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Abstract 

Molecular biological affinity studies is a field with an abundance of interesting 

analytical methods. The following work summarises the current methods in a short 

overview before focussing on the electrophoretic measurements. They belong to an 

active area of research, which is suitable for a large spectrum of applications. The 

possibility to transfer affinity studies from capillary to a miniaturised system – the chip 

– is the main aim of this work. In the age of high throughput screening, fast new 

analytical methods are required and miniaturised systems, such as the 

electrophoretic chip, become a common demand. 

 

Up-to-now the application of EMSA (electrophoretic mobility shift assay) was only 

used on capillary. Here it was successfully transferred for the first time to a planar 

miniaturised system. In order to characterise the microchip, known systems 

(neurotransmitters and cyclodextrins) have been measured. As for the binding 

parameters, the measurements proofed that chips deliver the same results as the 

capillary, however in a shorter time and with less material consumption. 

Apart from measurements with neurotransmitters, studies with artificial receptors and 

peptides, with single-stranded DNA and metal cations have been accomplished. The 

results of the binding affinities have been compared to calorimetric measurements 

and confirmed the quality of the ACE (affinity capillary electrophoresis) 

measurements on chip. By choosing certain oligonucleotide sequences and suited 

buffer systems, the binding selectivity of metal ions for tetranucleotides could be 

shown. Considering the building of binary and tertiary complexes, which depends on 

the kind of buffer molecules, the binding constants and the amount of binding 

partners were calculated. Although not the same number of measurements has been 



compiled for the microchip as for the capillary, in principal the suitability of the chip to 

examine non-covalent bindings to oligonucleotides and DNA strands was shown. 

Methodical specialities as well as qualitative differences between 

measurements on the capillary and on the chip have been observed and 

documented. In some areas of research, important for electrophoretic ACE 

measurements, chips are superior to capillary. The smaller amount of probes and 

buffer and the shorter separation time, which allows the measurement of instable 

systems, all speak in favour of the chip. Due to the significantly shorter separation 

times, the phenomenon of diffusion has a distinctly smaller impact on the peak 

broadening. This improves the separation efficiency. High separation efficiency is 

important for ACE analytics, especially so when the separation is done in seconds. 

The worse sensitivity of the chip could only be put down to technical peculiarities and 

less efficient detection systems of the chips used here. Although capillaries with 

normal separation lengths deliver qualitatively better results at the moment, the 

microchip will be superior to the classical capillary electrophoresis as soon as reliable 

injection methods are available and the steering of probe and separation media are 

solved, additional to its present advantages. 
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Zusammenfassung  1 

1 Zusammenfassung 

Molekularbiologische Affinitätsstudien bergen eine Vielzahl interessanter Analysen-

Methoden in sich. Die folgende Arbeit streift in einem kurzen Überblick die gängigen 

nicht-elektrophoretischen Methoden, bevor sie näher auf die elektrophoretischen 

Messmethoden eingeht. Diese gehören zu einem aktiven Forschungsgebiet, das sich 

für ein breites Anwendungsspektrum eignet. Die Möglichkeit, Affinitätsstudien von 

Kapillare auf ein verkleinertes System – den Chip – zu übertragen, bildet den 

Schwerpunkt der Arbeit. Da im Zeitalter von High Throughput Screening ein Bedarf 

an neuen, schnellen Analysen-Methoden besteht, stossen miniaturisierte Systeme 

wie der Elektrophorese-Chip auf grosses Interesse. 

 

Die bisher nur auf Kapillare angewandte EMSA-Applikation (Electrophoretic Mobility 

Shift Assay) wurde hier erstmalig erfolgreich auf ein planares, miniaturisiertes 

System überführt. Zur Charakterisierung des Mikrochips wurden bekannte Systeme 

(Neurotransmitter und Cyclodextrine) gemessen. Hinsichtlich der bestimmten 

Bindungsparameter zeigte sich, dass der Chip in kürzerer Zeit und mit geringerem 

Materialverbrauch vergleichbare Ergebnisse liefert wie Kapillaren mit einer ca. 25 mal 

längeren Trennstrecke. 

Neben den Messungen mit den Neurotransmittern wurden Studien mit künstlichen 

Rezeptoren und Peptiden, mit Einzelstrang-DNA und Metall-Ionen durchgeführt. Die 

Ergebnisse der Bindungsaffinitäten wurden mit kalorimetrischen Messungen 

verglichen und lieferten die Bestätigung der Qualität der ACE-Messungen 

(Affinitätskapillarelektrophorese) auf Mikrochips. Durch Auswahl bestimmter 

Oligonukleotid-Sequenzen und geeigneter Puffersysteme konnte eine 

Bindungsselektivität von Metall-Ionen zu Tetranukleotiden gezeigt werden. Unter 

Berücksichtigung der Bildung von binären und ternären Komplexen, abhängig von 
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der Art der Puffermoleküle, wurden die Bindungskonstanten und die Anzahl der 

Bindungspartner berechnet. Auch wenn die Messungen auf dem Mikrochip nicht im 

gleichen Umfang wie auf der Kapillare durchgeführt wurden, so wird prinzipiell die 

Eignung des Chips für Untersuchungen von nicht-kovalenten Bindungen an 

Oligonukleotiden und DNA-Strängen gezeigt. 

Methodische Besonderheiten als auch die qualitativen Unterschiede der 

Messergebnisse zwischen kapillarer Elektrophorese und Elektrophorese auf planaren 

Mikrochips wurden verglichen. Hinsichtlich einiger Kriterien, bedeutsam für 

elektrophoretische ACE-Messungen, ist der Chip der Kapillare gegenüber klar 

überlegen. Der geringere Proben- und Pufferverbrauch und die kürzere Trennzeit, die 

auch das Messen instabiler Systeme ermöglicht, sprechen für den Chip. Durch 

wesentlich kürzere Trennzeiten wirkt sich das Phänomen der Diffusion deutlich 

weniger auf eine Peak-Verbreiterung aus, was zu einer verbesserten Trenneffizienz 

führt. Eine hohe Trenneffizienz ist in der ACE-Analytik bedeutsam insbesondere 

dann, wenn die Trennungen im Sekundenbereich liegen. Das schlechtere 

Abschneiden bezüglich Sensitivität konnte im Vergleich einzig auf geometrische 

Eigenheiten und leistungsschwächere Detektionssysteme der verwendeten Chips 

zurückgeführt werden. Auch wenn mit Kapillaren gängiger Trennlängen die qualitativ 

besseren Ergebnisse geliefert werden, ist zu erwarten, dass der Mikrochip mit 

zuverlässigen Injektionsmethoden und Steuerung der Proben- und Trennmedien 

zusätzlich zu seinen jetzigen Vorteilen der klassischen kapillaren Elektrophorese 

überlegen sein wird. 
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2 Einleitung 

2.1 Affinitätsstudien 

Affinität stammt vom lateinischen Wort "affinitas", die Verschwägerung, ab. Im 

naturwissenschaftlichen Sinne ist damit die Anziehung oder auch die Stärke der 

Wechselwirkung zwischen einem Substrat (S) und dem dazugehörigen Liganden (L) 

– manchmal auch Host bzw. Guest genannt – gemeint. 

Wo werden Affinitätsstudien verwendet? Bei der Entwicklung eines neuen 

Wirkstoffes muss dessen Affinität zu seinem Wirkort (Target), aber auch der 

Ausschluss nicht erwünschter Targets bekannt sein, um unerwünschte 

Nebenwirkungen zu vermeiden. In dieser Phase werden in der Forschung die 

verschiedensten Affinitätsstudien eingesetzt, deren Ziel es ist, zur Entscheidung 

beizutragen, ob eine neu gefundene Substanz die richtigen Voraussetzungen als 

potentiellen Wirkstoff hat. Die wichtigsten Vertreter der verschiedenen 

Messmethoden werden später im Text beschrieben. 

Zum tieferen Verständnis molekularer Wechselwirkungen in den Bereichen 

Biochemie aber auch Pharmakologie ist die Bindungskonstante (KB) eine wichtige 

Kennzahl; sie beschreibt, mit welcher Affinität S an L bindet. Aus der 

Reaktionsgleichung [Gl. 01] lässt sich das Massenwirkungsgesetz [Gl. 02] ableiten, 

welches KB beschreibt. Der Wert von KB entscheidet, ob das Gleichgewicht der 

Reaktion auf der Seite der Edukte (S und L) oder auf der des Produkts (SL) liegt. 

x . S + y . L z . SL  [Gl. 01] 

yx

z

B ]L[]S[
]SL[K

⋅
=  [Gl. 02] 

Die Eruierung von KB wird meist durch eine Titration erreicht. S wird vorgelegt und L 

wird schrittweise zugegeben. Da die Reaktion im Gleichgewicht ist, muss dabei 



Einleitung  4 

vermehrt Produkt entstehen. Die physikochemischen Eigenschaften des zunehmend 

vorhandenen Produkts unterscheiden sich von denen der Edukte. Die Veränderung 

der Gleichgewichtslage ist in einer Kurve darstellbar, aus der KB berechnet werden 

kann. 

 

2.2 Thermodynamik 

Ein weiterer wichtiger Parameter nebst KB ist die freie Reaktionsenthalpie (∆RG), ein 

Kriterium für die Richtung von Reaktionen. Nur exergone Reaktionen mit einem 

negativen ∆RG laufen spontan ab, bei positivem ∆RG wird Energie zur Ausführung 

der Reaktion benötigt. Die freie Reaktionsenthalpie bestimmt also die Richtung, in 

welche eine Reaktion abläuft. Im chemischen Gleichgewicht [Gl. 03] ist ∆RG gleich 

null. Die freie Standard-Reaktionsenthalpie ∆RGθ [Gl. 04] kann daher bei konstanter 

Temperatur T direkt aus KB berechnet werden (R ist die universelle Gaskonstante). 

0KlnTRGG BRR =⋅⋅+∆=∆ θ  [Gl. 03] 

BR KlnTRG ⋅⋅−=∆ θ  [Gl. 04] 

Zum Vergleich zu verschiedenen Methoden zwecks Affinitätsstudien werden oft statt 

der KB- die ∆RGθ-Werte verglichen. 

 

2.3 Andere Messmethoden 

Nebst der in dieser Arbeit behandelten Affinitätskapillarelektrophorese (ACE) – sie 

wird noch ausführlich im Kapitel Grundlagen und Theorie unter Punkt 4.3 besprochen 

– gibt es weitere Methoden, um KB zu berechnen. Die gebräuchlichsten, nicht-

elektrophoretischen Messmethoden werden im Folgenden aufgeführt und kurz 

erläutert. 

Zur zusätzlichen Charakterisierung der Wechselwirkung kann mit einigen Methoden 

die Stöchiometrie der Gleichgewichte berechnet werden. Damit können die Fragen 
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beantwortet werden, wie viele Moleküle an eine Bindungsstelle binden und ob es 

verschiedene Bindungsstellen an einem Target hat. Mit Ausnahme der ELISA 

(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) -Tests, die keine quantitative Aussage über 

Gleichgewichte machen können, handelt es sich bei allen Methoden um Titrationen. 

 

Potentiometric pH-Titrations (PPT) Hierbei handelt es sich um eine kompetitive 

Titration im klassischen Sinne. In der ersten Messung wird die Säure und das 

Substrat vorgelegt und mit der Base titriert. In der zweiten Messung wird zusätzlich 

zu Säure und Substrat Ligand vorgelegt. Beide Male wird unter Schutzgas 

gearbeitet, um eine Reaktion mit Luftsauerstoff zu verhindern. Die Ionenstärke wird 

bei beiden Titrationen konstant gehalten. KB wird aus der Differenz der zwei pH-

Titrationskurven berechnet. In komplexeren Messungsvorgängen kann auch die 

Stöchiometrie berechnet werden. [1] Die zur Messung benötigten Volumina an 

Substrat und Ligand sind sicher ein Nachteil dieser Methode, da sie nicht beliebig 

verkleinert werden können. 

 

Surface Plasmon Resonance (SPR) Die Oberflächen-Plasmon-Resonanz ist eine 

oberflächensensitive optische Technik zur Messung von KB, ∆RH, ∆RS, kon, koff, t½, 

IC50, Ki und c. Der Ligand wird auf einem dünnen Gold- oder Edelmetallfilm 

immobilisiert, und das Substrat wird in einer Flusszelle darübergespült. Surface 

Plasmons sind Oszillationen freier Elektronen parallel zum Metall- / 

Dielektrizitätsinterface. p-polarisiertes Licht (Schwingung parallel zur Oberfläche) 

wird durch ein Prisma von hinten auf den Edelmetallfilm geschickt und dort reflektiert. 

Nur in einem bestimmten Winkel findet keine Reflektion statt. Veränderungen des 

Lichts werden auf der Vorderseite mit einer CCD-Kamera aufgenommen. Wird die 

Oberfläche durch Absorption oder Desorption des Substrats verändert, ändert sich 
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der "Nichtreflektions-Winkel". [2] Eine Messung kann in 1-2 Minuten ausgeführt 

werden. Als Nachteil kann sicher die notwendige Immobilisierung des Liganden 

angesehen werden. 

 

Fluorescence Spectroscopy (FS) Total internal reflection fluorescence ist eine der 

SPR ähnliche Methode. Beide registrieren Veränderungen an der Oberfläche des 

immobilisierten Liganden. Die Substrate müssen markiert sein. [3] Auch kompetitive 

Tests sind möglich, womit die Kinetik von Agonisten und Antagonisten bestimmt 

werden kann. [3] In Lösung wird das Substrat mit Ligand titriert, die Veränderung der 

Fluoreszenz bis zum Erreichen des Gleichgewicht wird aufgezeichnet. Die Affinitäten 

zu verschiedenen Bindungsstellen eines Liganden können unterschieden werden. 

[4,5] 

 

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Auch mit Detektion durch Messung der 

kernmagnetischen Resonanz kann eine Titration verfolgt werden. Das 

Mischungsverhältnis von Substrat und Ligand wird durch Zugabe von Substrat zum 

Liganden verändert. Das Lösungsmittel ist kompetitiv zum Substrat. Dadurch ändert 

sich die chemische Verschiebung ∆δ der an der Bindung beteiligten Atome. Es 

entsteht eine Kurve, aus der die KB berechnet werden kann. [6] 

 

Isothermal Titration Calorimetry (ITC) Isothermale Kalorimetrie ist eine 

Tritrationsmethode, bei der die freigewordene Wärme gemessen wird. In eine 

vorgegebene Konzentration des Liganden wird Substrat titriert. Die durch die 

Bindung frei gewordene Wärme ∆RQ wird nach jedem Injektionsschritt gemessen. 

Daraus können KB, ∆RS, ∆RH und die Stöchiometrie berechnet werden. Da sich 
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zwischen den einzelnen Injektionen unter gleichmässigem Rühren ein Gleichgewicht 

einstellen muss, kann eine Titration bis zu 24 Stunden dauern. [7] 

 

Cyclic Voltammetry (CV) Zyklische Voltammetrie – eine Kurzform aus den Worten 

Volt-Ampero-Metrie – misst die Stromveränderung, die der Ligand über einen 

bestimmten Spannungsbereich erzeugt. Die entstehenden Stufen stehen für 

Oxidations- bzw. Reduktions-Reaktionen. Durch Zugabe von Substrat verändert sich 

das Halbstufenpotential. Die Stufenhöhe des Ligands bei verschiedenen Mengen an 

Substrat im Gleichgewicht ist proportional zu KB. [8] 

 

Frontal Affinity Chromatography (FAC) Bei der frontalen Affinitätschromatographie 

wird der Ligand auf porösen Glaskügelchen immobilisiert und in eine Säule gegeben. 

Substrate werden aufgrund ihrer Affinität verschieden schnell durch die Säule laufen, 

KB ist proportional zum Retentionsvolumen. [9] 

Der Ligand kann auch in Gel immobilisiert werden. Das Substrat wird injiziert und 

fliesst mit der flüssigen Phase daran vorbei. Die Berechnung von KB erfolgt mittels 

der Hummel-Dreyer-Methode, die mit der Integration des Kurven-Peaks arbeitet. Sie 

wird in Kapitel Grundlagen und Theorie unter Punkt 4.3.2 noch genauer beschrieben. 

[10] 

 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) In einer Mikrotiter-Platte wird der 

Ligand immobilisiert. Das Substrat wird zugegeben und nach einer Inkubationszeit 

mit Puffer entfernt. Antikörper des Substrats wird zugegeben. Der Überschuss wird 

entfernt. Das an den Antikörper gekoppelte Enzym reagiert in einer Farbreaktion auf 

eine Testlösung. Das Vial der Kontrolle ist weniger stark gefärbt. ELISA wird zur 

Beantwortung der Ja-Nein-Frage, ob Substrat und Ligand binden, verwendet. 
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Equilibrium Dialysis (ED) Bei der Gleichgewichtsdialyse sind in zwei durch eine 

Membran getrennten Kammern auf der einen Seite Ligand und auf der anderen Seite 

markiertes Substrat in einer Pufferlösung. Nach 24 h Inkubation wird auf beiden 

Seiten eine Probe entnommen und die Konzentration des markierten Substrats 

gemessen. Die Konzentration des Substrats wird variiert, so dass mit einer 

nichtlinearen Regression KB berechnet werden kann. Als Nachteil kann sicher die 

Zeitaufwand der Methode angesehen werden. [11,12] 

 

Die hier beschriebenen Methoden können bezüglich Gleichgewicht in zwei Gruppen 

eingeteilt werden: 

Bei ACE, AC und ED basieren die Messungen auf der Trennung und Quantifizierung 

der verschiedenen Spezies, in denen das Substrat im Gleichgewicht vorherrscht (frei 

und mit dem Ligand komplexiert). Der Vorteil dieser Methoden ist deren einfache 

Handhabung. Nachteilig ist ein zusätzlich nötiger Analyseschritt nach dem Einstellen 

des Gleichgewichts. 

Bei ACE, PPT, SPR, ITC, spektroskopischen Methoden (UV, IR, Fluoreszenz, NMR), 

CV und AC hingegen stellt sich das Gleichgewicht erst während der Messung ein. 

Diese Methoden beobachten die Veränderung in den spezifischen 

physikochemischen Eigenschaften des komplexierten Substrats oder des bindenden 

Liganden: Mit diesen Methoden werden gute Schätzwerte erreicht, sie sind 

automatisierbar und bei schwachen bis starken Wechselwirkungen einsetzbar. Bei 

multiplen Gleichgewichten kann leider oft keine quantitative Aussage über das KB 

eines einzelnen Schrittes gemacht werden. 

Sowohl die ACE als auch die AC können je nach Messart beiden Gruppen zugeteilt 

werden. 
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Die ACE hat die zusätzlichen Vorteile eines geringen Probeverbrauchs, einer 

raschen Messung, der Möglichkeit der Automatisierung und der Messung der 

Wechselwirkungen in freier Lösung, wobei zu beachten ist, dass zwischen KB 

gemessen in freier Lösung und auf fester Phase ein Unterschied besteht. [13] 

 

In dieser Arbeit wurde eine auf Kapillare schon etablierte Methode erstmalig auf ein 

planares, miniaturisiertes System übertragen. Die Fehlerabweichung der 

Bindungskonstanten für den auf dem Chip verwendeten Electrophoretic Mobility Shift 

Assay (EMSA) – die Methode wird im Kapitel Grundlagen und Theorie noch genauer 

vorgestellt – lag bei weniger als 15%. Zum Vergleich wurden für die oben 

beschriebenen Affinitäts-Messmethoden die folgenden Mess-Ungenauigkeiten für KB 

gefunden, siehe [Tab. 01]. Die Messungen auf dem Chip sind qualitativ mit anderen 

Methoden vergleichbar. 

 

Tabelle 01: Fehlerabweichung der verschiedenen Methoden 

Methode ACE CV ED FAC FS ITC NMR PPT SPR 

KB ± < 15% ± > 30% ± > 10% ± > 5% ± > 3% ± > 5% ± > 10% ± < 10% ± < 10% 
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3 Thesis 

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Anwendung von Affinitätsstudien mittels 

Elektrophorese zu etablieren. Die verwendete Methode basiert auf der Veränderung 

des Gleichgewichts zwischen Substrat und Substrat-Ligand-Komplex, wodurch aus 

der daraus resultierenden Veränderung der Ionenbeweglichkeit des Substrat-Peaks 

die Bindungskonstante KB berechnet wird. Sie ist für schwache bis mittelstarke nicht-

kovalente Bindungen geeignet, deren Gleichgewicht sich rasch einstellt. Dass sich in 

elektrophoretischen Messungen sowohl Substrat als auch Ligand in flüssiger Phase 

befinden, ist ein Vorteil gegenüber Festphasen-Tests, denn der Hintergrund-

Elektrolyt kann auch an Zellflüssigkeit angeglichen werden, um möglichst 

physiologische Verhältnisse zu imitieren. 

Eine einfache und präzise Methode ist für die Eruierung neuer Arznei-Wirkstoffe 

bedeutsam. Zusätzlich sollte der Fokus auf einer Screening-Methode liegen, die 

rasch Resultate liefert. Die bisher erst auf Kapillare angewandte Methode wurde in 

dieser Arbeit auf ein miniaturisiertes planares System – den Chip – übertragen. Nach 

dem Wechsel von der Kapillare auf den Chip konnten die Messungen auf Grund der 

kürzeren Trennstrecke des Chips schneller und mit weniger Materialaufwand 

ausgeführt werden. In dieser Arbeit soll aufgezeigt werden, welche Bedingungen 

erfüllt sein müssen, damit der Wechsel von Kapillare auf Chip erfolgreich 

angewendet werden kann, aber auch wann die Grenzen der Messmöglichkeiten auf 

Chip erreicht werden. 

Die Arbeit ist wie folgt aufgebaut: in der Einleitung wird näher auf den Begriff der 

Affinität eingegangen, die für Wechselwirkungen zwischen Substrat und Ligand eine 

zentrale Rolle spielt. Nicht-elektrophoretische Affinitäts-Messmethoden werden dabei 

auf Grund ihrer Vor- und Nachteile sowie der Fehlerabweichung bei der Berechnung 

der Bindungskonstanten mit der ACE verglichen. Anschliessend werden die 
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Grundlagen der Elektrophorese sowie die Theorie der ACE erklärt. Basierend auf 

diesem theoretischen Wissen werden die Unterschiede zwischen Kapillare und Chip 

erläutert. Die Beschreibung der Vor- und Nachteile der beiden Messmedien wird mit 

einen Überblick über die erarbeiteten Resultate in den Bereichen Neurotransmitter, 

Peptide und Einzelstrang-DNA ergänzt. Zuletzt folgen die daraus gezogenen 

Schlüsse und ein Ausblick auf die weitere Forschung. 
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4 Grundlagen und Theorie 

4.1 Kurze Einführung in die Kapillarelektrophorese 

Elektrophorese leitet sich von den griechischen Wörtern "ηλεκτρονιο ϕορεσιζ" ab 

und bedeutet "das Tragen von Elektronen" – also Elektronenübertragung. Es handelt 

sich um eine analytische Trennmethode, die eine Probe aufgrund einer über die 

gesamte Messstrecke angelegten Spannung in ihre einzelnen Komponenten trennt. 

Die Trennung erfolgt durch Unterschiede im hydrodynamischen Radius (ri) und in der 

Ladung (q) der zu analysierenden Substanzen. 

 

Die bekannteste elektrophoretische Messart ist die Gelelektrophorese [Abb. 01], die 

vor allem seit dem HUGO- (Human Genome Organisation) Projekt an Popularität 

gewonnen hat, da sie dort zur Trennung von DNA-Segmenten verwendet werden 

konnte. Dabei wird die gelöste Probe in ein in Gel gestanztes Loch appliziert. An das 

Gel wird nun eine Spannung angelegt. Die Segmente wandern aufgrund ihres 

Volumens und ihrer Ladung verschieden schnell durch das Gel. Zusätzlich wirkt das 

Gel wie ein Sieb, das kleinere Segmente weniger am Wandern hindert als grössere. 

Dadurch verbessert sich die Trenneffizienz bei Segmenten, die gleiche Ladung aber 

verschiedene Volumina haben. Die Spannung wird bei etablierten Systemen nach 

einer festgelegten Zeit abschaltet. Bei neuen Systemen wird eine an der Puffer-Front 

mitlaufende Kontrollfarbe zur Probe zugegeben, die anzeigt, wann das Gel 

durchlaufen ist. Die Visualisierung der zu messenden Substanzen kann bei Proteinen 

durch anschliessende Färbung mit Silber oder Coumassie-Blau geschehen, bei DNA 

und RNA durch eine Anlagerung von Ethidiumbromid, das dann im UV-Licht sichtbar 

ist. 
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a)  b)  

Abbildung 01: Gelelektrophorese 

a) Probe wird mit einer Eppendorf-Pipette ins Gel injiziert; b) Gel nach der Trennung unter UV-Licht. 

 

Kapillarelektrophorese (CE) funktioniert nach genau dem gleichen Prinzip, wobei die 

Messumgebung statt einer Gelplatte eine mit Puffer gefüllte Kapillare ist. Die 

Kapillare besteht aus Quarzglas und hat einen Innendurchmesser von 25 bis 100 

µm. Die Kapillarlänge hängt vom Messgerät ab und beträgt zwischen 50 und 100 cm. 

Meistens ist die Kapillare aussen mit einer Polyimid-Schicht bruchgeschützt. Der 

Puffer dient als Grundmedium, das den angelegten Strom weiterleitet und für die 

Konstanthaltung des pHs während der Messung sorgt. Als Lösungsmittel für den 

Puffer wird doppelt deionisiertes Wasser verwendet, um unkontrolliertem Stromfluss 

vorzubeugen. Die Probe wird ebenfalls in doppelt deionisiertem Wasser oder im 

Puffer gelöst. Sie kann aus Ionen, Molekülen bis hin zu ganzen Zellen bestehen. Die 

Geschwindigkeit, mit der sie sich aufgrund der angelegten Spannung durch die 

Kapillare bewegt, wird Mobilität (µ) genannt. Diese ist abhängig von der Viskosität (η) 

des Puffers, vom Volumen der zu messenden Spezies (6 . π . ri) und von deren 

Ladung (q), wie in [Gl. 05] dargestellt. Bei wässerigen Lösungen kann η  der 

Viskosität von Wasser (1.002 Pa . s, bei Raumtemperatur) gleichgesetzt werden. In 

der CE ist es üblich, die Mobilität µ statt in [m2 V-1 s-1] in [cm2 V-1 s-1] anzugeben. Die 

Werte liegen im Bereich von 1 – 10 . 10-4 cm2 V-1 s-1. 
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η⋅⋅π⋅
=µ

ir6
q  [Gl. 05] 

Der Anfang und das Ende der Kapillare sind zusammen mit je einer Platin-Elektrode 

in ein Vial (Gefäss) mit Puffer eingetaucht, siehe [Abb. 02]. Die Kapillare wird vom 

Inlet-Vial (Vial am Anfang) aus hydrodynamisch mit Puffer gefüllt. Für die Injektion 

der Probe wird das Puffer-Vial am Kapillaranfang durch das Vial mit der Probe 

ausgewechselt. Die Probe wird während einem vordefinierten Zeitraum von 1 – 10 s 

in die Kapillare überführt. 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 02: Schematischer Aufbau einer Kapillarelektrophorese 

Kapillare mit Puffervials, Spannungsquelle, Elektroden und Detektionsfenster (Pfeile). 

 

4.1.1 Injektion 

Die Injektion kann elektrokinetisch (durch Anlegen einer Spannung ∆U), 

hydrodynamisch (mit Druck am Kapillaranfang oder mit Vakuum am Kapillarende ∆p) 

und hydrostatisch (über ein Flüssigkeitsgefälle zwischen Kapillaranfang und -ende 

∆h) erfolgen. Genau genommen ist die hydrostatische Injektion eine Untergruppe der 

hydrodynamischen, da sich durch die unterschiedliche Höhe von Kapillaranfang und 

-ende auch der Druck verändert. Wie aus [Gl. 06] ersichtlich wird, ist der Druck direkt 

proportional zur Höhe, da die Dichte des Puffers (ρ) und die Erdbeschleunigung (g) 
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konstant sind. Die hydrostatische Injektion wird vor allem dort verwendet, wo die 

Möglichkeit des Anlegen eines Druckes bzw. eines Vakuums nicht gegeben ist. 

p = ρ . g . h [Gl. 06] 

Bei der elektrokinetischen Injektion wird eine Spannung angelegt. Dadurch wandert 

die Probe, gleich wie im später beschriebenen Trennungsschritt, in die Kapillare. Die 

Probenmenge ist abhängig von der Zeit und der Spannung, daneben aber auch noch 

von der Mobilität der darin enthaltenen Substanzen und vom elektroosmotischen 

Fluss (EOF). Substanzen mit gegensätzlicher Ladung können unter Umständen nicht 

miteinander injiziert werden. Diese Injektionsart wird bevorzugt bei viskösen Puffern 

und Gels verwendet, wo das Anlegen eines Drucks Schwierigkeiten bereitet. 

Die hydrodynamische Injektion erfolgt durch einen Druckunterschied zwischen 

Kapillaranfang und –ende; sie ist unabhängig von der Zusammensetzung der Probe. 

Sie liefert bei Konstanthaltung der äusseren Parameter (Temperatur, Kapillarwand, 

Puffer, etc.) gut reproduzierbare Probemengen und ist daher die beliebtere Methode 

als die elektrokinetische Injektion. In dieser Arbeit wurde für die Kapillare die 

hydrodynamische, für den Chip die elektrokinetische Injektion verwendet. 

 

4.1.2 Trennung 

Nach einem Wechsel zurück ins Puffer-Vial, wird die Trennung mit einer angelegten 

Spannung von 10 bis 30 kV gestartet. Bei normal angelegter Spannung mit der 

Kathode am Messende bewegt sich der Puffer Richtung Kathode. Die 

Eigengeschwindigkeit des Puffers wird elektroosmotischer Fluss (EOF) genannt. Er 

entsteht durch den Dissoziationsgrad der Silanol-Gruppen der Quarzglas-Oberfläche; 

dieser ist pH-abhängig und ist somit mit den Wechselwirkungen der Hydroxid-

Gruppen mit dem Puffer verknüpft. Die anionische Form der Hydroxid-Gruppen bildet 
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mit den positiv geladenen Teilchen des Puffers eine Doppelschicht. Je tiefer der pH 

desto kleiner wird die Doppelschicht und damit auch der EOF. 

Die Mobilität verschiedener Substanzen im elektrischen Feld der Kapillare ist 

proportional zu deren Volumen und Ladung, siehe [Gl. 05]. Kleine Kationen mit hoher 

Ladung wandern schneller als grosse mit tiefer Ladung. Nach den Kationen folgen 

die neutralen Teilchen, die sich mit dem EOF bewegen. Anionen bewegen sich 

entgegen des EOFs. Anionen, deren Eigenmobilität grösser ist als der EOF, sind nur 

mit umgekehrt angelegter Spannung – die Anode am Messende – messbar, siehe 

[Abb. 03]. 

 

Abbildung 03: Schema der Kapillare mit dazugehörigem Elektropherogramm. 

Oben: normaler Mode (angelegte Spannung mit Kathode am Kapillarende). Der Peak mit den 

schnellen Kationen kommt als erstes, dann folgen langsame Kationen, neutrale Teilchen und 

langsame Anionen. 

Unten: umgekehrter Mode (angelegte Spannung mit Anode am Kapillarende). Nur die schnellen 

Anionen können so gemessen werden. 

 

Der EOF kann kontrolliert und im Optimalfall sogar unterdrückt werden. Da er vom 

elektrischen Feld und vom pH abhängig ist, erfolgt eine erste grobe Kontrolle durch 

das Variieren eben dieser Parameter. Sie kann mittels Pufferadditiven zur 
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Konstanthaltung der Ionenstärke und dynamischer oder kovalenter Beschichtung 

(Coating) der Innenoberfläche der Kapillare noch verfeinert werden. Die Ionenstärke 

verändert die Dicke der Doppelschicht an der Kapillarwand: durch eine Erhöhung 

wird sie zusammengedrückt und der EOF wird kleiner, eine Erniedrigung erhöht den 

EOF. Eine zu hohe Ionenstärke kann allerdings zu unkontrollierten Strömen in der 

Kapillare führen. Tenside und neutrale hydrophile Polymeren im Puffer bewirken 

durch Absorption an der Kapillarwand eine dynamische Beschichtung und 

verkleinern so den EOF. Bei einer kovalenten Beschichtung wird meist mit 

Polyacrylamid gearbeitet, es unterdrückt den EOF nahezu vollständig. Dadurch 

werden bei normal angelegter Spannung die Kationen und bei umgekehrter 

Spannung die Anionen gemessen. Die neutralen Teilchen wandern ohne EOF gar 

nicht und können daher auch nicht online gemessen werden. 

 

4.1.3 Detektion 

Zur Detektion der Proben sind verschiedene Methoden möglich. Die wichtigsten sind 

Fluoreszenz, MS, UV, Amperometrie und Leitfähigkeit, wobei UV die am häufigsten 

verwendete und Fluoreszenz und MS die zukunftsträchtigsten sind. Beide haben im 

Gegensatz zu UV eine sehr niedrige Nachweisgrenze und können daher zur 

Bestimmung von Realproben im unteren mikromolaren Bereich eingesetzt werden. 

Der Nachteil bei der Fluoreszenz ist eine Derivatisierung der Probe. Für eine stabile 

Detektion im MS-Ionenspray muss ein Zusatzvolumen zur Probe eingespritzt werden, 

was zu einer Verdünnung der ohnehin schon kleinen Proben-Konzentration führt. Bei 

Fluoreszenz- und UV-Detektion wird in die schützende Polyimid-Schicht nahe des 

Endes der Kapillare ein Fenster eingebrannt, wie es in [Abb. 02] ersichtlich ist, da sie 

nicht Licht-durchlässig ist. Die Amperometrie hat auch eine sehr niedrige 

Nachweisgrenze, ist aber auf die Messung oxidier- und reduzierbarer Substanzen 
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beschränkt. Da die Detektion am Kapillarende stattfindet und nicht durch ein Fenster, 

ist die Nachweisgrenze – anders als bei Fluoreszenz- und UV-Detektion – nicht vom 

Innendurchmesser der Kapillare, der die optische Wegstrecke bildet, abhängig. 

Mit allen Methoden kann direkt und indirekt gemessen werden. Bei der direkten 

Messung erhält man einen positiven Peak, wenn das Substrat am Detektionsort 

vorbeiläuft. Man erhält positive Peaks, weil die in der Probe enthaltenen Substanzen 

detektierbar sind und sich daher von der Grundlinie abheben. Die indirekte Methode 

ergibt für das Substrat einen negativen Peak. Bei der indirekten Messung ist der 

Puffer messungsaktiv und bewirkt eine Erhöhung der Grundlinie. Die negativen 

Peaks entstehen durch das Vorbeiwandern einer nicht detektierbaren Substanz am 

Detektor, was zu einem Unterbruch in der Grundlinie führt. 

Die Detektion erfolgt für Fluoreszenz- und UV-Messungen während der Trennung, für 

Amperometrie, Leitfähigkeit und MS direkt am Ausgang der Kapillare. Im Gegensatz 

zur Gelelektrophorese wird nicht die zurückgelegte Strecke während einer 

bestimmten Zeit gemessen, sondern die Migrationszeit der Substanz zum 

Detektionsort. Die in dieser Arbeit verwendeten Chips bilden eine Ausnahme. Dank 

verteilter Dioden ist der gesamte Trennkanal beobachtbar. Hier ist die Messzeit 

festgelegt und die Migrationsstrecke wird gemessen. 

 

4.1.4 Die verwendeten Geräte für die Messungen auf Kapillare 

Für die Messungen mit Kapillare wurden zwei Geräteversionen von PrinCE 

Technologie verwendet (Crystal ATI Unicam Modell 310 und PRINCE 500 

Autosampler 2-Lift). Beim Unicam 310 hatten die Kapillaren eine effektive Länge von 

54 und eine Gesamtlänge von 67 cm, beim PRINCE 500 33.5 bzw. 84 cm. Der UV-

Detektor war bei beiden ein Spectra 100 von Thermo Separation Products. Die Daten 

wurden beim Unicam 310 mit einem µDAQ AD-Wandler von Eagle Technologie 
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aufgezeichnet, beim PRINCE 500 war es ein PowerChrom 280 AD-Wandler von 

eDAQ. 

 

4.2 Mikroanalytische Systeme 

Im Trend liegen zurzeit Methoden, die mit weniger Ressourcen schnellere und 

billigere Analysen ermöglichen. Eine Miniaturisierung der Kapillare ist die logische 

Konsequenz. Die Verkürzung der Trennstrecke hat eine klare Zeitersparnis zur 

Folge, siehe [Abb. 04]. Durch eine Verkleinerung der In- und Outlet-Vials werden 

Probe und Puffer eingespart. Die Überführung auf ein planares System – sogenannte 

Chips – vervielfacht die Messmöglichkeiten: parallellaufende Mehrfachmessungen; 

integrierte Reaktionen vor, während und nach der Messung werden möglich. Im 

Baukasten-System kann täglich eine neue Chipvariante hergestellt werden. Platten 

aus Glas und spezielle Plastik-Arten dienen als Grundoberfläche, mittels Laser und 

Säure werden die Kanäle eingefräst bzw. -geätzt, eine zweite Platte schliesst die 

Kanäle nach oben ab. Die Detektions- und Hochspannungsapparatur werden 

passend zusammengestellt. 

 

Abbildung 04: Elektropherogramme 

Links: Elektropherogramm auf Kapillare mit Detektionsfenster bei 54 cm. Rechts: Elektropherogramm 

auf Chip mit Diodenarray über die gesamte Trennstrecke nach 10 s. 
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Durch ihre Geometrie erfordern die Chips eine neue Methode der Probenaufnahme. 

Der Wechsel von Puffer- zu Probe-Vial und zurück entfällt, da der Chip nebst dem 

Trennkanal noch einen weiteren quer dazu verlaufenden Injektionskanal – bildlich als 

Kreuz vorstellbar – hat. Vor der Messung werden die beiden Kanäle hydrodynamisch 

mit Puffer gefüllt. An den Enden jedes Kanals liegt eine verkleinerte Variante eines 

Vials. Es gibt ein Probe-, ein Probenabfall-, ein Puffer- und ein Pufferabfall-Vial. Das 

Probe-Vial wird mit Probe, die anderen drei werden mit Puffer befüllt. 

Der Wechsel vom Injektions- zum Trennschritt erfolgt durch Umpolen der Spannung 

zwischen Trenn- und Injektionskanal, so kann die Migrationsrichtung geändert 

werden. Die Injektion auf dem Chip erfolgt elektrokinetisch, da sich die besser 

reproduzierbare, hydrodynamische Injektion bis jetzt erst im Versuchsstadium 

befindet. [1,2] Die elektrokinetische Injektion kennt verschiedene Techniken, siehe 

[Abb. 05]: [3,4] 

 

Abbildung 05: Injektion und Trennung auf dem Chip 

Simplest Injection a), Pinched Injection b), Floating Injection c) und Gated Injection d). Pfeile zeigen 

die Migrationsrichtung von Probe (rot) und Puffer (blau) an. Probevial bei a)-c) oben, bei d) links. 

 

In der Simplest Injection (SI) wandert die Probe durch Anlegen eines elektrischen 

Feldes auf den Injektionskanal aus dem Probe-Vial über die Kreuzung in das 

Probenabfall-Vial. Durch Umschalten der Spannung auf den Trennkanal migriert der 

Teil der Probe, der sich im Kreuz befindet, durch den Trennkanal zum Pufferabfall-

Vial. 
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Die Pinched Injection (PI) arbeitet nach einem ähnlichen Prinzip wie die SI. 

Zusätzlich wird während der Injektion auf den Trennkanal eine Spannung angelegt, 

die auch den Puffer zum Probenabfall-Vial migrieren lässt. So wird ein vorzeitiges 

Hineindiffundieren der Probe in den Trennkanal verhindert. Im Trennschritt wird 

analog dazu eine Spannung auf den Injektionskanal gelegt, welche die Probe vom 

Kreuz fernhält. 

Die Floating Injection (FI) hat die gleiche Injektion wie die SI. Zur Trennung folgt sie 

den Regeln der PI mit einer zusätzlichen Spannung auf den Injektionskanal. Sie hat 

eine niedrigere Nachweisgrenze als SI und PI. 

Bei der Gated Injection (GI) liegt das Probenabfall-Vial dem Proben-Vial nicht 

gegenüber sondern in einem 90° Winkel. Während der Trennung fliesst weiterhin 

Probe durch das Kreuz. Puffer-Wanderung vom Puffer-Vial zu den beiden Abfall-

Vials hindert die Probe daran, in den Trennkanal zu diffundieren. Während der 

Injektion wird der Fluss des Puffers kurz unterbrochen, so dass Probe in den 

Trennkanal gelangen kann. [5] 

In [Abb. 05] sind die Fliessrichtungen von Probe und Puffer aller vier Techniken bei 

normal angelegter Spannung schematisch dargestellt. Die GI unterbindet die 

Diffusion nicht aktiv durch eine angelegte Spannung sondern mit seinen speziellen 

geometrischen Verhältnissen. Der Injektionsschritt von SI und FI ist identisch und im 

Gegensatz zur PI wird eine Diffusion der Probe in den Trennkanal nicht verhindert. 

Die erlaubte Diffusion im Injektionsschritt bewirkt eine Vergrösserung des 

Probevolumens und damit sinkt die Nachweisgrenze. Das kann jedoch nur 

ausgenützt werden, wenn die Kenntnis der exakten Stoffmenge der Probe für die 

Messung nicht erfordert wird. Die SI hat während der Trennung ein höheres 

Grundrauschen als PI und FI, da ein Hineindiffundieren der Probe in den Trennkanal 
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nur bei den letzten zwei Methoden verhindert wird. [4] In dieser Arbeit wurde für die 

Messungen auf dem Chip ausschliesslich die PI verwendet. 

 

4.2.1 Das verwendete Gerät für Chipmessungen 

Die erste kommerziell erhältliche Chip-Station ist die MCE-2010 von der Firma 

Shimadzu. Als Besonderheit hat dieses Gerät einen UV-Dioden-Array (mit 1'024 

Dioden) über die gesamte Trennstrecke verteilt, so dass die Wanderung der Peaks 

beobachtet werden kann, siehe [Abb. 06]. Hier wird wie bei der Gelelektrophorese 

die zurückgelegte Strecke während einer vorher bestimmten Zeit ermittelt. 

 

Abbildung 06: Schematischer Aufbau des Shimadzu-Chips 

Das Elektropherogramm zeigt die letzte Aufnahme einer Messung. 

 

Für die Chip-Station sind normale Quarzglas- und Polyacrylamid-beschichtete Chips 

erhältlich, letztere unterdrücken den EOF und verhindern eine Wandadsorption der 

Probe. Die Masse aller Chips sind: Länge 35, Breite 12.5 und Tiefe 2 mm, mit einem 

Separationskanal (ab dem Kreuz bis zum Linksknick) von 25 mm. Die Schnittstelle 

der beiden Kanäle ergibt die Form eines einfachen Kreuzes oder eines Doppel-Ts, 
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bei dem sich die Injektionsmenge vergrössert. Die in dieser Arbeit verwendeten 

Chips hatten alle die Kreuzform. 

Die Chip-Station kann bei gleichbleibendem Puffer vollautomatisch laufen gelassen 

werden. Drei Gefässe stehen für Puffer, deionisiertes Wasser und Abwasser zur 

Verfügung, die Proben werden in einer 96er Mikrotiterplatte vorgelegt. Der 

automatische Betrieb bot für die Messungen dieser Arbeit keine Vorteile, da das 

Befüllen und Waschen der Chips manuell effizienter erledigt werden konnte. Zum 

Befüllen der Kanäle und zum Absaugen überschüssiger Flüssigkeiten standen 

abdichtende Spitzen zur Verfügung, die auf eine Spritze passend speziell für diese 

Chips konzipiert worden sind. Nach anfänglichen Schwierigkeiten mit Fasern, die von 

Reinigungstüchern in die Kanäle gelangten und das Kreuz verstopften, wurde zum 

Trocknen der Chips ausschliesslich der Sog einer Wasserstrahlpumpe verwendet. 

Zur Vorbeugung gegen Staub in den Kanälen wurden die Chips in einem Wasser-

Ethanol-Gemisch aufbewahrt. 

 

4.3 Affinitätskapillarelektrophorese 

4.3.1 Theorie 

Mit der Affinity Capillary Electrophoresis (ACE) ist es möglich nicht-kovalente 

molekulare Interaktionen (Komplexe und Verteilungsgleichgewichte) zu 

charakterisieren. Die Bruttostabilitäts-Bindungskonstanten (KB) bezogen auf den 

verwendeten Puffer können mit dieser Methode berechnet werden. Diese KBs liefern 

einen Wert für die Anziehungskraft (ionische, hydrophobe und Wasserstoff-Brücken-

Wechselwirkungen) zwischen einem Ligandmolekül und seinem Substrat. Sie dient 

als Basis-Information für das Verständnis von Hormonen, Medikamenten und deren 

Ziele wie zum Beispiel Rezeptoren im menschlichen Körper. 

 



Grundlagen und Theorie  25 

4.3.2 Methoden 

Alle ACE-Methoden bauen auf dem Gleichgewicht von Edukten und Produkten 

[Gl. 01] auf. Entweder ist das Gleichgewicht in der Probe voreingestellt und dessen 

Veränderung wird während der Messung unter der Einwirkung des Puffers und des 

elektrischen Feldes beobachtet, oder das Gleichgewicht soll während der Messung 

erst entstehen. In zweiten Fall werden die Edukte entweder als Gemisch der 

Probelösung oder dem Hintergrund-Puffer beigegeben, oder sie werden getrennt 

verwendet, so dass eines im Elektrolyten läuft, das andere als Probe injiziert wird. 

Die Konzentration einer Spezies bleibt konstant, die andere wird variiert, um die Lage 

des Gleichgewichts zu verschieben. Die als Probe gemessene Spezies wird Substrat 

(S), die mit der Probe agierende Spezies Ligand (L) und deren Produkt (SL) genannt. 

Über das verschiebende Gleichgewicht von S und SL wird die Bindungskonstante KB 

berechnet. Sie kann aus der Peak-Verschiebung (µ), der Fläche unter der Peak-

Kurve (Area under the curve, AUC) oder aus der Peak-Höhe (h) abgeleitet werden. 

Die gängigsten Methoden sind im Detail auch bei Busch et al. [6,7] zu finden. In 

[Tab. 02] sind die variablen Parameter der ACE-Methoden mit ihrem Wirkbereich 

aufgelistet. 

 

Der Vollständigkeit halber eine kurze Beschreibung der Affinity Capillary 

Electrochromatography-Methode (ACEC); sie stellt ein Hybrid zwischen 

Elektrophorese und Chromatographie dar: hier ist L an der Kapillarwand einer leeren 

oder auf der Oberfläche einer gepackten Kapillare als stationäre Phase immobilisiert. 

S wird als Probe zugegeben. Zur Trennung wird reiner Puffer verwendet. Aus 

schwachen bis starken Wechselwirkungen kann die Mobilität der Probe berechnet 

werden. Im Gegensatz zur ACEC liegen in den rein elektrophoretischen Methoden S 

und L beide in gelöster Form vor. 
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Die gebräuchlichste und auch in dieser Arbeit verwendete Methode ist der 

Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA); sie wird oft auch "die" ACE-Methode 

genannt. S wird als Probe injiziert, L wird in steigenden Konzentrationen dem Puffer 

zugegeben. Durch das Entstehen von SL verschiebt sich der Peak der Probe. 

Schwache bis mittelstarke Wechselwirkungen können damit untersucht werden, 

sofern sich die Mobilitäten µ von Edukt und Produkt unterscheiden. 

Werden als L steigende Konzentrationen von Mizellen, Liposomen, etc. in den Puffer 

gegeben, finden die Wechselwirkungen mit S an deren Phasengrenze zwischen 

hydro- und lipophil statt, was zu einer komplexeren Berechnung von KB führt. Die 

Bindungskonstante ist hier zusätzlich abhängig vom Verteilungsquotienten von S in 

der mizellären und mobilen Phase. Diese Unterart der EMSA wird Micellar 

Electrokinetic Capillary Chromatography (MEKC) genannt. [8] Sie ist eine 

Mischung aus Elektrophorese und Chromatographie insofern, dass die Mizellen als 

pseudostationäre Phase angesehen werden können. Durch Zugabe von chiralen 

Liganden in den Puffer, wie Cyclodextrine (CD) und Peptide, kann nebst der Peak-

Verschiebung eine chirale Trennung von Enantiomeren erreicht werden. 

 

Die oben erwähnte Mobilität µ ist eine substratspezifische Konstante. Um µ aus 

Elektropherogrammen von Kapillaren zu berechnen, wird die Migrationszeit [s] bei 

einer vorgegebenen Länge leff [cm] gemessen. 

⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
−⋅

⋅
=µ

IntStdobePrSep

toteff

t
1

t
1

U
ll  [Gl. 07] 

In der [Gl. 07] ist USep die elektrische Spannung [V], leff ist die Länge der Kapillare 

vom Anfang bis zum Detektionsort (auch effektive Länge genannt), und ltot ist die 

totale Länge der Kapillare [cm]. Nebst der Probe sollte immer ein inerter, interner 

Standard mitgemessen werden, mit dem sich der Proben-Peak vergleichen lässt. 
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Wird ein neutrales Teilchen, dessen Mobilität null ist, als Standard verwendet, kann 

die reale Mobilität der Probe direkt berechnet werden; tProbe und tIntStd sind die 

gemessenen Mitrationszeiten der Peaks [s]. 

Das Substrat interagiert mit dem zugegebenen Liganden zu SL und verändert 

dadurch seine Mobilität. Die zunehmende Ligand-Konzentration im Puffer bewirkt 

jedoch zusätzlich zur Bildung des Komplexes SL auch eine Veränderung des Stroms 

und der Leitfähigkeit in der Kapillare, was sich auf das Migrationsverhalten der 

ganzen Probe (Standard und Substrat) auswirkt. Die Veränderung geht in die 

Berechnung der Mobilität des Substrats ein, wird aber, da der Standard-Peak auch 

davon betroffen ist, wegkompensiert. 

In einer Titration mit L verändert sich die Mobilität von S durch eine Verschiebung 

des Gleichgewichts auf die Seite von SL. Im folgenden Beispiel wurde Einzelstrang-

DNA als Substrat und Ni(II) als Ligand eingesetzt. In [Abb. 07 a] sind 

Elektropherogramme zu sehen, bei denen die Ligandkonzentration von 0 auf 9 mM 

erhöht wird. Dadurch wird der Substrat-Peak, der zu Beginn mit dem internen 

Standard wandert (nur ein Peak im schwarzen Elektropherogramm), in seiner 

Mobilität verlangsamt. Das rote und das blaue Elektropherogramm zeigen die 

Substrat- und Standard-Peaks getrennt. In diesem Beispiel wurde bei umgekehrt 

angelegter Spannung gemessen (Anode am Ende der Kapillare), so dass eine 

Verlangsamung der (negativen) Mobilität zu grösseren Werten führt. Die 

Verschiebung von µ resultiert also aus der steigenden Konzentration des Liganden. 

Wird [L] gegen µ aufgetragen, entsteht eine Kurve die sich asymptotisch der Mobilität 

des Komplexes µSL nähert, siehe [Abb. 07 b]. Die Bindungskonstante KB lässt sich 

nun mathematisch über die ionische Mobilität der Probe (µS), die des Komplexes 

(µSL) und die realen Netto-Mobilitäten (µ) beschreiben und berechnen. [9] 
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a) b)  

Abbildung 07: Peak- und daraus errechnete Mobilitätsverschiebung 

a) Drei Elektropherogramme bei denen das Substrat durch Zunahme der Ligandkonzentration 

verschieden wandert; b) Mobilität µ aufgetragen gegen die Konzentration des Liganden mit gefitteter 

KB-Kurve. 

 

µ ist die Summe der Mobilitäten des freien und des gebundenen Substrats, was für 

eine 1:1-Wechselwirkung wie folgt aussieht: 

( ) SLSSSSLSLSS x-1 x xx µ⋅+µ⋅=µ⋅+µ⋅=µ  [Gl. 08] 

Die molare Fraktion des Substrats (xS) wird ins Massenwirkungsgesetz, siehe 

[Gl. 02], eingefügt: 

]SL[]S[
]S[xS +

=  [Gl. 09] 

Nun wird die reale Netto-Mobilität [Gl. 08] mit [Gl. 09] kombiniert: 

( ) ( )
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Das Massenwirkungsgesetz [Gl. 02] wird nach [SL] aufgelöst und in [Gl. 10] 

eingesetzt. Nach dem Herauskürzen von [S] entsteht die folgende Gleichung: 

( )
( )

( )
( )1]L[K

]L[K
]S[]L[]S[K
]L[]S[K]S[

B

SLBS

B

SLBS

+⋅
µ⋅⋅+µ

=
+⋅⋅

µ⋅⋅⋅+µ⋅
=µ  [Gl. 11] 
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Um aus [Gl. 11] die Bindungskonstante KB zu berechnen, ist ein nicht-lineares 

Kurvenfitting nötig. 

Bei mehrstufigen Reaktionen steht n für die Anzahl Liganden, die ans Substrat 

binden. Auch hier müssen in der realen Netto-Mobilität alle Mobilitäten des freien und 

des gebundenen Substrats einberechnet werden, siehe [Gl. 12]. 

SLnSLn2SL2SLSLSLSS x......xxx µ⋅++µ⋅+µ⋅+µ⋅=µ  [Gl. 12] 

Die Umformung von [Gl. 12] für eine 1:2-Stöchiometrie wird in [Gl. 22] am Ende 

dieser Arbeit aufgenommen. Bei den übrigen gemessenen Gleichgewichten handelt 

es sich entweder um einfache 1:1-Wechselwirkungen oder sie sind stark kooperativ, 

wodurch sich eine vereinfachte Formel ergibt, siehe [Gl. 13]. 

n
B

SL
n

BS

]L[K1
]L[K

n

⋅+

µ⋅⋅+µ
=µ  [Gl. 13] 

In diesem Fall ist es nicht möglich, ein einzelnes KB aus der Kettenreaktion zu 

berechnen, und nur das totale KB über alle Stufen kann berechnet werden. 

 

Den gleichen experimentellen Aufbau wie der EMSA hat auch die Hummel-Dreyer-

Methode (HD). Sie wird angewendet, wenn S und SL die gleiche Mobilität haben. 

Statt der Peak-Verschiebung als variablen Parameter wird die Veränderung der AUC 

betrachtet. Als wichtige Grundbedingung darf bei der Bildung des Komplexes keine 

Veränderung der UV-Aktivität auftreten. Durch die zunehmende Konzentration von 

SL wird der Negativ-Peak des nicht mehr in Lösung vorhandenen L grösser, damit 

kann KB berechnet werden. 

 

Bei Reaktionen, die zu starken Komplexen oder kovalenten Bindungen führen, wie 

die Hybridisierung von Einzelstrang-DNA zum Doppelstrang oder die Bildung 

schwerlöslicher Salze, ist keine Peak-Verschiebung sichtbar, da das Gleichgewicht 
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auf der Seite von SL liegt. In diesem Fall und bei sich langsam einstellenden 

Gleichgewichten ist, als Variante von HD, die Preequilibrated Methode (PE) 

nützlich, bei der S mit L zusammen als Probe injiziert wird. Die Konzentration von L 

wird dabei von Messung zu Messung schrittweise erhöht. Die gemessene Variable ist 

wie in der HD-Methode die AUC. [10] 

 

Eine Variante des EMSA stellt die Vacancy Affinity Capillary Electrophoresis 

(VACE) dar. Hier laufen S und ∆L im Hintergrund-Elektrolyt und reiner Puffer wird als 

Probe verwendet. Die Peaks in der VACE sind negativ, weil indirekt detektiert wird. 

Wie in der EMSA dient die Verschiebung des Substrat-Peaks zur Berechnung von 

KB. Die Methode ist für schwache bis mittelstarke Wechselwirkungen geeignet. 

Nachteilig sind sicher der grössere Verbrauch an S und L. 

 

Die Vacancy Peak-Methode (VP) hat den gleichen experimentellen Aufbau wie die 

VACE. Zur KB-Berechnung wird wie in HD und PE die Veränderung der AUC des 

freien S als variabler Parameter genommen. Die Methode ist für schwache bis 

mittelstarke Wechselwirkungen geeignet, die eine langsame Kinetik haben. Der 

durch die indirekte Detektion bedingte grössere Verbrauch an S und L ist ein Nachteil 

der VP. 

 

In einer ähnlichen Methode wie der PE werden S und L zusammen als Probe injiziert. 

Der Unterschied besteht in der Menge der Probe. Durch eine längere Injektion 

werden in der Frontal Analysis (FA) keine Peaks sondern Stufen abgetrennt. Zur 

Berechnung von KB wird die Stufenhöhe (als Indikator des freien S) ausgewertet. Die 

Methode ist für mittelstarke bis starke Wechselwirkungen geeignet. 
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In der Frontal Analysis Continuous Capillary Electrophoresis (FACCE) wird die 

Probe kontinuierlich injiziert. Die Berechnung ist analog zur FA, die Methode ist aber 

nur für schwache bis mittelstarke Wechselwirkungen mit einer langsamen Kinetik 

geeignet. 

 

Für alle oben erwähnten Methoden sind in [Tab. 02] die Bedingungen zur 

Vorbereitung von Probe und Puffer, die variablen Parameter und der Wirkbereich im 

Überblick aufgelistet. 

 

Tabelle 02: Die verschiedenen ACE-Methoden 

Methode Probe Puffer Variable Wirkbereich 

EMSA S ∆L µ schwache bis mittlere WW; schnelle Kinetik 

FA S + ∆L Puffer Höhe mittlere bis starke WW; langsame Kinetik 

FACCE S + ∆L Puffer Höhe schwache bis mittlere WW; langsame Kinetik 

HD S ∆L AUC schwache bis mittlere WW; schnelle Kinetik 

PE S + ∆L ∆L AUC mittlere bis starke WW; langsame Kinetik 

VACE Puffer S + ∆L µ schwache bis mittlere WW; langsame Kinetik 

VP Puffer S + ∆L AUC schwache bis mittlere WW; langsame Kinetik 
 

4.3.3 MC-ACE 

Die Messmethoden der Kapillare sind alle auf Mikrochip (MC) übertragbar. Die 

Messungen passen sich dem Chip mit seinen kürzeren Kanälen an. In dieser Arbeit 

wurde sowohl auf Kapillare wie auch auf Chip mit dem EMSA gemessen, wobei die 

Messungen auf dem Chip ohne einen internen Standard nicht auswertbar sind. Der 

Hauptgrund dafür besteht darin, dass durch die elektrokinetische Injektion der Probe 

und der damit verbundenen Diffusion ins Kreuz der beiden Kanäle die Probe bei 

Wiederholungen einer Messung nicht immer genau gleich weit wandert. Die durch 

den kurzen Separationskanal bedingte kurze Trennzeit sorgt des Weiteren für 



Grundlagen und Theorie  32 

weniger präzise Werte als auf der Kapillare. Diesen Ungenauigkeiten kann mit einem 

Standard Abhilfe geschaffen werden. 

Im Unterschied zur Kapillare hat der verwendete Shimadzu-Chip keine End-

Detektion, sondern detektiert mit einem UV-Dioden-Array über den ganzen 

Trennkanal. Um µ aus den MC-Elektropherogrammen zu berechnen, wird die 

Migrationsstrecke gemessen, siehe [Gl. 14]. 

( )
SepSep

IntStdobePr

tE
ss

⋅
−

=µ  [Gl. 14] 

ESep ist das angelegte elektrische Feld [V/cm], tSep die vorgegebene Zeit der 

Messung [s] und s die gemessene Migrationsstrecke des Proben- und des Standard-

Peaks [cm]. Die Verschiebung von µ resultiert – wie auch bei der Kapillare – aus 

steigenden Konzentrationen von L. Weitere Unterschiede zwischen Kapillare und 

Chip werden in Kapitel 5 noch ausführlich diskutiert. 
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5 Resultate und Diskussion 

5.1 Transfer von Kapillare auf Chip 

Der Trend zu schnelleren Analysenmethoden spiegelt sich in der Verwendung von 

immer kürzeren Trennstrecken auf Kapillaren wieder. Ein weiterer Schritt ist die 

Integration von Trenn- und Probenkanal mit Durchmessern im Mikrometerbereich auf 

ein planares System. Neben kurzer Trennzeiten und einfacher Handhabung kann die 

Geometrie und die Anordnung der Mikrokanäle individuell und entsprechend der 

Anwendung gestaltet werden. Der Phantasie sind keine Grenzen gesetzt, wie ein 

Chip strukturiert werden kann. Nebst variabel geformten Trennkanälen sind 

Parallelmessungen, Anreicherungsschritte und Derivatisierungsreaktionen vor und 

nach der Trennung möglich. 

Bei kommerziell erhältlichen Chip-Messstation ist die Vielfalt deutlich 

eingeschränkter. Lediglich bei einem von vier Herstellern ist eine frei wählbare 

Messumgebung möglich, das heisst die Auswahl von variablen Trennmedien, eine 

wichtige Voraussetzung bei ACE-Messungen. Eingeschränkt ist auch die Art der 

Detektion. Fast ausschliesslich wird bei kommerziellen Chip-Stationen mit laser-

induzierter Fluoreszenz gemessen, wobei weder der Detektionsort noch die 

Anregungswellen variabel sind. Bei der MCE-2010 von Shimadzu wird mit UV-Licht 

gemessen, die Chips unterscheiden sich nur in ihren Trennkanälen (beschichtet oder 

aus Quarzglas) und in der Form der Schnittstelle der beiden Kanäle (einfaches Kreuz 

oder Doppel-T). 

Beim Transfer von Messungen von UV-durchlässigen Kapillaren auf die Chips der 

MCE-2010 musste einiges angepasst werden. Im Folgenden werden Kapillare und 

Chip einander gegenübergestellt und verglichen. Um Kapillar- und Chip-Messungen 

miteinander vergleichen zu können, wurden auf beiden Systemen möglichst wenige 

Parameter verändert. Eine direkte 1:1-Übertragung aller Messparameter war aber 
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nicht möglich, da sich Kapillare und Chip bezüglich Injektionsmethode, Trennstrecke 

und Detektionsort unterscheiden. Obschon der Chip der Kapillare bezüglich kurzer 

Messzeit und geringem Probe- und Pufferverbrauch überlegen ist, erzielt sie bei 

anderen Parametern die besseren Ergebnisse. Dies liegt aber hauptsächlich an der 

noch jungen Messmethodik, die in verschiedener Hinsicht noch optimiert werden 

muss. 

 

5.1.1 Trenneffizienz 

Die Trennstrecke auf der Kapillare hat in dieser Arbeit eine Länge von 33.5 bzw. 

54.0 cm. Im Gegensatz dazu ist die Strecke auf dem Chip nur 2.5 cm lang. Bei einem 

Verkürzungsfaktor von 13.4 bzw. 21.6 können Peak-Verschiebungen, die auf der 

Kapillare noch knapp visuell unterschieden werden können, auf dem Chip nicht mehr 

gemessen werden. Die Auflösung des Chips ist schlechter als die der Kapillare. 

Obwohl die Trennstrecke der Kapillare 10-20 Mal länger ist als die des Chips, sind 

die Messungen auf der Kapillare (ca. 10 min) um einen Faktor 60 langsamer als auf 

dem Chip (10 s). Die Kapillare misst somit 3-6 Mal langsamer als der Chip. 

Nicht nur die Trennstrecken sind auf der Kapillare und dem Chip unterschiedlich 

auch die elektrischen Felder (ESep) sind verschieden gross. Die angelegte Spannung 

von 30'000 V auf der Kapillare ergeben bei einer Gesamtlänge von 84 bzw. 67 cm 

ein ESep von 357 bzw. 448 V/cm. Auf dem Chip wird zur Trennung ein elektrisches 

Feld von 280 V/cm angelegt. Ein grösseres ESep lässt Substanzen in gleicher Zeit 

weiter wandern; so trennt es Peaks in gleicher Zeit weiter auseinander als ein 

kleineres ESep. Der Chip kann also auf Grund des kleineren ESep nur 

Wechselwirkungen mit deutlichen Peak-Verschiebungen messen. Würde auf dem 

Chip ein gleich grosses elektrisches Feld angelegt wie auf der Kapillare, dann 

müsste zugleich der Widerstand in den Kanälen vergrössert werden, um zu hohe 
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Ströme zu verhindern. Da der Puffer nicht signifikant verändert werden soll, müsste 

der Durchmesser der Kanäle verkleinert werden. Würden Trennstrecke und 

elektrisches Feld für beide Systeme übereinstimmen, dann wäre der Chip zwar die 

schnellere Messmethode, die Peaks könnten aber in Nanokanälen nicht mehr 

detektiert werden, weil die optische Wegstrecke für UV zu klein wäre. 

 

5.1.2 Theoretische Bodenzahlen 

Die Dispersion der Probenzone wird in der Kapillarelektrophorese in Analogie zur 

Chromatographie mit der theoretischen Bodenzahl (N), einem Ausdruck für die 

Störung der Migration, berechnet. Je schmaler ein Peak ist, desto grösser wird 

dessen Bodenzahl und somit die Trenneffizienz für das Trennsystem. In der CE ist 

die Aufnahme von Nadel-Peaks möglich, da die Diffusion, als einer der Faktoren, der 

für eine Verbreiterung der Peaks sorgt, ungleich kleiner ist als in 

chromatographischen Messungen. Jedoch hauptsächlich verantwortlich für die 

schmalen Probenzonen ist die Ausbildung eines pfropfenförmigen Profils, welches 

sich durch die treibende Kraft, stammend von der Kapillaroberfläche (siehe EOF), 

ausbildet. Zur Berechnung werden die Migrationszeit (tm) und die Peak-Breite auf 

halber Höhe (b½) benötigt, siehe [Gl. 15], N ist dimensionslos. [1] 
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Auf dem Chip muss die Berechnung angepasst werden, da nicht die Migrationszeit 

sondern der zurückgelegte Weg (sm) in einem festgelegten Zeitintervall gemessen 

wird, siehe [Gl. 16]. 
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Dass man auch mit [Gl. 16] auf die gleichen Werte kommt wie mit dem Original-

Term, wird aus den Auswertungen der Elektropherogramme [Abb. 08] mit Epinephrin 

(EN) und DMSO als Probe und sulfatiertem β-Cyclodextrin im Puffer ersichtlich. 

 

Abbildung 08: Chip-Elektropherogramme mit Epinephrin und DMSO 

a) normales Elektropherogramm; b) nach Umwandlung der Migrationsstrecke in –zeit und c) Vergleich 

mit Kapillare. a) und b) Gemessen wurde auf einem unbeschichteten Chip mit sulfatiertem β-

Cyclodextrin in 10 mM TRIS-Puffer bei pH 7.3, einer Wellenlänge von 210 nm, einem ESep von 280 

V/cm und einer tSep von 13 s. c) Gemessen wurde in einer Quarzglas-Kapillare von 84 cm Länge und 

einer angelegten Spannung von 30 kV. 

 

Das verkleinerte Elektropherogramm [Abb. 08 c] dient zum Vergleich, wie die Peaks 

unter den gleichen Bedingungen auf Kapillare aussehen. Sie sind, wie die 

Bodenzahlen in [Tab. 03] zeigen, viel schmaler; zusätzlich hat sich das Racemat von 

Epinephrin in seine Enantiomere aufgetrennt. Wie in Kapitel 5.1.3 noch erklärt wird, 

muss auf dem Chip mit grösseren Substrat-Konzentrationen gemessen werden. Bei 

Epinephrin war sie 10 Mal grösser, was auch erklärt, warum auf dem Chip erst bei 

höheren Cyclodextrin-Konzentrationen eine visuell ersichtliche Trennung des 

Racemats erkennbar wird. 
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Der Faktor, der den zurückgelegten Weg in Migrationszeit umwandelt, ist in [Gl. 17] 

beschrieben und zur Überführung des Elektropherogramms [Abb. 08 a] in [Abb. 08 b] 

angewendet worden. 

⎟
⎟
⎠

⎞
⎜
⎜
⎝

⎛
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mm25bei
x

t
s

s
t  [Gl. 17] 

Die mit [Gl. 15 und 16] berechneten Bodenzahlen sind praktisch identisch, siehe 

[Tab. 03], was bedeutet, dass beide Gleichungen gleichwertig verwendet werden 

können. Klar ersichtlich ist auch, dass die gleiche Messung auf Kapillare genauer ist. 

Schmalere Peak-Breiten im Verhältnis zur Migrationszeit zeigen eine bessere 

Trenneffizienz. 

Auf Kapillare kann bei einer Spannung von 30 kV eine maximale Bodenzahl von 

1.1 . 106 erwartet werden. Die angelegte Spannung auf dem Chip ist etwas kleiner, 

so dass etwa 0.9 . 106 hätten erhalten werden können. Während die Messungen auf 

der Kapillare gute Werte erreichen, hat der verwendete Chip eine weit schlechtere 

Trenneffizienz. Die theoretischen Bodenzahlen von Chip (berechnet mit [Gl. 15 und 

16]) und Kapillare sind in [Tab. 03] aufgelistet. 

 

Tabelle 03: Auswertung der Bodenzahlen 

Chip      Kapillare   

tEN b½ EN NEN sEN b½ EN NEN tDL-EN b½ DL-EN NDL-EN 

17.1 s 1.20 s 1'120 19.5 mm 1.35 mm 1'150 351 s, 361 s 3.0 s, 4.0 s 75'800, 45'000 

17.7 s 1.41 s 864 18.8 mm 1.48 mm 902 349 s, 358 s 3.5 s, 4.0 s 54'900, 44'400 

16.3 s 1.17 s 1'080 20.4 mm 1.45 mm 1'050 347 s, 356 s 2.5 s, 3.0 s 106'000, 78'000 
 

Was sind die Gründe für die geringere Trenneffizienz des Chips? Die Antwort liefert 

eine alternative Berechnung der theoretischen Bodenzahl. N kann auch über die 
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effektive Länge der Kapillare (leff) und die Standardabweichung des Peaks (σ) 

berechnet werden, siehe [Gl. 18]. 

2
effl

N ⎟
⎠

⎞
⎜
⎝

⎛
σ

=  [Gl. 18] 

Die Summe der Quadrate aller Standardabweichungen ergibt die Gesamt-

Standardabweichung, siehe [Gl. 19]. 

2
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.Diff

2
−− σ+σ+σ+σ+σ+σ=σ  [Gl. 19] 

Die oben erwähnte Longitudinal-Diffusion ist nur ein Faktor, der zu einer 

Verschlechterung der Trenneffizienz führen kann. Die Diffusion eines Peaks ist von 

dessen Diffusionskoeffizienten abhängig. Die Standardabweichung der Diffusion 

(σDiff.) ist direkt proportional zum Diffusionskoeffizienten ( m
2 tD2 ⋅⋅=σ ). Kleinere 

Moleküle diffundieren mehr als grössere, womit ein DMSO-Peak breiter sein wird als 

ein Peptid-Peak. Da die Standardabweichung der Diffusion nicht nur vom 

Diffusionskoeffizienten sondern auch von der Migrationszeit abhängig ist, machen 

sich bei den Bodenzahlen der Kapillare grössere Unterschiede bemerkbar als auf 

dem Chip. Dazu sind die in [Abb. 04] berechneten theoretischen Bodenzahlen für die 

Peaks von DMSO und Ibuprofen in der [Tab. 04] noch einmal dargestellt. 

 

Tabelle 04: Bodenzahlen auf Kapillare und Chip 

Kapillare Chip

NDMSO

NIbu

:35.5
53'200 1'500

:14.3 :2.80

3'720 535
:6.95
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der Geometrie des Kreuzes), so entspricht dies nicht der wirklichen Länge. 

Messungen der Peak-Breite kurz nach der Injektion haben Probenzonen im 

Millimeter-Bereich gezeigt und sind auf die schlechte Kontrollierbarkeit des 

Probenstroms zurückzuführen. Trotz Verwendung des PI-Modus (Zurückhalten der 

Probenflüssigkeit durch Gegenspannungen in den Probe-Vials und Fokussierung des 

Probenplugs durch Anlegen von Gegenspannungen in den Puffer-Vials) diffundiert 

sowohl vor als nach der Injektion Probe in den Trennkanal. Dies bedeutet auch, dass 

σDiff deutlich kleiner ist als die injizierte Zone. Die signifikant kleineren Bodenzahlen 

der Chipsysteme können also einzig auf die schlecht kontrollierbare Injektion σInj. und 

die damit auftretende Massen- bzw. Volumenüberladung zurückgeführt werden. 

Erste Studien von anderen Arbeitsgruppen haben gezeigt, dass eine deutliche 

Verkleinerung des Querschnittes der Probenkanäle dieses Problem lösen kann. 

 

5.1.3 Sensitivität 

Der oben erwähnte Injektionsplug wird aus dem Probevolumen berechnet. Dieses 

Volumen wird mit dem Trennvolumen in Relation gesetzt. Es sollte weniger als 1-2% 

des Trennvolumens betragen, damit die der Kapillare bzw. der Kanal nicht überladen 

wird. Ein Überladen beeinträchtigt die Peak-Form. Für die Kapillare bei 

hydrodynamischer Injektion gilt die [Gl. 20]. ∆p steht für den Druck [Pa] während der 

Injektion, ri [m] für den Innenradius der Kapillare, t [s] für die Injektionszeit, η [Pa . s] 

für die Viskosität des Puffers und ltot [m] für die Gesamtlänge der Kapillare. Das 

Probevolumen des Chips in [Gl. 21] entspricht dem Volumen des Kreuzes der beiden 

Kanäle. 

tot

4
i

l8
trpV

⋅η⋅
⋅π⋅⋅∆

=  [Gl. 20] 

hbV 2 ⋅=  [Gl. 21] 
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Für die unbeschichtete Kapillare und den unbeschichteten Chip wurden folgende 

Werte für das Probe- und das Trennvolumen berechnet, siehe [Tab. 06]. 

 

Tabelle 06: Probe- und Trennvolumen auf Kapillare und Chip 

 Probevolumen [m3] Trennvolumen [m3] Anteil 

Kapillare 3.85 . 10-11 1.06 . 10-9 3.63% 

Chip 5.00 . 10-14 2.50 . 10-11 0.20% 
 

Das Probevolumen auf dem Chip ist fast 1000 Mal kleiner als das der Kapillare, 

dadurch wird auch verständlich, warum für den Chip grössere Probe-Konzentrationen 

benötigt werden, damit vergleichbare Peak-Flächen detektierbar sind. Die kürzere 

optische Wegstrecke auf dem Chip bedeutet ein weiterer Verlust an Sensitivität. Der 

Chip hat somit zwar das bessere Probe-Puffer-Verhältnis (0.20%) als die Kapillare 

(3.63%), hat dafür aber im Vergleich eine höhere Nachweisgrenze. 

 

5.1.4 Puffersysteme 

Sowohl Kapillare als auch Chip werden mit einem Puffer befüllt. Er leitet den 

elektrischen Strom und sorgt zudem für pH-Konstanz. Nicht jedes Puffersystem kann 

verwendet werden, da je nach Leitfähigkeit und Konzentration der fliessende Strom 

zu gross werden kann. Auch hier gilt wieder, der Chip ist sensibler als die Kapillare. 

So kann bei Messungen bei pH 7 der klassische Phosphat-Puffer nur auf Kapillare 

Verwendung finden, da er für den Chip einen zu grossen Strom erzeugt und zu 

kochen beginnt. Bestens geeignet sind Puffer mit einer niedrigen Leitfähigkeit [2]. 

Als weitere wichtige Bedingung muss der Puffer inert sein, er darf also weder 

Wechselwirkungen mit dem Substrat noch mit dem Liganden eingehen. Die Auswahl 

des richtigen Puffers ist somit nicht ganz trivial. Auf diesen Punkt wird auch in Paper 

III genauer eingegangen, in dessen Vorfeld etliche Mühe verwendet wurde, einen 
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Puffer zu finden, der weder mit DNA noch mit Kationen interagiert. Aus einer Gruppe 

von nicht-komplexierenden, tertiären Aminen, die auch unter dem Namen "Better 

Buffers" bekannt sind, wurde 3-Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) ausgewählt, 

da er bei pH 7 puffert. [3] Er hat allerdings eine zu grosse Leitfähigkeit für 

Messungen auf den Chips und konnte nur für die Kapillare verwendet werden. 

Die in dieser Arbeit verwendeten Puffersysteme sind Tris(hydroxymethyl)-

aminomethan (TRIS) ein primäres Amin mit drei Hydroxy-Gruppen und MOPS. 

Ersterer ist der wohl am meisten gebrauchte Puffer für elektrophoretische 

Messungen, letzterer gehört zu den oben erwähnten "Better Buffers". Diese haben 

die Eigenschaft nur geringe Wechselwirkungen einzugehen. Soweit wären sie den 

zwitterionischen "Good Buffers" [4] gleichzustellen; zusätzlich gehen sie jedoch keine 

oder nur sehr schwache Komplexe mit Metall-Ionen ein. 

 

5.1.5 Puffervermögen 

Durch oxidative und reduktive Prozesse an der HV-Anode und -Kathode wird 

Wasserstoff und Sauerstoff produziert, daraus resultiert eine Änderung des pH-

Wertes. Wie oben beschrieben, dient der Puffer zur Konstanthaltung des pHs. 

 

Beim Wechsel von Kapillare auf Chip wird nicht nur die Trennstrecke verkleinert, 

sondern auch die Puffer-Vials. Die gebräuchlichen Vials für die Kapillare haben ein 

Volumen von 250 bzw. 4000 µL. Das im Chip eingebaute Vial fasst 3 µL. Obschon 

der Puffer in den Vials der Kapillare jeweils nach drei Messungen ausgewechselt 

wurde, wäre es problemlos möglich gewesen, selbst mit den 250 µL-Vials Dutzende 

von Messungen durchzuführen, ohne ihn erneuern zu müssen. Auf dem Chip 

hingegen waren maximal vier Messungen möglich, bevor das für einen konstanten 
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Strom benötigte Puffervermögen aufgeschöpft war. Deshalb wurde der Chip nach 

jeder Messung gewaschen und neu befüllt. 

 

5.1.6 Konzentrationen 

Der UV-Detektor der Kapillare hat eine niedrigere Nachweisgrenze als derjenige der 

Chip-Station, siehe 5.1.3. Daher können Substrat und interner Standard auf dem 

Chip nicht in der gleichen Konzentration, wie auf Kapillaren verwendet, gemessen 

werden. Eine Verdopplung bis Verzehnfachung der Proben- und Standardkonzentra-

tionen war notwendig. 

Bei der Berechnung des KBs wird die Substratkonzentration zwar nicht benötigt, sie 

ist aber im Zusammenhang mit ihrem Verhältnis zur Ligandkonzentration dafür 

verantwortlich, in welchem Bereich der KB-Kurve man sich befindet. Die auf dem 

Chip einsetzbaren Ligandkonzentrationen sind aber durch den Anstieg der dadurch 

erhöhten Leitfähigkeit limitiert. Es kann maximal im gleichen Konzentrationsbereich 

wie auf der Kapillare gemessen werden. Die Kurven von Kapillare und Chip können 

also nicht direkt visuell verglichen werden, da die Chip-Kurve bedingt durch die 

grössere Substratkonzentration weniger schnell das angestrebte Sättigungsplateau 

erreicht. Der Unterschied wird in der folgenden Graphik ersichtlich [Abb. 09]. 

Hier wird eine Titrationskurve, gemessen auf Mikrochip, mit den Ergebnissen 

stammend von der Kapillare verglichen. Die Substrat-Konzentration für den Chip 

muss auf Grund der höheren Nachweisgrenze grösser sein als für die Kapillare. Bei 

gleicher Ligand-Konzentration liegen also nicht die gleichen S/L-Verhältnisse vor, 

und die auf dem Chip gemessenen Punkte scheinen weniger steil anzusteigen. Die 

blaue Linie in [Abb. 09] zeigt aber, dass für Kapillare und Chip bei gleichem S/L-

Verhältnis die gleiche Mobilität berechnet wird. Da, auf Grund zu geringer 

Detektionsempfindlichkeit, die Titrationskurve auf Chip nicht vollständig verfolgt 
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werden kann (das heisst, dass das Sättigungsplateau nicht erreicht wird), werden 

entsprechend fehlerhafte Gleichgewichtskonstanten berechnet. Jedoch ist die 

Reihenfolge hinsichtlich berechneter Bindungsparameter der vergleichenden 

Systeme identisch mit den Ergebnissen der kapillaren Messungen. 

 

Abbildung 09: Vergleich der KB-Kurven auf Chip und Kapillare 

Die Chipkurve steigt scheinbar weniger schnell an als die der Kapillare, was durch den Unterschied 

der Substrat-Ligand-Verhältnisse zustande kommt. 

 

5.1.7 Beschichtung der Innenwand 

Die verwendeten Chips sind mit zwei verschiedenen Kanalwand-Oberflächen 

erhältlich: unbeschichtete aus Quarzglas und mit Polyacrylamid-beschichtete. 

Letztere unterdrücken den EOF und verhindern eine Adsorption des Substrats an die 

Innenwand, die bei den freien Silanolgruppen beim unbeschichteten Chip möglich 

wäre. 

Nach ersten Messungen auf Quarzglas-Chips, wurden für das Messen von Peptiden 

ein beschichtetes System verwendet. Um in Analogie zum Chip auf Kapillaren 

messen zu können, musste die Kapillaroberfläche ebenfalls mit einer Beschichtung, 

die inert gegenüber kationischen Makromolekülen ist, überzogen sein. Zunächst 

wurde mit kommerziell erhältlichen, methylierten Kapillaren gearbeitet, die sowohl 

den EOF als auch eine allfällige Wandadsorption unterdrücken sollten. Beim 
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Vergleich mit dem beschichteten Chip wurde jedoch festgestellt, dass die 

Methylierung der Kapillarinnenwand nicht die gleichen Messungen ermöglichte wie 

der Chip. Die Problematik wurde in Paper II noch genauer besprochen. In einem 

nächsten Schritt wurden Quarzglas-Kapillaren nach einem von Hjertén [5] 

vorgestellten Verfahren mit Polyacrylamid beschichtet, was zu vergleichbaren 

Resultaten zwischen beschichteten Chips und Kapillaren führte. 

 

5.1.8 Externe Einflüsse 

Alle Messungen müssen, um untereinander vergleichbar zu sein, unter den gleichen 

Bedingungen durchgeführt werden. Dies gilt nicht nur für Substrat- und 

Ligandkonzentration, Puffer und Beschaffenheit der Kapillarinnenwand; dazu gehört 

auch das Messen bei konstanter Temperatur (die Viskosität des Puffers ist 

temperaturabhängig). 

Alle Messungen erfolgten bei Raumtemperatur. Leider verfügen weder die 

Chipstation noch die CE-Geräte über einen Thermostaten. Bei hochsommerlichen 

Temperaturen führte dies insbesondere für die empfindlicheren Messungen auf den 

Chips zu Messstörungen. Puffer und Probe verdampfte während der Messung aus 

den Vials und Kanälen, so dass keine konstante Spannung mehr angelegt werden 

konnte. Erst in einem klimatisierten Raum konnte auch auf dem Chip das ganze Jahr 

über gemessen werden. 

 

5.2 Verschiedene Applikationen 

Bevor molekularbiologische Affinitätsstudien von Kapillare auf Chips übertragen 

werden konnten, musste abgeschätzt werden können, welche Trennungen 

überhaupt möglich sind. 
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Die ersten Messungen wurden mit Propranolol (Pro) , Dimethylsulfoxid (DMSO) und 

Ibuprofen (Ibu) durchgeführt als je einem Vertreter der Kationen, neutralen Teilchen 

und Anionen. Auf dem unbeschichteten Chip konnten im normalen Modus (Kathode 

am Trennkanal-Ende) alle zusammen gemessen werden. Die Elektropherogramme 

in [Abb. 10] zeigen die letzte Aufnahme des Trennkanals nach der vorher 

festgelegten Zeit von 11 s. Propranolol wandert am weitesten, gefolgt von DMSO und 

Ibuprofen. DMSO als neutrales Teilchen wandert mit der Geschwindigkeit des EOFs. 

Das positiv geladene Propranolol wandert schneller zur Kathode als DMSO, da zum 

EOF noch die Eigengeschwindigkeit dazukommt. Ibuprofen als Anion würde 

eigentlich in die entgegengesetzte Richtung zur Anode wandern, wird aber durch den 

grösseren Beitrag des EOFs in Richtung Kathode bewegt. 

 

Abbildung 10: Drei Elektropherogramme von Propranolol, DMSO und Ibuprofen 

0.5 mM Pro, 33 mM DMSO und 0.5 mM Ibu wurden auf einem unbeschichteten Chip mit 10 mM TRIS, 

pH 7.09 bei λ 218 nm, ESep 280 V/cm, tSep 11 s gemessen. 

 

5.2.1 Interne Standards 

In [Abb. 10] ist dargestellt, dass die Peaks von drei identischen Messungen auf Chip 

bei konstanter Zeit nicht zu einem gleichen Punkt wandern. Obwohl die drei 

Elektropherogramme unter gleichen Bedingungen gemessen wurden, liegen die 

Peaks nicht genau übereinander. Auf der Kapillare zeigen die Peaks eine grössere 
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maximalen Konzentration an Ligand im Puffer dient zur Überprüfung, ob der 

gewählte Standard inert ist. 

 

Propranolol und Ibuprofen können in Quarzglas-Kapillaren und -Chips gemessen 

werden, da sie nicht mit der negativ geladenen Oberfläche – den Silanolgruppen – 

interagieren. Für andere Substrate und Liganden muss die Innenwandoberfläche 

beschichtet werden. Beim Wechsel von Quarzglas- zu beschichteten Oberflächen, 

die den EOF weitgehend unterdrücken, müssen anstelle des neutralen DMSO 

kationische (kathodenseitige Detektion) oder anionische (anodenseitige Detektion) 

Referenzen eingesetzt werden. Ein weiteres Kriterium für die Eignung einer Referenz 

ist die Detektierbarkeit, was bedeutet, dass das Referenzmolekül bei Wellenlängen 

adsorbieren muss, die durch die Probenmoleküle vorgegeben sind. 

 

Der interne Standard für die Neurotransmitter in Paper I war DMSO, da auf einem 

unbeschichteten Chip bei normalem Modus gemessen wurde und da DMSO bei 

einer Wellenlänge von λ = 220 nm ein Signal gibt. Die Rezeptoren in Paper II wurden 

auch bei λ =  220 nm gemessen. Statt eines Quarzglas-Chips wurde ein 

beschichteter Chip mit umgekehrtem Modus verwendet, so dass an Stelle von DMSO 

mit Ibuprofen beim 1-armigen Rezeptor und mit Salicylsäure beim 2-armigen 

Rezeptor gemessen wurde. Die Einzelstrang-DNA in Paper III wurde ebenfalls auf 

einem beschichteten Chip bei umgekehrtem Modus gemessen, in diesem Fall 

erwiesen sich Ibuprofen (nicht UV-aktiv bei λ grösser als 230 nm) und Salicylsäure 

(komplexiert irreversibel mit der DNA) als ungeeignet. Nach mehreren Tests mit 

verschiedensten Aromaten, die zwar bei λ 240 bis 260 nm UV-aktiv sind, sich aber 

nicht als inert erwiesen, wurde mit der o-Toluylsäure (OTA) schliesslich ein 

geeigneter Standard gefunden. 
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5.2.2 Peak-Verschiebung (µ) und Peak-Fläche (AUC) 

Wie in Kapitel 4 bereits beschrieben, kann die Bindungskonstante KB aus der Peak-

Verschiebung (µ), der Area under the Curve (AUC) oder aus der Peak-Höhe (h) 

berechnet werden. 

Die Bestimmung der Peak-Höhe angewendet bei beiden Formen der Frontal 

Analyse-Methoden setzt eine andere experimentelle Durchführung voraus als die hier 

verwendete. Die Probe wird länger injiziert, so dass an Stelle von Peaks Stufen 

entstehen. EMSA- und HD-Messungen hingegen werden hinsichtlich der 

experimentellen Durchführung identisch gemessen. Jedoch, die Berechnung von KB 

geht bei der ersten Methode von einer Peak-Verschiebung aus, bei der zweiten 

Methode werden die veränderten Peak-Flächen ausgewertet. Unter bestimmten 

Bedingungen ist es mit beiden Methoden möglich, erfolgreich Bindungsparameter zu 

berechnen. Während bei EMSA die Mobilitäten von Substrat und Produkt 

unterschiedlich sein müssen, benötigt die HD, als wichtige Grundbedingung, eine 

Konstanz in der UV-Aktivität dieser beiden Substanzen. 

 

Im Folgenden wird bei der Interaktion eines 24mer DNA-Einzelstrangs mit Kalzium-

Ionen gezeigt, dass die Auswertung der Peak-Flächen des sich bildenden 

Komplexes nicht zur Berechnung von KB herangezogen werden kann. Grund dafür 

ist die veränderte UV-Aktivität des freien Substrats gegenüber des zu messenden 

Komplexes. 
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Abbildung 11: Vergleich AUC und Mobilitätsverschiebung 

Auf beschichteter Kapillare mit MOPS bei pH 7.4 bei einer Wellenlänge von 240 nm gemessen. Links: 

Elektropherogramme bei verschiedenen Ca2+-Konzentrationen. Rechts: Gefittete Kurven von AUC 

(oben); Mobilitätsverschiebung (unten). 

 

In [Abb. 11, links] wird die Peak-Fläche des Standards (OTA) mit steigender 

Kalziumkonzentration stetig kleiner. Von 1.33 mAU . s ohne Kalzium schrumpft sie 

auf 0.561 mAU . s bei 10 mM Kalzium im Hintergrund-Elektrolyten. Der Puffer bildet 

mit Kalzium Komplexe, welche die UV-Absorption des Hintergrunds verändern. Da 

schon die Peak-Flächen des Standards optisch betrachtet nicht gleich sind, geht 

dieser Fehler auch bei der Evaluierung der Peak-Fläche des Substrats ein. Um 

diesen Fehler zu berücksichtigen, wurden die Peak-Flächen des Standards 

linearisiert. Dazu wurde die x. Peak-Fläche des Standards von der ersten Peak-

Fläche des Standards subtrahiert. Anschliessend wurde die linearisierte Peak-Fläche 

des Standards zur Peak-Fläche des Substrates addiert, siehe [Gl. 22]. 

)AUCAUC(AUCAUC xdardtanS0dardtanSxSubstratkorrigiert −+=  [Gl. 22] 

Trotzdem sind die beiden Kurven in [Abb. 11, rechts] so verschieden, dass sich 

berechnete KB-Werte von 65.9 ± 16.4 M-1 für die Peak-Fläche bzw. 737 ± 72.2 M-1 für 

die Peak-Verschiebung ergeben, was einem Unterschied von einem Faktor 11 
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entspricht. Somit ist in diesem Beispiel die Auswertung der AUC zur Berechnung von 

KB nicht geeignet. 

 

Zur die Berechnung der Mobilität einer Substanz ist ein Nadel-Peak, der die gleiche 

Mobilität wie der Hintergrundpuffer hat, ideal; dadurch ist er symmetrisch, mit seinem 

Maximum genau in der Mitte. Das Maximum wird zur Berechnung verwendet, da sich 

an diesem Punkt 50% der Gesamtkonzentration der Substanz befinden. Peaks mit 

einer Mobilität, die sich von der des Puffers unterscheidet, sind entweder sogenannte 

fronting oder tailing Peaks. Fronting Peaks haben eine grössere Mobilität als der 

Puffer und das Maximum ist von der Mitte nach hinten (in der Zeit) verschoben. 

Tailing Peaks haben eine kleinere Mobilität und ihr Maximum ist nach vorne 

verschoben, siehe [Abb. 12]. 

 

 

Abbildung 12: Peak-Formen 

Fronting Peak a), symmetrischer Peak b) und tailing Peak c). 

 

Bei der Berechnung der Mobilität von zwei Peaks, was durch die Zugabe eines 

internen Standards zum Substrat immer der Fall ist, können nicht beide eine ideale 

Form haben. Weiterhin ist ein Abweichen vom symmetrischen Peak auch durch 

verschiedene Ligand-Konzentrationen im Puffer unvermeidbar, da die Ionenstärke 

und damit die Leitfähigkeit des Trennpuffers verändert wird. 

Wird also zur Berechnung jeweils der Maximal-Wert verwendet, schliesst das, je 

nachdem ob der Peak tailing oder fronting war, einen zeitlichen Fehler ein. Zur 
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Eliminierung des Fehlers müssten komplizierte Berechnungen angestellt werden. 

Durch visuelles Abschätzen, an welchem Punkt des Peaks die Hälfte der 

Substratkonzentration erreicht ist, kann der Fehler zumindest minimiert werden. 

 

5.2.3 Neurotransmitter – Paper I 

Nach den aufgezeigten Vor- und Nachteilen von Kapillar- und Chip-Messungen, folgt 

in den nächsten Unterkapiteln die praktische Anwendung von Affinitätsstudien. In 

drei verschiedenen Bereichen der Molekularbiologie konnte der EMSA erfolgreich auf 

Chip angewandt werden. In Paper I wurden die Neurotransmitter Epinephrin 

(Adrenalin), Norepinephrin (Noradrenalin) sowie der Metabolit Metanephrin als 

Modellsubstanzen für eine 1:1-Affinitätsstudie mit sulfatiertem β-Cyclodextrin (sCD) 

ausgewählt; für die Strukturen siehe [Abb. 13]. Die hydrophoben Wechselwirkungen 

zwischen dem inneren Hohlraum des sCDs und den Neurotransmittern wurden 

erstmalig auf Chip gemessen. Die mit der EMSA-Methode bestimmten 

Bindungsparameter der Modellsubstanzen waren mit analogen Messungen auf der 

Kapillare vergleichbar. 
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Abbildung 13: Strukturformeln 

Epinephrin a), Norepinephrin b), Metanephrin c) und sCD d), wobei R für H oder SO3
- steht. 
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Die zwei Neurotransmitter, welche sich chemisch nur durch eine Methylgruppe 

unterscheiden und beim Messen in blossem Puffer die gleiche Mobilität aufweisen, 

zeigen verschiedene Wechselwirkungen mit sCD. Metanephrin, das sich schon bei 

der Messung ohne Ligand von Epinephrin und Norepinephrin unterscheidet, geht 

dann auch eine deutlich grössere Wechselwirkung mit sCD ein, siehe Fig. 4 (Seite 

78, Paper I). Dies kann schon aus dem steileren Abfall der Kurve herausgelesen 

werden. 

Nebst der eigentlichen Wechselwirkung mit sCD werden Epinephrin und 

Metanephrin, die als Racemat in die Probe gegeben wurden, dank dem ebenfalls 

chiralen sCD in ihre Enantiomere getrennt, so dass man pro Substanz zwei Kurven 

mit unterschiedlichen KB-Werten erhält. DL-Norepinephrin zeigt bei pH 7 keine 

Auftrennung. 

In Paper I wird gezeigt, dass Chip- und Kapillar-Messungen, UV- und 

amperometrische Messungen übereinstimmende Resultate liefern. Der EMSA ist 

unabhängig von der Länge der Trennstrecke und von der Detektionsmethode 

einsetzbar. Die Abhängigkeit der KB-Werte vom pH des Puffers wird mit Epinephrin-

Messungen gezeigt. Die Table 1 (Seite 77, Paper I) zeigt eine Übersicht aller 

Messungen. 

 

5.2.4 Peptide – Paper II 

Nach Beschreibung der MC-ACE-Messungen der Modellsubstanzen in Paper I 

wurden in einem zweiten Projekt zwei künstliche Rezeptoren gemessen, an die 

verschiedene Tripeptide nicht-kovalent binden. Die zuvor mit ITC-Daten berechneten 

Bindungskonstanten und Stöchiometrien sollten mit dem EMSA auf Chip bestätigt 

werden. 
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Da Peptide mit den Silanol-Gruppen des unbeschichteten Chips interagierten, wurde 

vom normalen Quarzglas-Chip auf einen Polyacrylamid-beschichteten gewechselt. 

Die bei pH 7.4 negativ geladenen Rezeptoren wurden im umgekehrten Modus, mit 

der Anode am Ende, gemessen. Die Tripeptide kamen als Ligand in den Puffer, und 

Ibuprofen bzw. Salicylsäure wurden als interner Standard für den 1- bzw. 2-armigen 

Rezeptor eingesetzt. 

 

Die berechneten Mobilitäten in Paper II zeigen eine deutliche andere Kurvenform auf 

als die der 1:1-Wechselwirkung zwischen den Neurotransmittern und sCD, vergleiche 

Fig. 4 (Seite 78, Paper I) mit [Abb. 14]. Vor dem Anstieg der Kurve liegt eine lag-

Phase, die bei der 1:1-Wechselwirkung nicht vorhanden ist. In letzterem Fall steigt 

die Kurve nach Zugabe von sCD sofort an und endet bei höheren 

Ligandkonzentrationen in einem Sättigungsplateau. Neben einfachen 1:1-

Stöchiometrien können nur komplexe Gleichgewichte diesen direkten Anstieg der 

Mobilität aufweisen, allerdings nur bei gekoppelten Gleichgewichten, deren einzelne 

Teilschritte sehr ähnliche Mobilitäten aufweisen. In Paper III wird gezeigt, wie 

verschiedene Kationen mit Einzelstrang-DNA-Sequenzen interagieren. Es scheint 

sich dabei um die oben beschriebenen gekoppelten Gleichgewichte handeln, da 

auch hier ein direkter Anstieg der Mobilität zu verzeichnen ist. Alle anderen 

Gleichgewichte zeigen diese lag-Phase zu Beginn der Kurve auf. 

Im Falle unserer Rezeptor-Peptid-Gleichgewichte muss also ein Gleichgewicht 

höherer Ordnung vorliegen, da auch hier die lag-Phase klar erkennbar ist, siehe 

[Abb. 14]. Die gestrichelte Kurve mit dem Tripeptid RRR ist hypothetisch, da nicht 

genügend Punkte gemessen werden konnten. Bei höheren RRR-Konzentrationen 

war die Basislinie so weit erhöht, dass keine Peaks mehr gemessen werden konnten. 
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Abbildung 14: Mobilitätsverschiebung des zweiarmigen Rezeptors (>-I-O) mit drei verschiedenen 

Tripeptiden 

Die Kurven entsprechen einer 1:2-Wechselwirkung zwischen den Tripeptiden und dem Rezeptor. 

 

Eine Zusammenfassung aller gemessenen Gleichgewichte ist in Table 1 (Seite 87, 

Paper II) dargestellt. Die freien Standard-Reaktionsenthalpien der ITC- und der 

EMSA-Messungen sind darin enthalten. Es zeigte sich, dass die Messungen auf dem 

Chip zwar etwas weniger präzise waren als die auf der ITC, dafür konnten 

Reaktionen, die nur von einer kleinen Entropie angetrieben wurden, ausschliesslich 

auf dem Chip gemessen werden. 

 

5.2.5 Einzelstrang-DNA – Paper III 

Bisherige Chip-Messungen wurden in TRIS-Puffer durchgeführt, da er eine relativ 

geringe Eigenleitfähigkeit besitzt. TRIS wurde in den meisten Untersuchungen, die 

allgemein elektrophoretische DNA-Messungen beschreiben, verwendet. [6-10] 

Auch auf Chip wurden die Messungen von Einzelstrang-DNA mit verschiedenen 

Metall-Ionen als Liganden in diesem Puffer gemessen. Dabei traten Ungereimtheiten 

bezüglich der berechneten Bindungskonstanten auf, die sich nur dadurch erklären 

liessen, dass TRIS mit den Metall-Ionen und der DNA ternäre Komplexe bildet. Die 

Erdalkalimetall-Ionen binden hauptsächlich an die Phosphat-Gruppe. Die 
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Übergangsmetall-Ionen interagieren jedoch auch noch mit den Basen, was zu 

grösseren Bruttostabilitätskonstanten führen sollte; mit TRIS als Puffer waren die KB-

Werte der Übergangsmetalle aber kleiner als die der Erdalkali-Metalle. In den 

Messungen mit TRIS war auch die maximale Verschiebung der Mobilität, die mit den 

Übergangsmetallen gemessen wurden, kleiner als die mit den Erdalkali-Metallen 

gemessene, siehe Fig. 2 (Seite 94, Paper III). Als Referenzmessungen zu den 

Untersuchungen auf Mikrochips wurden auch Messungen mit Kapillare durchgeführt, 

die das gleiche Phänomen zeigten. 

Es wurde ein Puffer benötigt, der eine niedrigere Affinität zu Kationen hat. MOPS aus 

der Gruppe der "Better Buffers", schien ein erfolgsversprechendes Molekül zu sein. 

Zwar interagiert auch er mit Übergangsmetall-Ionen, bildet aber keine stabilen 

ternären Komplexe. Der neu ausgewählte Puffer wurde zunächst erfolgreich auf der 

Kapillare getestet, hatte aber für den Chip eine zu grosse Leitfähigkeit, weshalb 

keine Messungen möglich waren. Die weiteren DNA-Messungen wurden daher auf 

der Kapillare durchgeführt. 

 

Paper III befasste sich mit den Affinitäten von Erdalkali- und Übergangsmetall-Ionen 

zu Einzelstrang-DNA-Sequenzen. Die möglichen Bindungsstellen der DNA, an die 

Kationen binden können – die Phosphat-Gruppe und die Heteroatome der vier DNA-

Basen – sind in [Abb. 15] aufgezeigt. 
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Abbildung 15: Die vier DNA-Nukleotide mit den möglichen Bindungsstellen für Metall-Ionen 

Adenosin-, Cytidin-, Guanosin- und Thymidin-Monophosphat. Rot eingezeichnet die möglichen 

Bindungsstellen für Kationen. 

 

Als Substrate wurden die Tetramere 5'-dAAAA-3', 5'-dCCCC-3', 5'-dGGGG-3', 

5'-dTTTT-3' gegen Ca(II), Mg(II) und Ni(II) gemessen. Die maximale Verschiebung 

∆µ ergab, dass die Adenosin-, Cytidin- und Thymidin-Tetramere jeweils ein Metall-

Ion binden, es sich daher um eine 1:1-Stöchiometrie handelt. Beim Guanosin-

Tetramer war ∆µ doppelt so gross wie bei den anderen Tetrameren; daher wurde für 

die Berechnung der Wechselwirkung mit allen drei Kationen eine 1:2-Stöchiometrie 

angewandt. Die wahrscheinliche Anzahl der bindenden Liganden lässt sich in diesem 

Fall (die Ladung der Liganden ist bekannt) direkt über die absolute Änderung der 

Ionenbeweglichkeit und somit über die absolute Ladungsänderung der 

Oligonukleotide berechnen. 

Das Guanosin-Tetramer unterschied sich nicht nur signifikant bezüglich der 

Interaktion mit Metall-Ionen von den anderen drei Tetrameren. Überraschenderweise 

wurde auch eine deutlich erhöhte Startmobilität (negativer, bei Abwesenheit von 
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Ligand) gegenüber den anderen Tetramere gemessen, was auf die Bildung eines 

Quadruplexes, induziert durch Natrium-Ionen im Puffer, schliessen lässt. Neben den 

schon besprochenen Tetrameren wurde ein Tetramer, das alle vier Basen enthielt, 

untersucht. Dieses Tetramer mit der Sequenz 5'-dTCAG-3' lässt schlussfolgern, dass 

eine einzelne Guanin-Base den KB stärker beeinflusst als die übrigen drei Basen. Die 

Position des aktiven Bindungszentrums scheint dabei eine Schlüsselrolle zu spielen. 

Die Übergangsmetall-Ionen interagieren mit den Purin-Basen, wobei die Bildung 

eines intramolekularen Makrochelaten (mit dem N7-Stickstoff des Guanins und dem 

5'-Phosphat am selben Zuckermolekül) als sehr wahrscheinlich angenommen 

werden kann. Dies würde auch die recht starke Affinität erklären, wenn Guanin 

3’-endständig ist. 

 

Im Folgenden wird näher auf gemischte Tetramere eingegangen (für eine allgemeine 

Einleitung in die Messungen mit Einzelstrang-DNA, siehe Paper III). Mit Ca(II), Mg(II) 

und Ni(II) wurden die Wechselwirkungen verschiedener Sequenzen gemessen, siehe 

[Abb. 16-18]. 
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Abbildung 16: Kurven der gemischten Tetramer-Sequenzen, die alle Basentypen enthalten. 

Ca(II): schwarz, Mg(II): rot und Ni(II): blau 

 

Die gemischten Sequenzen lassen sich in drei Kategorien einteilen: in Tetramere, die 

alle vier Basen enthalten, solche mit je zwei Adenins und Guanins und einer dritten 

Gruppe, die sich nach drei Thymins vom 5'-Ende aus nur in der Base am 3'-Ende 

unterscheiden. In [Abb. 16] sind die Sequenzen 5'-dTACG-3', 5'-dTCAG-3' (aus 

Paper III), 5'-dTGAC-3' und 5'-dTGCA-3' zu sehen, sie haben alle ein Thymidin am 

5'-Ende. Die übrigen Basentypen sind so verteilt, dass sie je einmal an der zweiten, 

der dritten und der vierten Stelle stehen. 

Sletten et al. zeigten in [11] die Selektivitätsordnung 5'-GG > 5'-GA > 5'-GT >> 5'-GC, 

in welcher Übergangsmetalle an Guanin in Doppelstrang-DNA binden. Diese 

Ordnung kann allerdings nicht auf Einzelstrang-DNA übertragen werden. [12] Wie die 
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Daten aus den gemischten Tetrameren in [Abb. 16] zeigten, lässt sich bezüglich der 

Selektivität von Ni(II) die folgende Reihenfolge aufstellen: vom 5'-Ende aus 

betrachtet, ist TAX > TCX > TGX > TTX. Ansonsten hat die restliche Abfolge, mit 

Ausnahme eines 3'-endständigen Guanins, keinen grossen Einfluss auf die 

Gesamtwechselwirkung. Das N7 des Guanins bildet mit Ni(II) und dem 5'-Phosphat 

einen intramolekularen Makrochelat mit einer sichtlich höheren Bindungskonstanten. 

Adenin in unmittelbarer Nachbarschaft zum Guanin vermindert diesen Effekt jedoch 

durch Stacking der π-Elektronen, wodurch der Zugang für Ni(II) zum N7 erschwert 

wird. 

Die Messungen mit den Erdalkalimetall-Ionen zeigten keine erkennbare 

Selektivitätsfolge. 

 

Abbildung 17: Kurven der Thymidin-Tetramer-Sequenzen, die sich in der letzten Base unterscheiden. 

Ca(II): schwarz, Mg(II): rot und Ni(II): blau 
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Die Sequenzen in [Abb. 17] unterscheiden sich nur in der Base am 3'-Ende: 

5'-dTTTA-3', 5'-dTTTC-3', 5'-dTTTG-3' und 5'-dTTTT-3' (aus Paper III). Sie sind ein 

gutes Beispiel dafür, wie stark eine einzelne Base die Affinität verändern kann. Die 

KB-Werte führten zu einer Affinitätsfolge für Ni(II) von G >> T > C > A vom 3'-Ende 

aus. Über eine Reihenfolge hinsichtlich Bindungsstärke für die Erdalkalimetall-Ionen, 

kann – wie schon bei den gemischten Tetrameren mit allen vier Basen – auch hier 

keine Aussage gemacht werden. 

 

Abbildung 18: Kurven der gemischten Tetramer-Sequenzen, die je zwei Adenosine und zwei 

Guanosine enthalten. 

Ca(II): schwarz, Mg(II): rot und Ni(II): blau 

 

In [Abb. 18] sind Sequenzen dargestellt, die je zwei Adenosine und Guanosine 

enthalten: 5'-dAGAG-3', 5'-dAGGA-3', 5'-dGAAG-3' und 5'-dGAGA-3'. Beide Purin-



Resultate und Diskussion  64 

Basen verfügen durch das Vorhandensein eines elektronegativen Stickstoffs an der 

Stelle N7 über eine grössere Affinität zu Übergangsmetall-Ionen als die Pyrimidin-

Basen. Vom 3'-Ende aus gesehen haben die Sequenzen 5'-dAGAG-3' und 

5'-dAGGA-3' zwei Guanin- und eine Adenin-Base, dies führt zu grösseren 

Wechselwirkungen als bei den Sequenzen mit zwei Adenin- und nur einer Guanin-

Base. Die Base am 5'-Ende ist somit weniger entscheidend für das Verhalten des 

DNA-Stranges. Erklären lässt sich diese Beobachtung durch das Fehlen einer 

Phosphatgruppe am 5'-Ende des Zuckers; somit kann der Makrochelat nicht 

ausgebildet werden. Sind sich dagegen zwei Guanosine innerhalb einer Sequenz 

direkt benachbart, führt diese Gruppierung zu einer noch grösseren Interaktion, die 

nicht nur bei Ni(II) sondern auch bei den Erdalkalimetall-Ionen auftritt, siehe 

[Tab. 08]. Doch nicht nur die Reihenfolge der Basen spielt für die Wechselwirkung 

eine Rolle, sondern auch die Richtung in der sie angeordnet sind. So konnten bei 

den Tetrameren 5'-dAGAG-3' und 5'-dGAGA-3', die sich nur in der Lese-Richtung 

unterscheiden, unterschiedliche KB-Werte berechnet werden. Guanosin am 3'-Ende 

hat durch Anwesenheit einer 5'-Phosphatgruppe eine grössere Affinität zu Metall-

Ionen als Guanosin in 5'-endständiger Position. 

 

Die Veränderung der Mobilität kommt durch ein Verschieben des Gleichgewichts auf 

die Seite des SLs zustande. Die negativ geladene DNA interagiert mit Kationen. Die 

Mobilität ist von der Ladung und dem hydrodynamischen Radius des Substrats 

abhängig, siehe [Gl. 05]. Der Radius verändert sich durch die Anlagerung eines 

Kations nicht gross. Die negative Ladung hingegen, die von den drei 

Phosphatgruppen zwischen den Basen stammt, wird von der Ladung eines Kations 

verkleinert, was zu positiveren Mobilitäten führt. Je mehr Kationen mit der DNA 

interagieren, desto grösser wird der Mobilitätsunterschied ∆µ zwischen der Kationen-
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freien und der -gesättigten DNA. Die Erdalkali-Ionen Ca(II) und Mg(II) zeigten ∆µ-

Werte, die alle im Bereich bis maximal 10-4 cm2V-1s-1 lagen, was, wie in Paper III 

(Seite 95) erklärt, einer 1:1-Stöchiometrie entspricht. 

Die Messungen mit Ni(II) hingegen zeigten klar Komplexe mit verschiedenen 

Stöchiometrien. Für ∆µ-Werte im Bereich bis 10-4 cm2V-1s-1 wurden die KB-Werte mit 

einer 1:1-Wechselwirkung berechnet; für ∆µ-Werte im Bereich von 1.25 . 10-4 bis 

2.5 . 10-4 cm2V-1s-1 wurden sie mit einer 1:2-Stöchiometrie berechnet, analog zu den 

Tetrameren in Paper III. Es ist durchaus denkbar, dass, entgegen der vorherigen 

Annahme für eine kooperative Bindung (siehe Paper III), die Wechselwirkungen nicht 

kooperativ sind. Dies lässt sich aus der Kurvenform als auch der besseren 

Anpassung an folgende Gleichung vermuten, siehe [Gl. 23]. 

2
2B1B1B

2
2B1BSL1BSLS

]L[KK]L[K1
]L[KK]L[K

2

⋅⋅+⋅+

⋅⋅⋅µ+⋅⋅µ+µ
=µ  [Gl. 23] 

Die berechneten KB-Werte deuten sogar auf ein nicht-kooperatives Verhalten hin, da 

KB2 deutlich kleiner ist als KB1. Dies bedeutet, dass nach dem ersten 

Komplexierungsschritt die Anlagerung weiterer Kationen thermodynamisch ungünstig 

ist. 

Bei allen Tetrameren mit einer Guanin-Base in der Sequenz kam die 1:2-Berechnung 

zum Tragen, wobei vermutet werden kann, dass der erste Schritt (KB1) der Bindung 

ans N7 des Guanosins entspricht. In [Tab. 08] für die Interaktionen mit Ni(II) stehen 

somit die KB-Werte für beide Gleichgewichtsschritte. Eine überraschend grosse 

Interaktion zeigte die Messung von 5'-TTTG-3', das zusammen mit 5'-TACG-3' und 

5'-AGGA-3' KB-Werte über 1'000 M-1 erreichte. 
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Abbildung 19: Kurven der Heptamere, deren Sequenz sich nur in der mittleren Base unterscheiden. 

 

Für genauere Rückschlüsse über die Wichtigkeit der Sequenz in Einzelstrang-DNA 

betreffend deren Affinität zu Metall-Ionen sind Messungen mit weiteren, sinnvollen 

Sequenzen und unterschiedlichen Kettenlängen nötig. Die hier beschriebenen 

Tetramere stellen einen Beginn dar und zeigen auf, dass durch logische Variation 

der Nukleotid-Reihenfolge sowohl Bindungsposition als auch Anzahl der Liganden 

einfach und schnell bestimmt werden kann. 

 

5.2.6 Review 

Neben den anwendungsbezogenen Untersuchungen wurde von unserer 

Arbeitsgruppe ein Review verfasst. Die Arbeit umfasst eine Übersicht über alle 

Affinitätsstudien, die bisher auf elektrophoretischen Chips gemessen wurden. Da die 

Messart noch relativ neu ist, konnten alle Einsatzgebiete des Chips im Detail erörtert 

werden. Daneben wurde die Methodik der verschiedenen, kapillaren Affinitäts-

Messungen miteinander verglichen, obwohl sie bisher noch nicht alle auf Chip 

übertragen worden sind. 

Mikrochips wurden bisher hauptsächlich zum Studium von Enzym- und Antikörper-

Wechselwirkungen verwendet. Auf dem Gebiet der Enzymassays wurden sie zur 
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Bestimmung der Michaelis-Menten- und der Inhibitionskonstanten eingesetzt. In 

Immunoassays interagierten in direkten Messungen oder sogenannten Sandwich-

Tests Antikörper mit Antigenen. Im ersten Fall fungiert ein bekanntes Antigen als 

Ligand und der gesuchte Antikörper als Substrat, oder umgekehrt. Im zweiten Fall 

wird das Substrat (Antigen) zwischen zwei Antikörper eingeklemmt, von denen ein 

Antikörper durch Derivatisierung detektiert werden kann. Häufig sind hier nur Ja-

Nein-Antworten erwünscht: Sie gehören somit nicht zu den Affinitätsstudien, mit 

denen Gleichgewichte untersucht werden. Die EMSA-Messungen mit 

Neurotransmittern und Cyclodextrin (Paper I) stellten die erste veröffentlichte Arbeit 

dar, die generell Wechselwirkungen in einem Gebiet ausserhalb der zwei oben 

beschriebenen Anwendungen, Enzym- und Immunoassay, untersucht. 
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6 Schlussfolgerung und Ausblick 

Auf dem Gebiet der Affinitätsstudien wurde eine Alternative zu konventionellen 

Messmethoden gefunden, auf ein miniaturisiertes System übertragen und erfolgreich 

getestet. Die Messungen auf Chip weisen ganz klare Vorteile auf. Die Trennzeit ist 

deutlich verkürzt, so dass auch Substanzen mit einer kurzen Halbwertszeit 

gemessen werden können. Die Methode ist überdies für ein High Throughput 

Screening geeignet. Da die benötigten Puffer- und Probevolumina gegenüber der 

Kapillare reduziert sind, können Messungen mit speziellen Reagenzien – wie 

Dendrimeren, chiralen Peptiden oder, wie hier gezeigt, aufwendig hergestellten 

künstlichen Rezeptoren – durchgeführt werden, deren Einsatz auf Kapillaren zu 

kostenintensiv wäre. 

Kriterien für erfolgreiche Affinitätsstudien auf Mikrochips waren die Detektierbarkeit 

einer der Spezies (UV oder elektrochemische Oxidation) und eine deutliche 

Veränderung der Ionenbeweglichkeit des sich bildenden Komplexes. Im Gegensatz 

zur kapillaren ACE stellt die Auswahl von Puffersubstanzen hinsichtlich der 

resultierenden elektrophoretischen Ströme als auch von geeigneten 

Referenzsubstanzen eine grössere Herausforderung dar. 

 

Einige Aspekte der Messmethodik auf dem Chip sind noch verbesserungswürdig. Die 

Injektion sollte zukünftig auch hydrodynamisch erfolgen können, da während einer 

elektrokinetischen Injektion die Probe während des Injektions- und 

Separationsschrittes in den Trennkanal diffundieren kann. Eine weitere Problematik 

der elektrokinetischen Detektion besteht in der Diskriminierung von kationischen und 

anionischen Analyten. Es ist jedoch in näherer Zukunft zu erwarten, dass – 

hinsichtlich zuverlässiger Injektionsmengen und Vorhandensein alternativer 

Methoden – technische Lösungen gefunden werden. [1,2] Des Weiteren ist es künftig 
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sinnvoll, sich nicht auf UV-Detektion zu beschränken, da die Nachweisgrenze zu 

hoch ist, um Real-Proben im unteren mikromolaren Bereich messen zu können. 

Sowohl der Einsatz von Fluoreszenzdetektoren als auch Kopplungen mit 

Massenspektrometern sind eine sinnvolle Ergänzung. Jedoch sollte die 

Weiterentwicklung der im Vergleich unproblematischen UV-Detektion nicht ausser 

Acht gelassen werden, da sie ubiquitär einsetzbar ist. Eine Verkleinerung der 

Nachweisgrenze würde Messungen in Kanälen mit deutlich geringeren Querschnitten 

ermöglichen. Der Trend geht in Richtung Herstellung von Nano-Kanälen, womit sich 

wesentlich bessere Trenneffizienzen bei höheren elektrischen Feldern erzielen 

lassen. 

Auch wenn noch nicht kommerzialisiert, so besteht die Möglichkeit der parallelen 

Messungen mit Multi-Kanal-Mikrochips und flexibler Veränderung der 

Pufferzusammensetzung, ein wichtiges Kriterium, ACE-Messungen zu 

automatisieren. Es ist zu erwarten, dass in naher Zukunft planare elektrophoretische 

Trennsysteme vermehrt für diese Zwecke eingesetzt werden. 
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