-Viskosimeter. Hierfur ist z.B. ein Wasserbad erforderlich. Aller-
dings ist dies fragwirdig, da solche Kapillarviskosimeter eigentlich nur fur newtonsche
Flussigkeiten geeignet sind und nicht fur Flissigkeiten mit nicht-newtonschem Verhal-
ten, wie dies bei Hyaluronsdure der Fall ist. Gegebenenfalls missten die Messungen
durch Berechnungen Kkorrigiert werden oder in dem Bereich stattfinden, in dem die HA
sich wie eine newtonsche Flussigkeit verhélt (Wohlrab et al., 2004; Kogan et al., 2007;
Mendichi et al., 1998). Jedoch scheiden all diese Mdglichkeiten aufgrund der mangeln-
den Verfligbarkeit von Standards fir das verwendete Sdulenmaterial aus. Das Material
hat nach oben hin einen Ausschluss von 20 MDa und in dieser GréRenordnung gibt es
keine verfugbaren Standard-Substanzen fiir eine wéassrige SEC. Dies macht es fast un-
mdoglich selbst mit breiten Standards zu kalibrieren. Des Weiteren gibt es, selbst wenn
eine Kalibrierung erfolgen konnte, haufig Schwierigkeiten, hochmolekulare Hyaluron-
séure zu analysieren (Armstrong et al., 1995; Balke et al., 1969; Mendichi et al., 2002).

Eine vorgeschaltete SEC ist unerlasslich, da eine Auftrennung nach Gewicht und GroRe
der Proben notwendig ist. Aufgrund der bislang nicht l6sbaren Probleme mit der Kalib-
rierung scheint es jedoch notwendig zu sein, einen weiteren Detektor in Kombination
mit der UV-Detektion einzusetzen. Hier wirde sich eine absolute Detektionsmethode
wie die Lichtstreuung (LS) eignen. Uber die Verwendung eines Lichtstreu-Detektors
konnte man sich eine Kalibrierung ersparen, weshalb die Kombination von SEC-UV-LS
eine sehr gute Alternative zu sein scheint. Auch weil der LS-Detektor, ebenso wie der
Viskositatsdetektor, groRe Molekilmassen bevorzugt, jedoch kleine im Rauschen ver-
schwinden l&sst. Beim RI- und UV-Detektor ist das Messsignal direkt proportional zur
Konzentration der Probe, dies bedeutet, dass alle Molekilmassen mit gleicher Auflo-

sung detektiert werden. (Lechner et al., 2010). Allerdings bendétigt man zur Bestimmung
von Molekllmassen mit einem LS-Detektor den %—Wert. Haufig wird deshalb bei der

SEC auch von der Dreifachdetektion mittels LS, Viskositadt und RI gesprochen, wenn

Polysaccharide auf ihre Molekilmasse analysiert werden sollen. Der RID liefert den
notwendigen Z—Z-Wert und Uber die Viskositat konnen dann auch die Strukturen und hyd-

rodynamische Radien bestimmt werden (Heinzmann et al., 2007; Kogan et al., 2007).

Da bei der UV-Detektion das Problem besteht, dass nahe bei 200 nm viele Verbindun-

gen und, wie in Diagramm 4 zu erkennen ist, eben auch die NaCl-Ldsung absorbiert,
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sollte der Einsatz dieses Detektionsverfahrens tiberdacht werden. Die mobile Phase soll-
te eigentlich eine viel niedrigere Absorption als die Probe haben, weshalb der Einsatz
des RI-Detektors, eine gute Temperierung vorausgesetzt, besser ware. Der Wechsel der
mobilen Phase wére an dieser Stelle nicht zweckmaRig, da hierdurch wegen der polya-
nionischen Eigenschaft der HA ionische Wechselwirkungen mit der stationdren Phase

unterdriickt werden.

Mit der Wahl einer anderen bzw. weiteren Detektion ist es jedoch in diesem Fall wahr-
scheinlich nicht getan. Es hat sich im Laufe der in dieser Arbeit beschriebenen Versu-
che gezeigt, dass mit dem verwendeten Séulenmaterial Sephacryl S-500 HR in Kombi-
nation mit der Sdule keine Trennung der Proben mit hohen Molekiilmassen voneinander
moglich war. Die verwendete Kronlab-Séule ist von den Dimensionen her eher fiur die
praparative Chromatographie geeignet. Sie kann also z.B. zur Aufreinigung des Fer-
mentationsuberstandes verwendet werden, ist jedoch zum analytischen Auftrennen von
HA mit unterschiedlichen Molekilmassen wenig geeignet. Joeng et al., 2014 haben das
Saulenmaterial jedoch beispielsweise zur praparativen Fraktionierung von Hyaluronsau-
re verwendet. Das Sdulenmaterial kdnnte daher grundsatzlich fiir eine analytische Tren-
nung geeignet sein. Zum Auftrennen fur analytische Zwecke ware jedoch eine kiirzere
und schmalere Saule von ca. 0,7-1 cm Durchmesser besser geeignet. Dann konnte es
eventuell auch mit dem Sephacryl-Material zu einer besseren Trennung kommen. Die

Anderung der Saulendimensionen wiirde zusatzlich die Laufzeit verkiirzen.

Eventuell kdnnte die schlechte Trennung auch daran liegen, dass die Sdule nicht kom-
pakt und homogen gepackt war, und z.B. Kanéle entstanden sind. Ein weiterer Faktor
kdnnte sein, dass die Saulenpackung moglicherweise durch teilweise zu hohe Driicke,
wahrend der Injektion der Probe, Schaden genommen und dadurch seine Kompaktheit
und Homogenitét verloren hat. Dies wirde allerdings bedeuten, dass eine andere S&u-
lenpackung bendtigt wirde, da mit dieser Methode fermentierte HA mit noch hoheren
Molekiilmassen von bis zu 10 MDa aufzutrennen und die Dispersitat und Molekiilmasse
zu bestimmen waren. Diese HA-Proben wiirden auch hohere Viskositdten aufweisen
und durch ihr dadurch bedingtes verringertes FlieRverhalten noch héhere Driicke im
System verursachen. Die alternative Saulenpackung sollte dann auch etwas druckstabi-

ler und eventuell schon in eine geeignete analytische Sdule vorgepackt sein.
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Tabelle 8: Verschiedene kommerziell erhéltliche alternative Saulenmaterialen im Vergleich zum
verwendeten Saulenmaterial Sephacryl S-500 HR. Diese Materialien wurden von anderen Autoren
als zur Molekilmassenbestimmung von Hyaluronsaure geeignet beschrieben. Quellen sind [1]
(Mendichi et al., 2002), [2] (Joeng et al., 2014), [3] (Armstrong et al., 1995), [4] (Hokputsa et al.,
2003), [5] (Showa Denko K.K., 2015), [6] (TOSOH Bioscience, 2015), [7] (Agilent Technologies,
2014), [8] (Waters, 2015) und [9] (GE Healthcare, 2007).

Aus- |Partikel-|Poren-
Saulen(-material) |schluss| groRe | grolRe |Lange| @ Material Quelle

(kDa) | (um) | (um)

Allyl Dextran und
25-75 - - - | N,N’-Methylene [2], [9]
Bisacrylamide

GE-Healthcare 40-
Sephacryl S-500 HR | 20.000

Shodex Max. (1], [2],
20.000 | 13 300 | 8
OH-pak SB-806 HQ 15 Polyhydroxy- (3], [5]
methacrylate
Shodex 4000 | 13 07 | 300 | 8 [1], [5]

OH-pak SB-805 HQ

Tosoh Bioscience

TSKgel G 6000PW 8.000 | 17 | >01 | 300

[1], [4],
[6]

Polymethacrylate
Tosoh Bioscience

TSKgel G 5000PW 1.000 | 17 0,1 | 300

. . Makropordse
Agilent Technologies 200- i
PL aquagel-OH 60 | 10.000 | 1° 300 | 7.5 | Copolymer [1], [7]
Beads
Waters 500- Sphérisches
Ultrahydrogel 2000 | 10.000 | 2 | 2 | 300 178 ) povmer [1], [8]

In diesem Zusammenhang ist zu beachten, dass Hyaluronsdure sehr kettensteif ist und
deshalb zur Trennung S&ulenmaterialien mit sehr grof3en Poren (> 0,4) und grof3en Par-
tikeln (20 um) bendtigt werden (Wohlrab et al., 2004; Mendichi et al., 2002). Die Re-
tention einer Probe hangt namlich von der PartikelgroRe und teilweise von der Poren-
grolRe ab. Bei sehr hohen Molekilmassen, gerade wenn die GroRe der Molekile die der
Poren erreicht, vermindert sich die Auflésung und die Peaks verbreitern sich, wodurch
bei jedem Elutionsvolumen eine Inhomogenitat der Molekilmasse entsteht. Bisher
kommerziell erhéltliche Saulenmaterialen fir die wassrige SEC sind nicht fur den Ein-
satz zur Trennung hochmolekularer Hyaluronsdaure optimiert (Mendichi et al., 2002). In
Tabelle 8 sind neben dem hier verwendeten S&ulenmaterial (Sephacryl S-500 HR)
kommerziell erhéaltliche Saulen(-materialen) aufgelistet, die andere Autoren zur Be-
stimmung der Molekllmasse von Hyaluronséure verwendet haben. Es handelt sich in
allen Féllen um Materialen die fir die wassrige SEC geeignet sind. Diese konnten also
potentiell an Stelle von Sephacryl S-500 HR verwendet werden. Es wurden meistens

zwei Sdulen hintereinander geschaltet, die beide ein unterschiedliches Ausschlussvolu-
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men besalBen. Bei Mendichi et al. 2002 wurden vier verschiedene Sé&ulen-
Kombinationen getestet. Selbst bei der grofiten Partikelgréfie konnte jedoch keine gute
Trennung der ultra-hochmolekularen HA erreicht werden. Alle anderen in der Literatur
beschriebenen Materialen besitzen eine geringere PartikelgrofRe als Sephacryl S-500
HR, dafur sind meistens vom Hersteller auch PorengréRen angegeben. Die Porengrofie
ist bei der Wahl eines S&ulenmaterials fir die SEC ein wichtiges Entscheidungsmerk-
mal. Mit den beiden Tosoh-Sdulen in Kombination kdnnte man beispielweise keine sehr
hochmolekulare HA von lber 8 MDa auftrennen, da diese vom Material aufgrund von

dessen geringer PorengroRe ausgeschlossen wirden.

4.4 AGE

Es wurden Agarose-Gele zur Trennung von Hyaluronsdaure-Proben angefertigt. In die-
sem Abschnitt sind zwei der aufgenommenen Agarose-Gele (siehe Abbildung 12 und
Abbildung 13) dargestellt. Dabei handelt es sich um 0,5%ige Agarose-Gele. Diese Kon-
zentration ist zur Auftrennung fur die Anzahl Basenpaare der DNA-Ladder geeignet,
und sollte daher auch fur die Molekulmassen der HA einsetzbar sein. Es wurden diesel-
ben Proben aufgetragen, die auch bei der SEC Anwendung fanden. Die Agarose-Gel-
Elektrophorese diente neben der SEC dazu, Uber ein Verfahren zur Analyse der HA-
Proben zu verfligen. Diese Methode konnte jedoch wegen mangelnder Standardsubstan-

zen keine genauen Ergebnisse zu den Molekilmassen der HA-Proben liefern.

Mit dem Gel in Abbildung 12, bei dem verschiedene Konzentrationen (1, 2 und
3 mg/mL) einer HA mit 2,12 MDa und der Fermentationsuiberstand aufgetrennt wurden,
konnte schnell festgestellt werden, welche Molekiilmasse der Fermentationstiberstand
(FU) ungefihr aufweist. Vergleicht man die groRte Verteilung des FU in Abbildung 12
mit den Banden des als HA-Standard eingesetzten Select-HA-HiLadders, liegt diese ca.
bei 1,5 MDa, da die oberste Bande laut Herstellerangabe diese Molekllmasse aufweist.
Aus diesem Gel lasst sich anhand der mitgelaufenen DNA-Standards auch entnehmen,
welche DNA-Bande in etwa der Molekilmasse von 0,5 MDa und 1,5 MDa entspricht,
so dass bei weiteren Gelen auf die teuren und schlecht verfugbaren HA-Standards ver-
zichtet wurde, obwohl die DNA-Standards nur bedingt geeignet sind. Das mittlere Mo-
lekulargewicht von einem DNA-Basenpaar (1 bp) entspricht ungefahr 650 Da. Dem-
nach misste ein DNA-Standard, welcher einen Bereich bis zu 10.000 bp abdeckt, zur
Molekiilmassenbestimmung der HA geeignet sein, da hiermit Molekiilmassen bis zu

6,5 MDa abgedeckt sein missten. Wie Abbildung 12 zeigt, stimmte diese einfache Kor-
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relation in diesem Fall nicht. Hier liegt die 10.000 bp-Bande, die danach 6,5 MDa ent-
sprechen sollte, eher in Hohe der 1,5 MDa-Bande des HA-Standards. Brauchbar sind
von dem GeneRuler-DNA-Ladder-Mix nur die Banden von 1500-10.000 bp, alle ande-
ren liegen auBerhalb des polydispersen Bereichs der HA-Proben. Dieser Effekt begrin-
det sich wohl darin, dass DNA negativer geladen ist als die Hyaluronsaure und somit
schneller durch das Gel lauft. Deswegen wurde hier ebenfalls ein weiterer HA-Standard
mit hoherer Molekiilmasse benotigt, um den DNA-Standard mit diesem vergleichen zu

kdnnen.

In Abbildung 13 sind alle verschiedenen Hyaluronséure-Proben aufgetragen, um sie
vergleichen zu konnen. Man erkennt deutlich, dass die Probe mit einer Molekiilmasse
von 0,35 MDa wesentlich schneller durch das Gel wanderte als die anderen Proben mit
hoherer Molekilmasse. Jedoch war die Trennung der anderen Proben nicht zufrieden-
stellend, da keine signifikante Trennung der groBen Molekilmassen zu erkennen war.
Besonders HA mit 1,2 MDa sollte theoretisch wesentlich schneller durch das Gel wan-
dern, als sie es getan hat. Hier kdnnte es bei der Probenvorbereitung von den hochmole-
kularen Proben mit 1,67 MDa und 2,12 MDa, wie oben angesprochen, eventuell zu De-
gradation gekommen sein. Es gébe einerseits die Madglichkeit die Agarose-
Konzentration noch weiter herunter zu setzen, z.B. auf 0,4%, wodurch das Gel jedoch
noch instabiler werden wirde. Andererseits kdnnte man versuchen, durch einen lange-
ren Lauf von (ber zwei Stunden die Auftrennung der hochmolekularen HA-Proben zu
verbessern. Die Beurteilung der HA-Proben in den Agarose-Gelen ist jedoch ohnehin
erschwert, da die Verteilung der Molekilmassen nur an der Starke der Farbung bzw. der
Breite des Streifens beurteilt werden kann. Schwierig war zudem der Nachweis von HA
im Fermentationsuiberstand, da das in groRen Mengen enthaltene SDS die Farbung mit
Stains-All storte.
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2,12 2,12 DNA High Select- 2,12
MDa MDa - Ladder | Range - ; MDa
FU . FU HA Hi-
1mg/L | 2 mg/L Mix + | DNA Ladder | 3 mgiL
9 9 HR Ladder 9
= = T = ekl 3 I~ T

| 24

%

Abbildung 12: Aufnahme des 0,5%igen Agarose-Gels mit Dunkelhaube und Transilluminator. In
der Tabelle oben ist angegeben, welche Probe in welche Geltasche pipettiert wurde. Ergénzt wur-
den Angaben dazu, welcher Molekilmasse die DNA-Ladder entsprechen. Aufgetragen wurden
2,12 MDa Hyaluronsaure-Proben, der Fermentationsiiberstand, die DNA-Standards und der Hyal-
uronsaure-Standard Select-HA HiLadder. Die Hyaluronsaure wurde in den Ublichen Konzentrati-
onen aufgetragen, die auch bei der SEC Anwendung fanden. Das Gel wurde tiber 4 h mit 0,005 %
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Stains-All in 50 % Ethanol im Dunkeln gefarbt und Gber Nacht in destilliertem Wasser im Dunkeln
entfarbt. (FU = Fermentationsiberstand, HR = High Range)

High 0,35 1,67 2,12 DNA
Range | MDa MDa MDa 1,2 MDa Ladder
DNA Mix +
Ladder 3 mg/L | 3 mg/L 3 mg/L | 3 g/L 2mg/L | 1 mg/L HR

bp

48502
24508
20555

17000
15258
13825
12119 MDa

10000 1.5

8000

6000
0,5

5000
4000
3500

3000

2500

2000

1500

1200
1000

Abbildung 13: Aufnahme des Gels mit Dunkelhaube. In der Tabelle oben ist wiedergegeben, welche
Probe in welche Geltasche pipettiert wurde. An der Seite ist zu sehen, welche Bande wie viele Ba-
senpaare darstellt und wie viel MDa dies laut vorherigen Versuchen in etwa entspricht. Es handelt
sich um ein 0,5%iges Agarose-Gel mit einer L&nge von ca. 10 cm. Aufgetragen wurden Hyaluron-
saure-Proben aller Molekilmassen und die DNA-Standards. Sie wurden in den Ublichen Konzent-
rationen aufgetragen, die auch bei der SEC Anwendung fanden. (HR = High Range)
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5 Schlussfolgerung

Ziel dieser Bachelorarbeit war es, eine Methode zu entwickeln, mit welcher die Mole-
kilmasse sowie die Dispersitdt von Hyaluronsdure aus einer Fermentation prézise be-
stimmt werden konnen. Diese Methode sollte auf der SEC basieren. In dieser Arbeit

wurden zwei mogliche Detektionsverfahren und ein Sdulenmaterial getestet.

Der Ansatz bestand darin, mittels SEC zundchst eine Auftrennung einer Hyaluronséure-
Probe nach Molekiilmasse vorzunehmen und anschlieRend mittels eines geeigneten De-
tektionsverfahrens auf die Molekilmasse und Dispersitat schlieBen zu kdnnen. Es zeigte
sich, dass mit der verwendeten Kombination aus S&ulenmaterial/-design und Detekiti-
onsverfahren zwar grundsatzlich die Bestimmung der HA-Konzentration der Proben

mdoglich war, jedoch diese Verfahren nicht ausreichen, um das obige Ziel zu erreichen.

Erstens konnte mangels eines funktionierenden Standardisierungsverfahrens, im We-
sentlichen bedingt durch einen Mangel an geeigneten HA-Standards, mit der eingesetz-
ten Geréate-/Detektionskonstellation keine prézise Molekilmassenbestimmung vorge-
nommen werden. Durch die Wahl einer Kombination aus Brechungsindex-Detektor und
Lichtstreu-Detektor, wodurch auf eine Kalibrierung der Saule verzichtet werden koénnte,
da hier absolute Molmassenmittelwerte erhalten werden, konnte dieses Problem gege-
benenfalls umgangen werden. Alternativ konnte zusétzlich die Viskositat jeder Probe
gemessen werden, um (ber diese die Sé&ule kalibrieren zu kénnen. Die erste Methode
wirde sich im Zusammenhang mit der verwendeten Kronlab-Saule und dem Sephacryl
S-500 HR Material eignen, da hier aufgrund der fehlenden Standards keine Kalibrierung

vorgenommen werden kann.

Zweitens konnte, obwohl das verwendete S&ulenmaterial die fir die Trennung, von
hochmolekularen Proben erforderlichen grof3en Partikel aufwies, mit der verwendeten
Saule keine Auftrennung von Hyaluronsauren mit Molekilmassen von 1,2 MDa,
1,67 MDa und 2,12 MDa erreicht werden. Mdégliche Griinde hierfir konnten im Rah-
men der vorliegenden Arbeit nicht ndher untersucht werden. Jedoch wird angenommen,
dass das eigentlich fur praparative Zwecke gedachte Saulendesign bzw. die Kombinati-
on aus S&ulendesign und —material hierfur verantwortlich waren. Bei Einsatz einer
schmaleren und kirzeren S&ule, gegebenenfalls in Kombination mit einer geringeren
Flussrate, ware moglicherweise auch mit diesem Material eine Auftrennung hochmole-

kularer und sogar ultra-hochmolekularer HA erreichbar. Sollte dies nicht funktionieren,
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konnte es stattdessen ausschliel3lich zur Trennung der fermentierten Hyaluronsaure von
den restlichen Bestandteilen des Fermentationsuberstandes dienen, indem die HA-

Fraktion aufgefangen wirde.

Bei Verwendung eines alternativen Sdaulenmaterials, welches einen geringeren Aus-
schlussbereich nach oben hin aufweist, konnten hierfiir eventuell kommerzielle Stan-
dards erworben werden, wodurch auch eine Kalibrierung durch die Viskositatsmessung
ermoglicht werden konnte. Es wirde dann der UV- oder RI-Detektor ausreichen, wenn
zusatzlich die Viskositat bestimmt wirde. Sinnvoller erscheint jedoch die Dreifachde-
tektion, bei der im Anschluss an die Saule der Brechungsindex bestimmt wird, die Vis-
kositat gemessen und absolute Molekiilmassen ber die Lichtstreuung erhalten werden,
da hiermit alle notwenigen Parameter fir die Charakterisierung der Hyaluronséure er-
fasst wirden. Man konnte ber die Molekiilmassenmittelwerte die Dispersitét der Probe
berechnen und zusétzlich Kenntnis tUber die Struktur erlangen. Hiermit wiirde man auch
das Problem l6sen, das bei der UV-Detektion um 200 nm herum auftritt. Bei der Mes-
sung der Brechungsindex-Differenz zwischen Probe und mobiler Phase stort es nicht,
dass beide sehr dhnliche UV-Spektren aufweisen. Jedoch misste hier das Problem mit
der Basisliniendrift durch Halten der Temperatur auf einem konstanten Wert unter Kon-

trolle gebracht werden.

Insgesamt zeigte sich, dass bis zur Entwicklung eines funktionstlichtigen Verfahrens zur
Analyse von Hyaluronsaure-haltigen Proben noch zahlreiche Hirden zu (berwinden
waéren. Mit den im Rahmen der Arbeit eingesetzten Methoden und Materialien war kei-
ne flr analytische Zwecke befriedigende Trennung von Hyaluronsaure-Proben moglich.
Die Bestimmung der Molekillmasse sowie der Dispersitat von Hyaluronsaure war
dadurch nicht moglich. Es lieen sich aber Mdglichkeiten aufzeigen, dieses Ziel zu er-

reichen.
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Anhang

A Certificates of Analysis (COA)
Analysenzertifikat mit Spezifikationen und Resultaten des Hyaluronséure-Natriumsalz

mit einer Molekiilmasse von 1,2 MDa:

Stanford Chemicals Company
360 Goddard, Irvine, CA 92618, USA
Tel: (949) 468-0555  Fax: (949) 812-6690

ISTANFORD
- CHEMICALS

Certificate of Analysis

Product Name: Sodium Hyaluronate Origin: Fermentation
Batch No.: SCC2014112001 Manufacturing Date: 11/15/2014
Analysis Date: 11/20/2014 Retest Date: 11/20/2016
Batch Quantity: 161kg Grade: Cosmetics Grade
Iltems Specifications Results
Appearance White or almost white powder White powder
Sodium Hyaluronate 295% 95.02%
Glucuronic acid 242% 46.12%
pH(0.1% solution) 6.0-8.0 6.79
Molecular weight 1.0-1.3x10°Da 1.2x10°Da
Loss on drying <10% 5.79%
Heavy metal =20ppm Complies
Arsenic <2ppm Complies
Bacterial counts <500cfu/g Complies
Mold and Yeast <100cfulg Complies
Escherichia coli Cannot be checkout Complies
Salmonella Cannot be checkout Complies
Conclusion Qualified

Stored: Stored in an airtight container at a cool place.

Stanford Chemicals Company
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Analysenzertifikat mit Spezifikationen und Resultaten des Hyaluronsdaure-Natriumsalz

mit einer Molekilmasse von 2,12 MDa:

T

ZEF18888

certificate of analysis

product Hyaluronic Acid Na-Salt HMW
batch 30331303
producer Contipro Biotech s.r.0.; Czech Republic

batch of producer

211013-A

manufacturing date 21.10.2013

date of analysis 18.11.2013

expire date 21.10.2015

test method specification result

origin biotechnological processing pass

appearance 206.1.1-012 white powder or granules pass

appearance of 0,5 % 206.1.1-008 clear to slightly opalescent, pass

aqueous solution colourless, viscous solution

clarity of 5% aqueous solution 206.1.1-008 <0,010 < 0,001

(660 nm, 1 cm)

residue on drying 206.1.1-002 >90,0% 93,0 %

molecular weight (SEC-MALS) 206.1.1-254 >=2,00 MDa 2,12 MDa

pH of 0,5 % aqueous solution 206.1.1-220 5,0-8,0 6,4

protein * 206.1.1-227 <=0,1% 0,1 %

microbial contamination 206.1.1-800 <100CFU /g <5CFU/g

uronic acid - UA * 206.1.1-005 >450 % 49,6 %

sodium hyaluronate - UA x 2,067 * 206.1.1-005 >83,0% 102,5 %

ash * 206.1.1-014 <10,0% 7.8%
none pass

preservative
* calc. on dry basis

remarks

Result: This product is conform to specification.
The above identified product conforms to the agreed standard in all requirements. All data as mentioned have been copied
from supplier's certificate and therefore are in complete accordance with those data received from the supplier. Above

information do not relieve the purchaser from controlling the product on delivery.

date 25.11.2013

This certificate of analysis was printed automatically and is valid without signature.

GfN Herstellung von Naturextrakten GmbH
Stralburg 16

69483 Wald-Michelbach / Germany
VAT-No. DE111632589

Phone +48 6207 922 80
Fax +49 6207 922 810
info@gfn-selco.de
www.gfn-selco.de

Managing Director: Michéle Lindner

Commercial Register:
AG Darmstadt HRB 40409
Tax No. 007 234 11074

CA_3033_e043.dtf
Rev e04
18.06.13 fas
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Analysenzertifikat mit Spezifikationen und Resultaten des Hyaluronsdaure-Natriumsalz

mit einer Molekiilmasse von 1,67 MDa:

Ng

certificate of analysis

product Hyaluronic Acid Na-salt

batch 30101308

producer Contipro Biotech s.r.0., Dolni Dobrouc, Czech Republic

batch of producer 240913-E2

manufacturing date 24.09.2013

date of analysis 29.10.2013

expire date 19.06.2015

test method specification result

origin biotechnological processing pass

appearance 206.1.1-012 white powder or granules pass

appearance of 0,5 % aqueous solution  206.1.1-008 clear to slightly opalescent pass
colourless, viscous solution

clarity of 1% aqueous solution 206.1.1-008 <0,010 0,004

residue on drying 206.1.1-002 >90,0 % 94,5 %

molecular weight (MDa) 206.1.1-013 1,50 - 1,80 MDa 1,67 MDa

kinematic viscosity of 0,05 % solution 206.1.1-003 1,96 - 2,46 cSt 2,23 cSt

pH of 0,5 % aqueous solution 206.1.1-220 50-8,0 6,3

protein content * 206.1.1-227 <=0,1% 01%

total microbial count 206.1.1-800 <100CFU/g 10CFU/g

uronic acid - UA * 206.1.1-005 >45,0% 48,4 %

sodium hyaluronate - UA x 2,067 * 206.1.1-005 >93,0% 100,0 %

ash * 206.1.1-014 <10,0 % 78 %

preservative none pass

* calc. on dry basis

remarks

Result: This product is conform to specification.

The above identified product conforms to the agreed standard in all requirements. All data as mentioned have been
copied from supplier's certificate and therefore are in complete accordance with those data received from the supplier.
Above information do not relieve the purchaser from controlling the product on delivery.

date 20.11.2014

This certificate of analysis was printed automatically and is valid without signature.

GfN Herstellung von Naturextrakten GmbH Phone +49 6207 922 80 Managing Director: Michele Lindner CA_3010_e06.dtf
StraBburg 16 Fax +49 6207 922 810 Commercial Register: Rev e06

69483 Wald-Michelbach / Germany info@gfn-selco.de AG Darmstadt HRB 40409 041212/ as

VAT-No. DE111632589 www.gfn-selco.de
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Analysenzertifikat mit Spezifikationen und Resultaten des Hyaluronsdaure-Natriumsalz

mit einer Molekiilmasse von 0,35 MDa:

N €

certificate of analysis

product Hyaluronic Acid Na-Salt LMW (HySilk, powder)
batch 30121401
producer Contipro Biotech s.r.0., Dolni Dobrouc, Czech Republic
batch of producer 171213-E1
manufacturing date 17.12.2013
date of analysis 10.02.2014
expire date 20.11.2015
test method specification result
origin biotechnological processing pass
appearance 206.1.1-012 white to slightly yellow powder pass

or granules
smell 206.1.1-010 none pass
appearance of 0,5 % 206.1.1-008 clear to slightly opalescent, pass
aqueous solution colourless solution
clarity of 1% aqueous solution 206.1.1-008 <0,010 0,001
(660 nm, 1 cm)
residue on drying 206.1.1-002 >90,0 % 98,2 %
molecular weight (SEC-MALS) 206.1.1-254 0,25 - 0,45 MDa 0,35 MDa
pH of 0,5 % aqueous solution 206.1.1-220 5,0-8,0 6,4
protein contenf * 206.1.1-227 <0,20 % 0,13 %
total microbial count 206.1.1-800 <100CFU/g <5CFU/g
uronic acid - UA* 206.1.1-005 >450% 49,0 %
sodium hyaluronate - UA x 2,067 * 206.1.1-005 > 93,0 % 101,3 %
ash* 206.1.1-014 <10,0% 8,6 %
preservative none pass

* calc. on dry basis

remarks

Result: This product is conform to specification.
The above identified product conforms to the agreed standard in all requirements. All data as mentioned have been

copied from supplier's certificate and therefore are in complete accordance with those data received from the supplier.
Above information do not relieve the purchaser from controlling the product on delivery.

date 20.11.2014

This certificate of analysis was printed automatically and is valid without signature.

GIN Herstellung von Naturextrakten GmbH

Stralburg 16
69483 Wald-Michelbach / Germany
VAT-No. DE111632589

Phone +49 6207 922 80
Fax +49 6207 922 810
info@gfn-selco.de
www.gfn-selco.de

Managing Director: Michéle Lindner
Commercial Register:
AG Darmstadt HRB 40409

CA_3012_e04.dtf
Rev e04
18.09.07 /as
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B Materialien und Daten

Tabelle 9: Wéhrend der Versuche verwendete Chemikalien, Reagenzien und anderes

Bezeichnung

Informationen

VE-Wasser

Vollentsalztes oder demineralisiertes Wasser

Salze wurden durch lonenaustauscher entfernt

Natriumchlorid

VWR International GmbH
CAS-Nr.: 7647-14-5
Reinheit: 99,9 %
Molekilmasse: 58,44 g/mol

Ethanol absolute
Ph. Eur.

VWR International GmbH
CAS-Nr.: 64-17-5

Molekllmasse: 46,07 g/mol

Hyaluronsaure-

[—4)-R-Natrium-D-Glucuronsaure-(1—3)-3-N-Acetylglucosamin-(1—]n
CAS-Nr.: 9067-32-7

Verkaufer: GfN Herstellung von Naturextrakten GmbH

Produzent: Contipro Biotech s.r.o.

aus der Fermentation mit Streptococcus equi ssp. zooepidemicus

Natriumsalz mittlere Molekilmasse: 2,12 MDa; 350 kDa und 1,67 MDa
Verkaufer: Stanford Chemicals Company
Produzent: Jiangsu Haihua Bio-Technolgy Co., Ltd
aus der Fermentation mit Streptococcus equi ssp. zooepidemicus
mittlere Molekilmasse: 1,2 MDa
850 mL Uberstand aus der Fermentation mit Streptococcus equi ssp.
zooepidemicus ATCC 35246
Das Medium (500 mL) bestand aus:
Pepton aus Casein 5g/L
Soja-Pepton 5g/L
Fermentations- Brain-Heart-infusion broth 59/L
uberstand Hefeextrakt 2,5g/L
Ascorbinsaure 0,59g/L
Magnesiumsulfat x 7 H,O 0,5¢g/L
B-Glycerophosphat x 5 H,O 25,5 g/L
Zur Abtrennung der Hyaluronsdure von den Zellen wurden 500 mL
0,1%iges SDS hinzugegeben.
Thermo Fisher Scientific Inc.
Stains-All CAS-Nr.: 7423-31-6

Molekilmasse: 559,6 g/mol
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Bezeichnung

Informationen

Agarose

Carl Roth GmbH + Co. KG

CAS-Nr.: 9012-36-6

Agarose Broad Range, Roti®garose BioScience-Grade

Bromphenol-Blau
Natriumsalz

Carl Roth GmbH + Co. KG
CAS-Nr.: 34725-61-6

Molekilmasse: 691,9 g/mol

wasserléslich

D(+)-Saccharose

Carl Roth GmbH + Co. KG

CAS-Nr.: 51-50-1

Molekllimasse: 342,3 g/mol

Merck Millipore Corporation

CAS-Nr.: 77-86-1

Tris-Base
Reinheit: >99%
Molekilmasse: 121,1 g/mol
Carl Roth GmbH + Co. KG
CAS-Nr.: 6381-92-6
EDTA
Reinheit: >99%
Molekilmasse: 372,24 g/mol
. VWR International GmbH
Essigséaure
CAS-Nr.: 64-19-7
Ph. Eur.

Molekilmasse: 60,05 g/mol

Tabelle 10: Wahrend der Versuche verwendete Materialien

Material

Informationen

Séaulenpackung

GE Healthcare GmbH

Sephacryl S-500 High Resolution

quervernetzte Copolymere aus Allyl Dextran und N,N’-Methylene

Bisacrylamid

PartikelgroRe 25 — 75 pm (@ 47 um)

Ausschlussbereich der Poren: 40 — 20.000 kDa

softes organisches Gel, empfindlich gegen hohe Driicke

Labor-Zentrifugen-

Sarstedt AG & Co

Réhrchen 50 mL, Polypropylen, steril
Henke-Sass, Wolf GmbH
Spritzen NORM-JECT® Einmal-Spritzen

Luer, steril, 2 mL (3 mL)
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Material

Informationen

Filter

Membranfilter
Sartorius Stedim Biotech GmbH
PorengréiRe: 0,2 um, Cellulose-Acetat
Verwendung: Entgasen, Sterilfiltrierung der Puffer
Einmal-Spritzenfilter CHROMAFIL® Xtra RC-20/25
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG
PorengrofRe: 0,2 um, regenerierte Cellulose

Verwendung: Sterilfiltrierung der Proben und Standards

Kivette

Eppendorf AG

uCuvette G1.0

Hydrophobe Oberflachenbeschichtung
Schichtdicke: 1 mm
Wellenldangenbereich: 180 nm — 2.000 nm
Kiivettenleerwert: < 0,05 AU bei 260 nm

Tabelle 11: Fur die Versuche verwendete Gerdte und Programme

Gerat, Software

Informationen

Saule

Kronlab GmbH YMC Europe GmbH
ECO 15
Aus Borosilikatglas
Dimensionen: 88 x 1,5 cm
CV: 115 mL

BioCAD® SPRINT™

Perseptive Biosystems, Inc.
UV/Vis-Detektor

FlieRzellenvolumen (Analytische Zelle): 9 pL
pH-Meter

Flie3zellenvolumen 50 uL
Leitfahigkeitsdetektor

FlieRzellenvolumen 7 puL
Scout Column Selector/Injektionsventil
Online Degassing System 2000 von Alltech

Vakuumentgaser
Injektionsschleife

Volumen: 2 mL

Vakuumpumpe

KNF Neuberger GmbH
Membran-Vakuumpumpe mit Doppelkolben
Typ: N 726.3FT.18
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Gerat, Software

Informationen

Smartline RI Detektor
2400

Wissenschaftliche Geratebau Dr. Ing. Herbert Knauer GmbH
Messwinkel: 15°

Kapillaren-Innendurchmesser: 1 mm

Messung bei Wellenlange A = 950 £30 nm
Messzellenvolumen: 9 pL

Messbereich: +2x10°° RIU

Brechungsindexbereich: 1,00-1,75 RIU

Signalmaximum: 1000 mV (full-scale-Ausschlag)

Anderung je Grad Kelvin firr reines Wasser betragt ~1x10™ RIU und
fiir tibliche organische Lésungsmittel ~5x10™ RIU

Prazisionswaagen

A&D Instruments Ltd.
GX-2000
Wagebereich: bis 2100 g
Ablesbarkeit: 0,01 g, + 0,02 g
Sartorius AG
CPA225D
Wagebereich: bis 220 g
Ablesbarkeit: 0,0001 g, + 0,0001 g

Rotierender Mischer

DYNAL Sample Mixer
Model MXICI

Spektralphotometer

Eppendorf AG

BioSpectrometer basic

Software: 3.4.3.0

Absorptions-Einstrahlphotometer mit Referenzstrahl
Messbereich: 0 AU — 3 AU (260 nm)
Wellenlangenbereich: 200 — 830 nm, Schrittweite: 1 nm
Systematische Messabweichung: £1 % bei AU =1
Messabweichung: < 0,005 (0,5 %) bei AU =1
Lichtquelle: Xenon-Blitzlampe

Strahlempfanger: CMOS-Photodiodenarray

Dunkelhaube

Biostep GmbH
Dark Hood DH-40/50

mit weiRem Oberlicht, Transilluminator UST-30M-8R, UV-Converter-
Screen WY32 (Wellenldnge 312 nm) und Schiebetisch

Mikrowelle

Mio Star DMR-704
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Gerat, Software

Informationen

Elektrophorese-

Gelgieler:
Gel Caster von BioRad Laboratories, Inc.

Stromversorgung:

Zubehor Electrophoresis Power Supply 3501 XL von Amershan
Pharmacia Biotech
Zelle:
Minicell® von EC Apparatus Co.
BioCAD® Software der BioCAD® SPRINT™ Anlage

Microsoft® Excel

Tabellenkalkulations-Programm zur Auswertung der Daten

Argus X1

Biostep GmbH

PC-Software zur Steuerung der Kamera der Dunkelhaube
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Diagramm 23: Vergleich der beiden Chromatogramme des zweiten Laufs von HA mit einer Mole-
kilmasse von 1,2 MDa mit dem ersten Lauf von HA mit einer Molekiilmasse von 2,12 MDa bei
einer Konzentration von 3 mg/mL und einer Flussrate von 1mL/min. Daten wie Hohe, Flache und
Retentionszeiten der Peaks kdnnen Tabelle 12 entnommen werden.
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Diagramm 24: Vergleich der beiden Chromatogramme des ersten Laufs von HA mit einer Mole-
kilmasse von 1,67 MDa mit dem ersten Lauf von HA mit einer Molekilmasse von 2,12MDa bei
einer Konzentration von 3mg/mL und einer Flussrate von 1mL/min. Daten wie Hohe, Flache und
Retentionszeiten der Peaks kdnnen Tabelle 12 entnommen werden.
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Diagramm 25: Vergleich der beiden Chromatogramme des ersten Laufs von Hyaluronsédure mit
einer Molekillmasse von 1,67 MDa mit dem ersten Lauf von Hyaluronsaure mit einer Molekulmas-
se von 0,35 MDa bei einer Konzentration von 3mg/mL und einer Flussrate von 1mL/min. Daten wie
Hdéhe, Flache und Retentionszeiten der Peaks kénnen Tabelle 12 enthommen werden.
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Diagramm 26: Vergleich der beiden Chromatogramme des zweiten Laufs von Hyaluronsaure mit
einer Molekilmasse von 1,2 MDa mit dem ersten Lauf von HA mit einer Molekllmasse von 0,35
MDa bei einer Konzentration von 3mg/mL und einer Flussrate von 1mL/min. Daten wie Hohe,
Flache und Retentionszeiten der Peaks kdnnen Tabelle 12 entnommen werden.
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Tabelle 12: Daten zur Flache und Hohe einiger aufgenommener Chromatogramme bei der jeweili-
gen Flussrate mit Angaben zur Hyaluronsaure-Probe, sowie Molekiilmasse und Konzentration.
. [l onven | o | e | vonein | 0| |20
Nummer in MDa | mg/mL |mL/min WAUs HAU AU-Min n AU in Min
1 0,5 981000000] 208849,76] 16,35 - 0,209| - 175,15 -
1 035 3 540000000] 208095,46 9,00 0,208 85,23
2 ' 1 520000000] 204239,23 8,67| 8,84 | 0,204|0,21] 85,45| 85,61
3 531000000] 207313,34 8,85 0,207 86,14
1 0,5 [1030000000|] 206829,55] 17,17| - 0,207| - 161,67| -
1 167 3 450000000] 203113,71 7,50 0,203 79,49
2 ' 1 465000000| 187107,06) 7,75| 7,591 0,187|0,19] 70,35| 76,10
3 451000000] 189318,32 7,52 0,189 78,45
1 0,5 345000000] 110876,86 575 - 0,111] - 133,96| -
1 1 140000000] 111786,68 2,33 0,112 63,89
2 1 146000000] 117004,56 2,43| 2,36 | 0,117|0,11] 66,25| 65,51
3 139000000] 114950,01 2,32 0,115 66,40
1 0,5 669000000 160806,33] 11,15 - 0,161 - 144,03 -
1 12 2 282000000] 158895,47 4,70 0,159 73,26
2 ' 1 282000000] 148895,03 4,70( 4,57 | 0,149(0,15] 68,86| 70,69
3 258000000] 142401,87| 4,30 0,142 69,95
1 0,5 992000000] 180274,18] 16,53| - 0,180| - 164,80 -
1 3 414000000| 186092,87 6,90 0,186 76,79
2 1 411000000| 176847,20 6,85/ 6,91 0,177|0,18] 78,82 78,15
3 419000000f 191312,04 6,98 0,191 78,85
1 0,5 362000000] 117562,91 6,03 0,118 130,07
2 0,5 357000000] 112770,34 5,95 5,99 0,113 0,12 133,23 131,65
1 1 0,7 341000000] 166668,18 5,68 0,167 42,55
1 145000000] 111609,72 2,42 0,112 63,03
2 1 147000000] 113228,51 2,45| 2,421 0,113|0,11] 64,18| 63,85
3 143000000] 93577,33 2,38 0,094 64,33
1 0,5 701000000] 157100,22] 11,68 0,157 144,22
2 0,5 681000000 167929,97] 11,35 11,52 0,168 0,16 146,52 145,37
1 0,7 388000000] 163411,49 6,47 0,163 80,75
2 212 2 0,7 370000000] 161211,91 6,17 6,32 0,161 0,16 90,61 85,68
1 ' 307000000] 161171,73 5,12 0,161 72,20
2 1 275000000] 158045,63 4,58( 4,79 | 0,158(0,16] 70,09| 71,41
3 280000000] 161984,35 4,67 0,162 71,95
1 0,5 [1040000000f 188752,35| 17,33 0,189 157,55
2 0,5 |1030000000| 199675,48] 17,17 17,25 0,200 0,19 163,93 160,74
1 0,7 560000000] 207586,70 9,33 0,208 102,43
2 3 0,7 573000000] 196568,49 9,55 9,44 0,197 0,20 103,44 102,94
1 443000000| 199056,63 7,38 0,199 77,60
2 1 397000000 177700,98 6,62 7,07 | 0,178|0,19] 75,08| 78,12
3 432000000] 193405,02 7,20 0,193 81,67
2581822 6522,43 0,04 - 0,007| - 77,97 -
1 FU 2,5 0,5 272000000] 114511,68 453 - 0,115| - 138,35| -
8790000000{ 2590000,00f 146,50| - 2,590| - 284,49 -
1 Fo+2,12| 25+3 1 143000000] 101707,36 2,38] - 0,102| - 69,75 -
2730000000} 1440000,00] 45,50 - 1,440| - 141,14] -




