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Elektrophorese

1.1
Allgemeines

1.1.1
Elektrophoresen in freier Losung

Wandernde-Grenzschichten-Elektrophorese: Fur die elektrophoretische Trennung
von Substanzen entwickelte Arne Tiselius die Methode der wandernden Grenz-
schichtenelektrophorese und erhielt dafiir, neben seinen Arbeiten auf dem Gebiet
der Adsorptionsanalyse, 1948 den Nobelpreis (Tiselius, 1937). In ein mit Puffer
gefiilltes, U-formiges Glasrohr, in dessen Enden die Elektroden eingebaut sind,
wird die Probe, z. B. ein Proteingemisch, eingebracht. Unter dem Einfluss des elek-
trischen Feldes wandern die Probenkomponenten je nach Ladungszahl und La-
dungsrichtung unterschiedlich schnell in Richtung Anode oder Kathode. Mithilfe
einer Schlierenoptik kann man an beiden Enden der Probenzone die dabei entste-
henden, durch unterschiedliche Lichtbrechung voneinander abgesetzten Grenz-
schichten wiahrend der Bewegung beobachten (Abb. 1.1).

Die Auflosung ist relativ gering, weil die meisten Zonen, aufler den jeweiligen
Frontzonen, Mischzonen sind. Die Grenzschichtenelektrophorese in freier Lo-
sung wird heute hauptséchlich in der Grundlagenforschung zur exakten Messung
von elektrophoretischen Mobilitdten von Substanzen eingesetzt.

Kontinuierliche tréigerfreie Elektrophorese: Bei dieser von Hannig (1982) ent-
wickelten Methode fliefit senkrecht zu einem elektrischen Feld ein kontinuier-
licher Pufferfilm durch einen 0,5-0,2 mm schmalen Spalt zwischen zwei gekiihl-
ten Glas- oder Kunststoftplatten (Free-Flow-System). An der einen Seite wird an
einer definierten Stelle die Probe zugefiihrt, am anderen Ende werden die Ein-
zelfraktionen durch eine Reihe von Schlduchen aufgefangen. Die verschiedenen
elektrophoretischen Mobilitaten senkrecht zur Fliefirichtung fithren zu verschie-
den starker, aber konstanter Ablenkung der Probenkomponenten, sodass sie an
unterschiedlichen Stellen am Ende der Trennkammer auftreffen (siehe Abb. 1.2).
Neueste Entwicklungen erméglichen Feldstérken von tiber 800 V/cm und Tren-
nungen in weniger als 1 min.

Elektrophorese leicht gemacht, 2. Auflage. Reiner Westermeier.
©2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA. Published 2016 by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA.



8

1 Elektrophorese

Kathode Anode
+

s

Schlierenoptik Trennkurven

Abb. 1.1 Wandernde-Grenzschichten-Elektrophorese in einem U-Rohr nach Tiselius. Messung
der elektrophoretischen Mobilitat mit Schlierenoptik.
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Abb. 1.2 Schematische Darstellung der kontinuierlichen tragerfreien Elektrophorese (Free-
Flow-System).

Neben Trennungen 16slicher Substanzen wird diese Technik auch zur Identifi-
zierung, Reinigung und Isolierung von Zellorganellen und -membranen und gan-
zer Zellen, wie Erythrozyten, Leukozyten, Gewebezellen, Malariaerregern und
anderer Parasiten, eingesetzt. Die Methode ist sehr effektiv, da bereits geringe



1.1 Allgemeines

Unterschiede der Oberflichenladungen von Partikeln und Zellen zur Trennung
ausgenutzt werden konnen.

Kapillarelektrophorese: Fiir analytische und mikropréparative Elektrophoresen
ist die Kapillarelektrophorese eine interessante Alternative (Hjertén, 1983): Ana-
log zur HPLC wird sie haufig als HPCE (High Performance Capillary Electropho-
resis) bezeichnet. Die Trennung erfolgt in einer 20—30 cm langen, meist offenen
Quarzkapillare aus Fused Silica mit 50—100 pm Innendurchmesser; die beiden
Enden tauchen in Pufferbehilter ein, in welche die Elektroden eingebaut sind. Die
verwendeten Feldstédrken liegen in der Grofienordnung bis zu 1 kV/cm, die Strom-
stirke betrdgt 10-20 pA; man benoétigt deshalb einen Stromversorger, der Span-
nungen bis zu 30kV liefern kann. Die joulesche Wérme kann aus diesen diinnen
Kapillaren mit einem Geblése sehr effektiv abgefithrt werden. Typische Trenn-
zeiten sind 10—20 min. Die Detektion der Fraktionen erfolgt durch UV-Messung
direkt in der Kapillare bei 280, 260 oder in manchen Fillen sogar bei 185 nm. Bei
einigen Substanzen erreicht man Nachweisempfindlichkeiten bis in den Attomol-
bereich. Zur Verhinderung von Adsorption der Probenkomponenten an der Ka-
pillaroberfliche und zur Vermeidung von Elektroosmoseeffekten wird die Kapil-
lareninnenseite meist mit linearem Polyacrylamid oder Methylcellulose belegt.
Kapillarelektrophorese-Apparaturen konnen fiir alle drei Trennmethoden einge-
setzt werden: Elektrophorese, Isotachophorese und Isoelektrische Fokussierung.
Die verwendeten Puffer hingen vom Trennproblem ab: z. B. 20-30 mmol/L Na-
triumphosphatpuffer pH 2,6 fiir die Elektrophorese von Peptiden.

Mizellare elektrokinetische Chromatografie (MEKC) eingefiithrt von Terabe et
al. (1984) ist eine elektrophoretische Methode, mit welcher man sowohl neutral
als auch geladene Substanzen auftrennen kann. Hierbei werden Tenside tiber der
kritischen Mizellenkonzentration eingesetzt. Die geladenen Mizellen wandern in
die Gegenrichtung des vom Quarzglas verursachten elektroosmotischen Flusses.
Die elektroosmotische Stromung ist schneller als die Wanderung der Mizellen,
welche mit den Probensubstanzen hydrophobisch und elektrostatisch interagie-
ren wie bei einer Chromatografie.

Ein Vorteil der Kapillarelektrophorese liegt in der Automatisierung. So gehort
bei solchen Geriten eine automatische Probenaufgabe zum Standard (Abb. 1.3).
Ein weiterer Vorteil ist die Mdoglichkeit der Kopplung mit anderen analytischen
Instrumenten sowohl vor der Elektrophorese: HPLC/HPCE; als auch danach:
HPCE/Massenspektrometer. Fiir préparative Trennungen verwendet man hinter
dem UV-Detektor einen Fraktionensammler. Im Gegensatz zur Reversed-Phase-
Chromatographie werden Proteine bei der HPCE nicht geschadigt, auflerdem
erhilt man eine hohere Auflosung. Einzelne Fraktionen kénnen deshalb auch in-
nerhalb der Kapillare mit Antikorpern detektiert und identifiziert werden (siehe
Kapitel 7, Blotting-Methoden).

Praktische Informationen zur Kapillarelektrophorese findet man in dem von
Robert Weinberger (2000) herausgegebenen Buch.

Wegen der Automatisierungsmoglichkeit, der Parallelisierung fiir Hochdurch-
satzanalysen und der Wiederverwendbarkeit der Kapillaren wurde die Kapil-
larelektrophorese die zentrale Methode zur DNA-Sequenzierung und damit
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Abb. 1.3 Schematische Darstellung eines Kapillarelektrophoresesystems.

zur Entzifferung von Genomen. Seitdem Next-Generation-Genome-Sequen-
cing-Methoden eingefithrt worden sind, welche nicht mehr auf Elektrophorese
basieren, werden die Multikapillarsysteme fiir andere Applikationen eingesetzt,
vor allem fiir automatisierte Hochdurchsatzanalysen komplexer Zuckerstruktu-
ren (Schwarzer et al., 2008).

Allerdings ist die Investition fiir ein trégerfreies Elektrophoresesystem oder ein
Kapillarelektrophoresegerit deutlich hoher als fiir eine Gelelektrophoreseausriis-
tung.

Mikrochipelektrophorese (MCE) ist im Prinzip eine miniaturisierte Kapillar-
elektrophorese in einer planaren Anordnung. Sie erméglicht einen hoheren Grad
der Automatisierung und noch schneller Analysen. Probenaufgabe und -trennung
erfolgt in schmalen Kanélen, welche durch fotolithografische Prozeduren in die
Oberfliche von Glas-, Silikon- oder Polymerplattchen eingedtzt wurden. Meist
sind die Kanéle in der Form eines Kreuzes angeordnet in der Gréflenordnung von
1-10 cm mit ca. 50 um Durchmesser (sieche Abb. 1.4). Alle Reservoirs enthalten
Elektroden fiir Probeninjektion und die Trennung. Das Probenvolumen fiir die
MCE im Vergleich zur CE betrégt ein Zehntel: ca. 0,1-0,5 nL, und wird meistens
elektrokinetisch appliziert. Bei Spannungen von 1-4kV sind die Trennungen
etwa viermal schneller als in der CE: 50-200s. Die Visualisierung der Zonen
erfolgt entweder durch laserinduzierte Fluoreszenz (LIF), wie in der Publikation
von Schulze et al. (2010) beschrieben, oder mit elektrochemischer Detektion.
Letztere Methode eignet sich am besten zur Detektion von niedermolekularen
Analyten.
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Abb. 1.4 Schematische Darstellung der Mikrochipelektrophorese.

1.1.2
Elektrophoresen in stabilisierenden Medien

Stabilisierende Medien konnen aus Papier oder Folien bestehen, meist werden
aber Gele verwendet. Um den Verlauf der Trennung beobachten zu kénnen und
den Endpunkt der Trennung zu erkennen, lasst man Farbstoffe mit hohen elektro-
phoretischen Mobilititen mit der Probe mitlaufen: Bei Proteintrennung in Rich-
tung Anode verwendet man meist Bromphenolblau oder Orange G, in Richtung
Kathode Bromkresolgriin oder Methylenblau, fiir Nukleinsduretrennungen Xy-
lencyanol.

11
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Die Arbeitsanleitungen im zweiten Teil beschrénken sich auf Elektrophoresen
im stabilisierenden Medium, weil diese Techniken mit dem geringsten Geréteauf-
wand durchgefithrt werden konnen.

Der Nachweis der getrennten Zonen erfolgt entweder unmittelbar im Trenn-
medium durch Anfarben, Ansprithen mit spezifischen Reagenzien, durch En-
zym-Substrat-Kopplungsreaktionen, Immunprézipitation, Autoradiografie, Fluo-
rografie oder mittelbar durch Immunprinting oder mit Blotting-Methoden.

Papier- und Diinnschichtelektrophorese: Diese Techniken sind zum grofien
Teil aufgrund der besseren Trenneigenschaften und der héheren Beladungskapa-
zitdt von Agarose- und Polyacrylamidgelen durch Methoden der Gelelektropho-
rese abgeldst worden. Lediglich zur Analyse von hochmolekularen Polysacchari-
den und Lipopolysacchariden, welche die Gelporen verstopfen konnen, werden
elektrophoretische Trennungen auf horizontalen Kieselgeldiinnschichtplatten
durchgefiihrt, die seitlich mit Puffertanks verbunden sind (Scherz, 1990).

Celluloseacetatfolien sind grofiporig, sodass sie keine Siebwirkung auf Proteine
austiben. Elektrophoretische Trennungen in diesem Material sind deshalb rein
ladungsabhéngig. Die Matrix wirkt kaum der Diffusion entgegen, die getrennten
Zonen sind relativ breit, die Auflésung und die Nachweisempfindlichkeit sind re-
lativ niedrig. Auf der anderen Seite ist ihre Handhabung sehr einfach, Trennung
und Anfiarben funktionieren schnell (Kohn, 1957). Dafiir werden einfach konstru-
ierte Horizontalkammern verwendet: Die Celluloseacetatstreifen werden in die
Kammern eingehdngt, sodass die beiden Enden in die Pufferlésung eintauchen;
eine Kithlung wéhrend der Trennung ist iberfliissig. Diese Technik ist weitver-
breitet in der klinischen Routine und verwandten Anwendungsgebieten fiir die
Untersuchung von Serum und zur Analyse von Isoenzymen in physiologischen
Flissigkeiten. Informationen zur Elektrophorese in der klinischen Diagnostik sind
im Lexikon der Medizinischen Laboratoriumsdiagnostik zu finden (Gressner und
Arndt, 2013).

1.1.3
Gelelektrophorese

1.1.3.1 Geltypen
Die Gelmatrix soll méglichst kontrolliert einstellbare und gleichméflige Poren-
groflen haben, chemisch inert sein und keine Elektroosmose besitzen.
Stéirkegele, von Smithies (1955) eingefiihrt, werden aus hydrolysierter Kartoffel-
stirke hergestellt, die man durch Aufkochen 16st und in 5-10 mm dicker Schicht
ausgiefit. Die Porengroflie wird durch den Stirkegehalt der Losung eingestellt.
Stérke ist ein Naturprodukt, dessen Eigenschaften stark variieren kdnnen. Wegen
der mangelnden Reproduzierbarkeit und der unpraktischen Handhabung diese
Gele werden sie immer mehr von Polyacrylamidgelen abgel6st.
Dextrangele sind fast ausschlief3lich fiir praparative Anwendungen ohne Sieb-
effekte verwendet worden, wie fiir die Isoelektrische Fokussierung (Radola, 1975).
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Abb. 1.5 Chemische Formel der Agarose und Ausbildung der Gelstruktur beim Gelieren.

Agarosegele werden insbesondere dann verwendet, wenn man grofe Poren fiir
Analysen von Molekiilen tiber 10 nm Durchmesser benétigt. Agarose ist ein Poly-
saccharid und wird aus roten Meeresalgen hergestellt. Durch Entfernen des Aga-
ropektins erhélt man unterschiedliche Elektroosmose- und Reinheitsstufen. Die
Charakterisierung erfolgt durch die Schmelztemperatur (35-95 °C) und den Grad
der Elektroosmose (1, Wert), welcher der Anzahl polarer Restgruppen abhéngt.
Die Porengrofie ist abhéngig von der Agarosekonzentration: Man orientiert sich
dabei an der Einwaage der Agarose und dem Wasservolumen. Da die beim Auf-
kochen unvermeidlichen Wasserdampfverluste von Ansatz zu Ansatz variieren
konnen, kann dieser Wert in der Praxis nicht als absolut exakt betrachtet werden.
In der Regel verwendet man Gele mit 150 nm Porengrofle bei 1 % (g/v) bis 500 nm
bei 0,16 %. Agarose wird durch Aufkochen in Wasser gelost und geliert beim Ab-
kithlen. Dabei bilden sich aus dem Polysaccharid-Sol Doppelhelices aus, die sich
in Gruppen seitlich zu relativ dicken Fiden zusammenlagern (Abb. 1.5). Diese
Struktur verleiht Agarosegelen hohe Stabilitét bei grofien Porendurchmessern.

Die Gele werden in der Regel durch Ausgieflen der Agaroselosung auf eine ho-
rizontale Glasplatte oder Tragerfolie hergestellt. Die Geldicke ergibt sich dabei
aus dem Volumen der Losung und der Fliche, auf die sie verteilt wird.

Fiir DNA-Elektrophoresen giefSt man 1-10 mm dicke Gele auf UV-durchlas-
sige Kunststoffplatten, weil die DNA-Fraktionen mit Fluoreszenzfarbstoffen de-
tektiert werden. Die Gele befinden sich wihrend der Elektrophorese unter einer
Pufferschicht, damit sie nicht wegen der Elektroendosmose austrocknen (siehe
Abb. 1.11 und 1.18).

Fiir Proteinelektrophoresen werden 1-2 mm diinne Agarosegelschichten auf
horizontale Glasplatten oder Tragerfilme aufgebracht. Sehr exakte Geldicken er-
reicht man durch Giefien der Losung in vorgewérmte Kiivetten, wie z. B. bei der
vertikalen SDS-Agarose-Gelelektrophorese zur Analyse von Multimeren des von
Willebrand-Faktors (Ott et al., 2010).

Polyacrylamidgele, erstmals 1959 von Raymond und Weintraub (1959) fiir
die Elektrophorese eingesetzt, sind chemisch und mechanisch besonders stabil

13
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Abb. 1.6 Die Polymerisation von Acrylamid und Methylenbisacrylamid.

und vollkommen transparent. Durch chemische Kopolymerisation von Acryl-
amidmonomeren mit einem Vernetzer — meist N, N’-Methylenbisacrylamid
(Abb. 1.6) — erhélt man ein klares, durchsichtiges Gel mit sehr geringer Elektro-
endosmose. Die Reaktion wird mit Ammoniumpersulfat als Katalysator gestartet,
TEMED liefert die tertidren Aminogruppen, welche die Freisetzung von Radika-
len auslosen.

Die PorengrofSe ldsst sich durch die Totalacrylamidkonzentration 7" und den
Vernetzungsgrad C (von engl. cross-linking) exakt und reproduzierbar einstellen,
wobei am hiufigsten die Definition nach Hjertén (1962) verwendet wird:

b

— X 100 (%) .
a+b %)

T = C

a+b 100%);
|4

Dabei ist a — Masse Acrylamid in g, b — Masse Methylenbisacrylamid in g, V -

Volumen in mL.

Bei konstantem C und steigendem 7" wird die Porengrofie kleiner. Bei konstan-
tem 7 und steigendem C folgt die Porengrofie einer parabolischen Funktion: Bei
hohen und niedrigen C-Werten erhélt man grof3e Poren, das Minimum bei 10 % T
Gelen liegt bei C = 4 %. Gele mit C > 5% sind sprode und relativ hydrophob. Sie
werden nur in Sonderfillen verwendet, wie z. B. zur Trennung von Megaprotein-
komplexen (Strecker et al., 2010). Fiir Trennungen von Proteinen und Peptiden
sollte man keine 7-Werte tiber 16 % verwenden, weil die Molekiile wihrend der
Wanderung chemisch modifiziert werden. Die Peptidgele von Schiagger und von
Jagow (1987) bestehen aus 16% T und 6 % C.
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Neben Methylenbisacrylamid (Bis) gibt es noch eine Reihe von alternativen Ver-
netzern, die von Righetti (1983) aufgelistet und verglichen wurden. Erwéhnt sei an
dieser Stelle das N, N’-Bisacryloylcystamin, das eine Disulfidbriicke enthilt, die
mit Thiolreagenzien aufgespalten werden kann. Auf diese Weise ist es moglich,
nach der Elektrophorese die Gelmatrix zu verfliissigen und grofporig zu machen.
Die alternativen Vernetzer werden relativ selten verwendet, weil die Trennquali-
tit der Gele meist schlechter ist als mit Bis.

Wichtig
Die Monomere sind toxisch: Vorsichtig damit umgehen!

Die Polymerisation erfolgt unter Luftabschluss, da Sauerstoff ein Radikalfinger
ist. Die Polymerisationskinetik ist u. a. temperaturabhingig: Zur Vermeidung von
unvollstindiger Polymerisation soll diese nicht bei Temperaturen unter 20 °C er-
folgen. Es ist wichtig zu wissen, dass die Gele gleich nach der Verfestigung noch
nicht fertig polymerisiert sind. Fiir den vollstindigen Einbau der Vernetzer sollte
man das Gel noch einige Stunden bei Raumtemperatur stehen lassen und nicht
sofort in den Kithlraum oder Kiihlschranklegen. Die Gele sollten frithestens einen
Tag nach der Polymerisation verwendet werden.

Die Gele werden zur Minimierung der Sauerstoffaufnahme in vertikalen Gief3-
stinden polymerisiert: Rundgele in Glasréhrchen, Flachgele in Kiivetten, die
durch zwei Glasplatten und Dichtungen gebildet werden. Die Oberfliche der
Monomerlésung wird mit wassergesattigtem Butanol oder mit 70 Vol-% Isopro-
panol in Wasser tiberschichtet. Alternativ hierzu kann man die Monomerlésung
mit ca. 7 % Glycerin beschweren und dann mit Wasser iiberschichten. Neben der
vertikalen gibt es auch horizontale Gieftechniken (Radola, 1980). Die erhohte
Sauerstoffaufnahme muss durch Erhohung der Katalysatorenmenge kompensiert
werden. Dabei handelt man sich allerdings Storungen bei der Trennung ein.

Die Geleigenschaften werden durch zahlreiche Parameter beeinflusst:

Die beste Polymerisationseffektivitit erhalt man bei einem pH-Wert von 7.
Gele mit sauren Puffern miissen mit alternativen Katalysatoren polymerisiert
werden, z. B. mit einer Kombination aus Ascorbinsdure, FeSO, und H,O, (Jor-
dan und Raymond, 1969).

Die Qualitdt der Monomere und aller anderen Reagenzien spielt eine wichtige
Rolle. Wenn Teile von Acrylamid zu Acrylsdure zerfallen sind, enthalt das Gel
fixierte Carboxylgruppen, die dann Elektroendosmoseerscheinungen verursa-
chen.

Einige Pufferkomponenten konnen die Polymerisation inhibieren; z. B. diirfen
die Puffer keine Thiole enthalten.

Wichtig

Monomere in Pulverform sind besonders gesundheitsschiddigend. Deshalb
wird empfohlen, lieber fertige Stammlésungen zu verwenden, als Acrylamid
und Bis selbst einzuwiegen.

15
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Abb. 1.7 Gelgeometrien fiir elektrophoretische Trennungen.

Der Zusatz von Gelverstiarkern wie Rhinohide und Duracryl zu Monomerlésun-
gen verbessern die mechanischen Eigenschaften der Gele und erleichtern die
Handhabung von grofien Flachgelen ohne Trégerfolie. Ungliicklicherweise sind
aber von Einfliissen auf das Trennverhalten und Farbeeigenschaften berichtet
worden.

Polyacrylamidgele werden in der Form vertikaler Gelstdbe oder -platten ver-
wendet oder als horizontale Gelschichten, wobei Letztere der einfachen Handha-
bung wegen meist auf stabile Trégerfolien aufpolymerisiert sind (Abb. 1.7).

Die Verwendung von Rundgelen ist selten geworden, weil sie schwierig zu hand-
haben und die Resultate schwer zu vergleichen sind. Bei Vertikalsystemen werden
die Gele zur Elektrophorese zusammen mit den Glasrohrchen bzw. den Glaskii-
vetten in die Pufferkammern eingesetzt; die Gele haben unmittelbaren Kontakt
zu den Elektrodenpuffern. Wenn, z. B. fiir das Picken von Proteinspots, Gele mit
stabiler Grofle benotigt werden, kann man das Gel kovalent an eine Glasplatte
binden, indem man diese vorher mit Bind-Silan beschichtet. Gele fiir Horizontal-
systeme werden auf eine Trégerfolie aufpolymerisiert und zur Trennung aus der
GiefSkiivette entnommen.

Fiir die Aufgabe der Proben werden an der Oberseite von Vertikalgelen Proben-
taschen einpolymerisiert (siehe auch Abb. 1.7). Dies erreicht man durch Einste-
cken eines scharfkantigen Kamms zwischen die Glasplatten. Bei Horizontalgelen
benétigt man in vielen Féllen keine Geltaschen; die Proben werden mit Filterpa-
pierstiickchen oder Lochbéndern aus Silikongummi direkt auf die Oberfliche ap-
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pliziert. Bei homogenen Puffersystemen sind auch im Horizontalsystem schmale
Probenwannen in der Geloberflache wichtig fiir gute Resultate.

1.1.3.2 Instrumentelles zur Gelelektrophorese
Die apparative Ausriistung fiir die Kapillar- und Mikrochipelektrophorese sowie
die automatisierte DNA-Sequenzierung ist bereits im Zusammenhang mit den
Methoden beschrieben worden.

Die Ausriistung fiir Elektrophoresen besteht prinzipiell aus drei Geréten:

a) Stromversorger,
b) Kiihl- oder Heizthermostat,
¢) Trennkammer mit zugehorigem Gelgiefsystem.

Zu a): Fur Elektrophoresen bendtigt man Gleichstromversorger, die, bei exakt
einstellbaren Strom-, Spannungs- und Leistungswerten, hohe Spannungen lie-
fern.

Zu b): Viele selbst hergestellte Trennsysteme werden ohne Kithlung bzw. Hei-
zung eingesetzt. Es hat sich jedoch gezeigt, dass mit gekiihlten oder thermostati-
sierten Apparaturen bessere und reproduzierbarere Trennergebnisse erzielt wer-
den.

Zu c): Das Herzstiick der Elektrophoreseausriistung ist die Trennkammer. Hier
gibt es wegen der Vielzahl unterschiedlicher Methoden und Modifikationen eine
Reihe von Typen.

1.1.3.3 Elektrische Bedingungen

Fiir die Festlegung der Trennbedingungen bei Elektrophoresen sollte man sich
noch einige physikalische Zusammenhénge vor Augen fithren. Dies ist auch wich-
tig fiir das Arbeiten nach exakten Vorschriften:

Die treibende Kraft bei der Elektrophorese ist das Produkt aus der Eigenladung
Q* (Nettoladung) einer Substanz und der elektrischen Feldstirke E, die in V/cm
gemessen wird. Das bedeutet fiir die Wanderungsgeschwindigkeit v einer Sub-
stanz in cm/s:

Die Nettoladung Q* kann als Summe der positiven und negativen Elementar-
ladungen betrachtet werden, gemessen in Amperesekunden.

V_QixE
- R

Fiir eine elektrophoretische Wanderung bendtigt man also eine bestimmte Feld-
stirke.
Die Reibungskonstante R ist abhdngig vom Molekiilradius r (Stokes-Radius) in
cm und der Viskositit # des Trennmediums, welche in N's/cm? gemessen wird.
Zur Erreichung der Feldstarke muss die Spannung U anliegen: sie wird in Volt
(V) gemessen, die Trenndistanz entsprechend in cm:

Spannung = Feldstéirke X Trenndistanz
U=Exd
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Abb. 1.8 Schematische Darstellung der Zusammenhénge zwischen den Dimensionen des
Trennmediums und Strom-, Spannungs- und Leistungsbedingungen bei Elektrophoresen.

Legt man an ein leitendes Medium (Puffer) ein elektrisches Feld an, so flief3t
ein Strom I; er wird in Ampere (A) gemessen, doch gibt man ihn in der Elektro-
phorese meist in mA an. Die Hohe des Stromflusses ist abhéngig von der Ionen-
stirke des Puffers. Bei Elektrophoresen hat man relativ hohen Stromfluss, bei der
Isoelektrischen Fokussierung ist er gering, weil pH-Gradienten relativ niedrige
Leitfahigkeit haben.

Das Produkt aus Spannung und Strom ist die Leistung P, die in Watt (W) an-
gegeben wird.

Leistung = Spannung X Strom
P=UxI

Das Produkt aus (elektrischer) Leistung und Zeit ist Energie. In der Elektropho-
rese wird die elektrische Energie im Wesentlichen in joulesche Wéirme umgewan-
delt. Deshalb werden Elektrophoresen meist gekiihlt. Da die Kiihleffektivitit, die
Wérmeabfuhr, nicht unendlich gesteigert werden kann, darf eine gewisse Leis-
tung nicht tiberschritten werden. Bei Nichtbeachtung dieser Fakten kann ein Gel
ohne Weiteres durchbrennen.

In Gelplatten kann der ,, Smiling-Effekt“ auftreten, wenn mehr joulesche Warme
erzeugt wird als abgefithrt werden kann: dann ist die Temperatur innerhalb des
Gels hoher als an den beiden Randern. Dadurch sind die elektrophoretischen Mo-
bilitdten im Inneren hoher als am Rand und die Front und die getrennten Zonen
sind an den beiden Seiten nach oben gebogen. Wenn ein relativ dickes Flachgel
an einer Oberflidche stérker gekiihlt wird als an der anderen, entsteht der ,Jalou-
sieneffekt: Die Zonen wandern an einer Oberfliche schneller als an der anderen.

Abbildung 1.8 zeigt die Zusammenhéinge zwischen Spannung, Strom und
Leistung mit den Dimensionen des Elektrophoresemediums. Je langer die Trenn-
distanz, umso hoher muss die Spannung sein, um eine gewisse Feldstirke zu
erreichen. Die Stromstérke ist, bei gegebener Ionenstirke, proportional zum
Querschnitt: Je dicker also das Gel ist, desto mehr Strom flief3t. Die Leistung ist
proportional zum Volumen.
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Abb. 1.9 Verlauf der elektrischen Parameter wédhrend einer Disk-Elektrophorese und einer
Isoelektrischen Fokussierung.

Richtwerte fiir gekiihlte 0,5 mm diinne Horizontalgele:

Zonenelektrophoresen: ca.2W/mL Gelvolumen
IEF: ca. 1 W/mL Gelvolumen

Dies hat auch zur Konsequenz, dass man Leistung und Stromstarke reduzieren
muss, wenn man nur Teile eines ganzen Gels laufen ldsst, z. B.:

Halbes Gel:  halbe Stromstirke — halbe Leistung — gleiche Spannung ... bei glei-
cher Trenndistanz

Wenn zwei Vertikalgele statt einem laufen gelassen werden, werden die Strom-
stidrke — und auch die Leistung — verdoppelt:

Zwei Gele:  doppelte Stromstirke — doppelte Leistung — gleiche Spannung ...
bei gleicher Trenndistanz

Die eingestellten Werte am Stromversorger sind immer die Maximalwerte. Die
wirklichen Werte dndern sich wahrend des Laufes, weil sich die Leitfahigkeit &n-
dert. Oft wird vergessen, dass ein hoher konzentriertes Gel einen hoheren Wider-
stand hat als ein Gel mit niedrigem 7'-Wert.

Die Leitfahigkeit des Systems dndert sich sehr stark bei der Disk-Elektropho-
rese und der Isoelektrischen Fokussierung (siehe Abb. 1.9). Zur Optimierung der
Trennbedingungen und Vermeidung von Uberhitzung des Gels sollte man un-
bedingt einen Stromversorger mit Leistungsbegrenzung einsetzen (bei manchen
Stromversorgern kann man nur die Strom- und Spannungswerte begrenzen).

19



20

1 Elektrophorese

1.1.4
Stromversorger

Es gibt verschiedene Ausfithrungs- und Spezifikationsstufen:

« Einfache Stromversorger konnen nur tiber die Spannung geregelt werden; meist

bis maximal 200 V.

Typische Elektrophoresestromversorger kann man mit konstanter Stromstér-

ke oder konstanter Spannung betreiben; meist bis 500 oder 1000V, 200 oder

400 mA.

o Hochspannungsstromversorger, die auch fiir die Isoelektrische Fokussierung
geeignet sind, liefern hohe Spannungen bis zu 3000 V und sind zusétzlich leis-
tungsstabilisiert; d. h., man kann eine Maximalleistung einstellen.

o Programmierbare Stromversorger haben zusitzlich einen Mikroprozessor, iiber
den man verschiedene Trennbedingungen mit unterschiedlichen Stufen abru-
fen kann. Sie enthalten meistens auch einen Volt-Stunden-Integrator.

1.1.5
Trennkammern

1.1.5.1 Vertikalapparaturen

Die Elektrophorese erfolgt dabei meist in vertikalen Gelplatten, die in Glaskiivet-
ten eingegossen sind. Die Proben werden auf die Geloberflache in die Geltaschen
mit einer Spritze oder Mikropipette aufgegeben. Die Stromzufuhr erfolgt iiber
Platinelektroden, die in die Puffertanks eintauchen.

Einige Ausfiithrungsbeispiele von Vertikalsystemen mit und ohne Kithlmoglich-
keiten sind in Abb. 1.10 gezeigt. Zur Abfiihrung der jouleschen Wirme wird in
Beispiel b der ,obere Puffer”, in Beispiel ¢ der untere Puffer tiber Wirmetauscher
gekiihlt. Wegen der unterschiedlichen Arten der Verbindungen des Gels mit dem
oberen Puffertank werden unterschiedliche Formen von Glasplatten eingesetzt.
Einfache Kassetten fiir selbst gegossene Gele sind friiher erst mit Agarose an der
unteren Offnung abgedichtet worden, bevor sie mit der Acrylamidmonomerls-
sung befiillt wurden. Neuere Giefistinde verwenden weiche Gummiplatten fiir
die Abdichtung (f). Fertiggele werden meist in Plastikkassetten geliefert (e).

1.1.5.2 Horizontalapparaturen

DNA-Analysen in Agarosegelen

Zur analytischen und préparativen Auftrennung von DNA-Bruchstiicken und
RNA-Restriktionsfragmenten werden meistens Submarine-Kammern verwen-
det. Bei diesen Horizontalkammern (siehe Abb. 1.11) liegt das Agarosetrenngel
unter einer diinnen Pufferschicht zwischen den seitlich angeordneten Puffer-
tanks. Solche einfachen Horizontalkammern gibt es in verschiedenen Grofien.
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Abb. 1.10 Unterschiedliche Konstruktionen  ausgleich dient; optional mit Wasser kiihlbar

von Vertikalkammersystemen. (a) Einfache Uber Schlauche. (d) Kassettenaufbau fir die
ungekiihlte Vorrichtung mit oberem und un-  Systeme A und B mit einer Glasplatte mit ein-
terem Pufferreservoir. (b) Konstruktion mit gekerbter Aussparung. (e) Plastikkassette mit

groBem ,oberen” Puffertank, der auch als War- Fertiggel. (f) GieBstand mit Kassette fiir das
meausgleich dient; optional mit Wasser kiihl-  System C mit zwei Glasplatten mit glatten
bar Uber Schlduche. (c) System mit groBem Oberkanten.

unteren Puffertank der ebenfalls als Warme-

UV-transparente
(a) Wanne (b)

Abb. 1.11 Submarine-Kammer fiir Nukleinsduretrennungen. (a) GieBwanne; (b) Agarosekam-
mer wahrend der Elektrophorese.

Zur Elektrophorese im gepulsten elektrischen Feld wird an den Stromversorger
ein Steuergerit angeschlossen, das alternierend — mit einprogrammierten Zeit-
takten — die Elektroden in Nord-Siid- und Ost-West-Richtung ansteuert. In die
Elektroden sind Dioden eingebaut, damit die nicht eingeschalteten Elektroden
das Feld nicht beeinflussen konnen. Da solche Trennungen sehr lange dauern
konnen — bis zu mehreren Tagen —, muss der Puffer gekiihlt und umgewdlzt
werden (Abb. 1.12). Um inhomogene elektrische Felder zu erzeugen, werden die
Punktelektroden auf rechtwinklig angeordnete Elektrodenschienen aufgesetzt.
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(b)

Abb. 1.12 System fiir die DNA-Gelelektrophorese im gepulsten Feld (PFG). (a) PFG-Submarine-
Trennkammer mit Kiihlschlange und Pufferzirkulationspumpe (nicht gezeigt). (b) Program-
mierbares Pulssteuergerét. (c) Hexagonalelektrode zum Geradeauslauf der Trennspuren.

Protein- und DNA-Fragment-Analysen in horizontalen Polyacrylamidgelen

Sehr vielseitig sind Horizontalkammern mit Kiithlthermostatisierplatte, teilweise
mit seitlich angeordneten Puffertanks (siehe Abb. 1.13). Sie sind ausgeristet fiir
die analytische und préparative Isoelektrische Fokussierung, fiir simtliche Varia-
tionen der Immun- und Affinitétselektrophoresen und aller Elektrophoresen in
restriktiven und nicht restriktiven Gelen und fiir die hochauflésende 2-D-Elek-
trophorese.

Hier konnen hohe Spannungen angelegt werden, weil es keine Probleme mit der
Isolierung der Puffertanks gibt; viele Techniken bendtigen im Horizontalsystem
tiberhaupt keine Puffertanks mehr. Die meisten methodischen Anleitungen in Teil
II beziehen sich auf diesen Typ Elektrophoresesystem, weil beinahe alle Methoden
damit durchgefiihrt werden kénnen. Die Multiphor-Kammer (siehe Abb. 1.13a)
ist seit tiber 40 Jahren auf dem Markt ohne grofSere Modifikationen. Die Blue-
Horizon-Kammer (siehe Abb. 1.13b) ist die neueste Entwicklung. Sie besitzt keine
Puffertanks mehr, weil die Verwendung von Elektrodendochten mit konzentrier-
ten Elektrodenpuftern viel praktischer ist. Die Trenneinheit ist in Schubladenform
in ein Gehduse eingebaut. Dies hat mehrere Vorteile: Sie spart Platz auf dem La-
bortisch, weil der Elektrodendeckel in einer Parkvorrichtung verstaut werden und
der Stromversorger oben auf das Gerit gestellt werden kann, und mehrere Gera-
te aufeinander gestapelt werden konnen. Auch die neuen Elektroden stellen eine
Verbesserung dar: Weil sie aus platinierten Titanstangen bestehen, sind sie viel
robuster als die frither verwendeten Platindréhte. Aulerdem wird das Gel im Ge-
hiuse wihrend des Laufes nicht dem Tageslicht ausgesetzt. Dies ist von Vorteil,



1.1 Allgemeines

Elektroden-
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schlauche
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Puffertank

Abb. 1.13 Verschiedene Horizontalelektro- diinne homogene und Gradientengele. (d)
phoresekammern: (a) Trennkammer mit Kilhl-  Anordnung eines Horizontalgels auf Trager-
platte und seitlichen Puffertanks. (b) Trenn- folie mit in konzentrierten Puffern getrankten

kammer in Gehaduse mit Schubladenkihlplat-  Elektrodendochten.
te ohne Puffertanks. (c) GelgieBkassette fiir

wenn man Proteine auftrennt, die mit lichtempfindlichen Fluoreszenzfarbstoffen
vormarkiert wurden. Abbildung 4.9c im Kapitel 4 zeigt eine Modifikation dieses
Systems mit vier Kithlplatten fiir Mehrfachldufe. Bei beiden Kammern kénnen die
Elektrodenabstédnde fiir unterschiedliche Gelgrofien verdndert werden.

Um gleichmiflige und effiziente Kithlung zu gewéhrleisten, wird zwischen
Tréagerglasplatte oder Trégerfolie und Kiihlplatte eine diinne Schicht Kiihlkon-
taktfliissigkeit aufgebracht. Diese Fliissigkeit darf keinen Strom leiten, muss iso-
osmotisch mit den Pufferkonzentraten und frei von Oberflichenspannung bzw.
kompatibel mit der Massenspektrometrie sein. Frither wurde Kerosin verwendet.
Als Ersatz verwendet man heute wissrige Losungen, die Glycerin, Sorbit und
das zwitterionische Detergens CHAPS enthalten. Sie ist leichter erhéltlich und
handhabbar und riecht nicht.

Wegen ihrer ausgezeichneten Sicherheitseigenschaften sind Horizontalkam-
mern besonders gut fiir die Isoelektrische Fokussierung geeignet.

Im automatisierten Minielektrophoresesystem PhastSystem® war alles in-
tegriert: Horizontale Peltier-Kiihl-/Thermostatisierplatte, programmierbarer
Stromversorger und Farbemaschine. Das System ist mittlerweile vom Hersteller
aus dem Programm genommen worden, die Verbrauchsmaterialien wie Fertig-
gele, Pufferstreifen und Farbereagenzien sind noch verfiigbar (siehe hierzu auch
Tab. 1.1).

Die verschiedenen Gelelektrophoresemethoden kann man in solche mit restrik-
tiven und mit nicht restriktiven Medien einteilen. Restriktive Gelsysteme wirken
der Diffusion entgegen: Die Zonen werden dadurch schirfer getrennt und ho-
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Tab. 1.1 Vergleich von horizontalen Flachbett- und vertikalen Gelsystemen.

Flachbettsysteme

Vertikale Systeme

Limitierte Geldicke, weil Kithlung nur von
einer Seite erfolgen kann.

In Flachbettsystemen werden meist tréger-
foliengestiitzte Gele verwendet. Die Trager-
folie kann aber fiir Blotting abgeschnitten
werden.

Sehr vielseitig fiir unterschiedliche Metho-
den, ideal fiir die Isoelektrische Fokussie-
rung.

Direkte Kithlung erméglicht eine exakte
Temperaturkontrolle.

Diinne Gelschichten kénnen verwendet
werden, die Probenaufgabe ist sehr einfach;
diinne Gele haben héhere Nachweisemp-
findlichkeit und sind einfacher und schnel-
ler anzufirben.

Meist werden trigerfoliengestiitzte Gele
verwendet, die sehr leicht zu handhaben
sind.

Sehr vielseitig fiir unterschiedliche Gelgro-
en: Gele konnen auseinander geschnitten
werden, wenn nur wenige Proben aufzu-
trennen sind.

In Pufferkonzentrat getrankte Elektroden-
dochte werden statt grofier Puffervolumina
verwendet.

Gerite sind einfach zu bedienen und zu rei-
nigen, keine Glasplatten notwendig, deshalb
ideal fiir Routineanwendungen.

Hohe elektrische Sicherheit, Puffertanks
konnen nicht miteinander in Kontakt kom-
men

Fertiggele auf Tragerfolie sind umwelt-
freundlich.

Hohere Proteinbeladungskapazitit, weil
dickere (bis zu 3 mm), von zwei Seiten ge-
kiihlte Gele verwendet werden kénnen.

Die Handhabung der dickeren Gele fiir
Blotting ist einfacher.

Limitiert technische Moglichkeiten, nicht
optimal fiir die Isoelektrische Fokussierung.

Keine oder nur indirekte Kithlung iiber
den Puffer und die Glas-, Keramik- oder
Plastikplatten.

Je dinner das Gel, umso komplizierter ist
die Probenaufgabe und die Handhabung der
Gele.

Gele ohne Trégerfolie sind nicht einfach zu
handhaben. Aber man kann Gele auf mit
Bind-Silan behandelte Glasplatten gief3en.

Es gibt Tanks fiir multiple Gele.

Bei manchen Systemen werden grofie Puf-
fervolumina benoétigt (bis zu 25L).

Viele Einzelteile zum Zusammensetzen und
reinigen.

Nur niedrige Spannungsmaximalwerte sind
zuldssig.

Fertiggele in Einmalplastikkassetten verur-
sachen viel Abfall.




1.2 Elektrophoresen in nicht restriktiven Gelen

her aufgelost als bei nicht restriktiven Gelen, dadurch erhoht sich auch die Nach-
weisempfindlichkeit. Auflerdem hat in restriktiven Gelen die Molekiilgrofie einen
starken Einfluss auf das Trennergebnis.

1.2
Elektrophoresen in nicht restriktiven Gelen

Bei diesen Techniken wird der Reibungswiderstand der Gelmatrix vernachlas-
sigbar gering gehalten, sodass die elektrophoretische Mobilitdt nur von den Net-
toladungen der Probenmolekiile abhéngig ist. Bei hochmolekularen Proben wie
Proteinen und Enzymen verwendet man horizontale Agarosegele, bei niedermo-
lekularen wie Peptiden oder Polyphenolen horizontale Polyacrylamidgele.

1.2.1
Agarosegelelektrophorese

1.2.1.1 Zonenelektrophorese

Agarosegele mit Konzentrationen von 0,7-1 % werden sehr haufig in klinischen
Routinelabors zur Analyse von Serumproteinen eingesetzt. Die Trennzeiten sind
auflerst gering: ca. 30 min. Agarosegele werden auch fiir die Analytik von Isoenzy-
men mit diagnostischer Relevanz, wie z. B. Lactatdehydrogenase (Abb. 1.14) und
Creatinkinase, eingesetzt.

Agarosegele sind wegen ihrer grofien Poren besonders geeignet zum spezifi-
schen Proteinnachweis durch Immunfixation: Im Anschluss an die Elektrophore-
se lasst man spezifische Antikorper in das Gel diffundieren. Die Immunkomplexe,
welche mit den jeweiligen Antigenen gebildet werden, bilden unlésliche Prazipi-

—————— — —
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Abb. 1.14 Agarosegelelektrophorese von Lactatdehydrogenase-lsoenzymen. Spezifische
Anfarbung mit Zymogrammtechnik.
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tate, die nicht prézipitierten Proteine werden ausgewaschen. Bei der Anfarbung
werden somit nur die spezifischen Fraktionen erfasst.

Ahnlich funktioniert das Immunprinting: Nach einer elektrophoretischen
Trennung wird ein antikorperhaltiges Agarosegel oder eine mit Antikérpern
getrankte Celluloseacetatfolie auf das Gel gelegt. Hier diffundieren die Antigene
zu den Antikoérpern. Die Identifizierung der Zonen erfolgt im antikorperhaltigen
Medium. Immunprinting wird meistens bei engporigen Trenngelen angewendet.
Immunblotting wird im Kapitel 7 erklart.

1.2.1.2  Immunelektrophorese

Das Prinzip bei Immunelektrophoresen ist die Ausbildung von Prézipitationsli-
nien am Aquivalenzpunkt zwischen Antigen und entsprechendem Antikérper.
Wichtig bei diesen Methoden ist, dass das Mengenverhiltnis zwischen Antigen
und Antikorper richtig eingestellt ist (Antikorpertiter): Bei einem Antikorper-
iiberschuss bindet sich — statistisch gesehen — maximal ein Antigen an einen
Antikorper, bei einem Antigeniiberschuss maximal ein Antikorper an ein An-
tigen. Bei einem bestimmten Antigen-Antikorper-Verhiltnis (Aquivalenzpunkt)
jedoch bilden sich riesige Makromolekiile

Antigen—Antikorper—Antigen—Antikorper— ...,

die in der Gelmatrix immobilisiert werden: Immunpriézipitate. Diese sind als wei-
le Linien im Gel sichtbar und kénnen mit Proteinfarbstoffen angeférbt werden.
Der Nachweis ist spezifisch, und die Empfindlichkeit ist sehr hoch, da sich scharfe
Zonen ausbilden. Immunelektrophoresen lassen sich wiederum in drei methodi-
sche Prinzipien unterteilen (Abb. 1.15):

a) Gegenstromelektrophorese nach Bussard und Huer (1959): In einem Agaro-
segel mit hoher Elektroendosmose ist der Puffer auf einen pH-Wert von 8,6
eingestellt, damit die Antikorper keine Ladung tragen. Man ldsst Probe und
Antikorper, die in entsprechende Locher einpipettiert wurden, gegeneinan-
der laufen: Die geladenen Antigene wandern elektrophoretisch, die Antikor-
per werden durch den elektroosmotischen Fluss transportiert (Abb. 1.15a).

b) Zonenelektrophorese/Immundiffusion nach Grabar und Williams (1953): Erst
wird eine Zonenelektrophorese der Proben in einem Agarosegel durchge-
fiithrt, nachfolgend eine Diffusion der Antigenfraktionen gegen die Antikor-
per, welche in seitlich neben den Trennspuren eingestanzte Rinnen einpipet-
tiert werden (Abb. 1.15b).

¢) Rocket-Technik nach Laurell (1966) und verwandte Methoden: Antigene
wandern elektrophoretisch in ein Agarosegel, welches Antikorper in einer
bestimmten Konzentration enthilt. Wie bei a) sind die Antikérper durch ge-
eignete Wahl des Puffers ungeladen. Bei der elektrophoretischen Wanderung
der Probe werden von den Antikérpern im Gel so lange jeweils ein Antigen
pro Antikérper gebunden, bis das Konzentrationsverhiltnis dem Aquivalenz-
punkt fiir den Immunkomplex entspricht. Dabei bilden sich raketenférmige
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Abb. 1.15 Die drei Prinzipien der Immunelektrophorese: (a) Gegenstromelektrophorese;

(b) Zonenelektrophorese/Immundiffusion; (c) Rocket-Technik; fiir ndhere Erlduterungen siehe
Text.

Prazipitationslinien aus, die eingeschlossenen Fldachen sind proportional zu
den Konzentrationen der Antigene in den Proben (Abb. 1.15c¢). Hierzu gibt
es eine Reihe von Modifikationen, auch zweidimensionale (siehe z.B. Ab-
schn. 1.3.4.7, Kreuzimmunelektrophorese).

1.2.1.3 Affinitatselektrophorese

Hier handelt es sich um mit der Immunelektrophorese verwandte Methoden,
die auf Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Makromolekiilen z. B. fiir
Lektin-Glykoprotein-, Enzym-Substrat- und Enzym-Inhibitor-Wechselwirkun-
gen beruhen (Beg-Hansen und Hau, 1981). Dabei werden alle aus der Immun-
elektrophorese bekannten Techniken angewandt. Zum Beispiel werden mit der
Linienaffinitatselektrophorese spezifisch bindende Lektine aus weltweit gesam-
melten Pflanzensamen untersucht. Damit konnen Kohlenhydratverdnderungen
an Glykoproteinen wihrend verschiedener biologischer Prozesse identifiziert
werden. In Abb. 1.16 ist eine klinische Anwendung der Affinitatselektrophorese
zur Unterscheidung der alkalischen Phosphatase aus Leber und Knochen gezeigt.

1.2.2

Polyacrylamidgelelektrophorese von niedermolekularen Substanzen

Da sich niedermolekulare Fraktionen in einer grofiporigen Matrix chemisch nicht
fixieren lassen, werden hierzu auf Folie polymerisierte ultradiinne Polyacryl-
amidgele im Horizontalsystem verwendet, die sofort nach der Elektrophorese
bei 100°C getrocknet und anschlieffend mit spezifischen Reagenzien bespriiht
werden. Mit dieser Methode kann man z. B. Farbstoffe mit Molekiilgréfien um
500 Da auftrennen (siehe Methode 1 in Teil II).
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Abb. 1.16 Affinitatselektrophorese von Iso-  als charakteristische Bande nahe der Auftrags-
enzymen der alkalischen Phosphatase aus stelle erkennbar ist. Zymogramm-Detektion
Leber und Knochen. Das Weizenkeimaggluti-  fir alkalische Phosphatase.

nin bindet spezifisch die Knochenfraktion, die

Hinweis

Nach den internationalen Empfehlungen der SI wird seit 1970 die Bezeich-
nung Dalton fiir 1,6601 X 1072 kg nicht mehr empfohlen. Sie ist aber in der
Biochemie eine géngige Grofle.

1.3
Elektrophorese in restriktiven Gelen

1.3.1
Der Ferguson-Plot

Obwohl bei der Elektrophorese im restriktiven Gel die elektrophoretischen Mo-
bilitdten sowohl von der Anzahl der Nettoladungen als auch vom Molekularradi-
us abhdngen, kann die Methode auch zur physikochemischen Charakterisierung
von Proteinen benutzt werden. Das Grundprinzip stammt von Ferguson (1964):
Man trennt die Proben unter identischen Puffer-, Zeit- und Temperaturbedin-
gungen, jedoch bei unterschiedlichen Gelkonzentrationen (g/100 mL bei Agaro-
se, T (%) bei Polyacrylamid) auf. Dann ergeben sich in den verschiedenen Gelen
unterschiedliche Laufstrecken: 71, bedeutet relative Mobilitat. Tragt man den Lo-
garithmus von m, tiber der Gelkonzentration auf, so ergibt sich eine Gerade.

Die Steigung der Geraden (Abb. 1.17) ist ein Maf3 fiir die Molekiilgréfle und ist
definiert als der Retardationskoeffizient, der Ky-Wert.

Bei globulédren Proteinen gibt es eine lineare Beziehung zwischen K und dem
Molekiilradius r (Stokes-Radius): damit kann man die Molekilgrof3e aus der Stei-
gung der Geraden berechnen. Wenn die freie Mobilitdt und der Molekiilradius
bekannt sind, kann man auch die Nettoladung berechnen (Hedrick und Smith,
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Abb. 1.17 Ferguson Plots: Auftragung der elektrophoretischen Wanderungsstrecken von Pro-
teinen Uber Gel-Konzentrationen. (a) Lactatdehydrogenase-lsoenzyme; (b) verschiedenartige
Proteine. Nahere Erlduterung im Text.

1968). Bei Proteingemischen lassen sich aufgrund der Lage der Proteingeraden
folgende Aussagen machen:

« Darallele Geraden weisen auf identische Grofie, aber Ladungsheterogenitit hin,
z. B. auf Isoenzyme (Abb. 1.17a).

o Wenn zwei Geraden unterschiedliche Steigungen haben, sich aber nicht schnei-
den, ist das Protein der oberen Gerade das kleinere und hat eine hohere Netto-
ladung als das andere.

» Kreuzen sich die Geraden im Bereich tiber 7' = 2 %, ist das grof3ere der beiden
Proteine starker geladen und schneidet die y-Achse weiter oben (Abb. 1.17b).

¢ Schneiden sich mehrere Geraden in einem Punkt, der sich im Bereich T < 2%
befindet, handelt es sich offensichtlich um verschiedene Polymere eines Prote-
ins (gleiche Nettoladung, unterschiedliche Molekiilgrofien).

1.3.2
Agarosegelelektrophorese

1.3.2.1 Proteine

Da hochkonzentrierte Agarosegele iiber 1% (> 1g/100 mL Agarose in Wasser)
trib sind und die Elektroendosmose hoch ist, werden Agarosegele nur bei der
Trennung von sehr hochmolekularen Proteinen oder Proteinaggregaten verwen-
det. Weil Agarosegele keine Katalysatoren enthalten, welche das Puffersystem be-
einflussen, sind sie auch zur Entwicklung einer Reihe von mehrfach diskontinu-
ierlichen Puffersystemen eingesetzt worden (Jovin et al., 1970).

1.3.2.2 Nukleinsduren

Agarosegelelektrophorese ist die Standardmethode fiir die Trennung, Identifizie-
rung, RELP-Analyse und Reinigung von DNA- und RNA-Fragmenten (Green und
Sambrook, 2012; Rickwood und Hames, 1982). Fiir diese Nukleinsduretrennun-
gen werden horizontale Submarine-Gele verwendet: Das Agarosegel liegt dabei
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Abb. 1.18 ,Submarine”-Technik fir Nukleinsduretrennungen.

direktim Puffer (Abb. 1.11 und 1.18). Die Gele werden mit Ethidiumbromid, SYBR

Green oder DNA Stain gefirbt. Die Banden werden unter UV-Licht visualisiert.
Wenn ein Gel mit besonders hohen Siebeigenschaften benétigt wird, kann man

die Agarose teilweise durch Polysaccharide substituieren (Perlman et al., 1987).

Pulsed-Field-Gelelektrophorese (PFG)

Fiir die Chromosomentrennung setzt man die Gelelektrophorese im gepulsten Feld
(PFQ) nach Schwartz und Cantor (1984) ein; dies ist eine modifizierte Submarine-
Technik. Hochmolekulare DNA-Molekiile iiber 20 kb (Kilobasen) richten sich bei
konventioneller Elektrophorese der Lange nach aus und wandern mit gleichen
Mobilititen, sodass keine Auftrennung stattfindet.

Bei der PFG miissen die Molekiile wegen der geografischen Anderung des elek-
trischen Feldes ihre Orientierung éndern, ihre Helixstruktur wird dabei zuerst
gestreckt, bei Anderung des Feldes gestaucht. Die viskoelastische Relaxationszeit
ist abhdngig vom Molekulargewicht. Auflerdem brauchen gréfiere Molekiile zur
Umorientierung eine lingere Zeit als kleinere. Dies bedeutet, dass nach der er-
neuten Streckung und abgeschlossener Umorientierung fiir grofiere Molekiile —
in der gegebenen Pulsdauer — weniger Zeit fiir die eigentliche elektrophoretische
Wanderung tibrigbleibt. Auf diese Weise ist die resultierende elektrophoretische
Mobilitat abhidngig von der Pulsationszeit bzw. von der jeweiligen Dauer des elek-
trischen Feldes: man erhélt eine Auftrennung nach Molekiilgrof3e bis in die Gro-
flenordnung von 10 Mb. Auch fiir kiirzere DNA-Fragmente ist das Auflosungs-
vermogen bei PFG besser als bei konventionellen Submarine-Elektrophoresen.

Fir die Analyse von Chromosomen erfolgt die Probenvorbereitung inklusive
Zellaufschluss in Agaroseblockchen, die dann in vorgeformte Geltaschen einge-
setzt werden. Diese grofien Molekiile wiirden beim Pipettieren durch die Scher-
krafte brechen. Fir die Trennung verwendet man 1,0—1,5 %ige Agarosegele.

Die elektrischen Felder sollen, von der Probe aus gesehen, einen Mindestwin-
kel von 110° zueinander haben. Dies erreicht man z. B. durch inhomogene Felder
mit Punktelektroden auf rechteckigen Schienen oder in hexagonaler Anordnung
(siehe Abb. 1.19a,b). Die Pulsdauer reicht bei diesen Techniken von 1 s bis 90 min,
abhéngig von den Léngen der zu trennenden DNA-Molekiile. Bei lingeren Puls-
zeiten werden grofiere Molekiile besser aufgeldst, bei kiirzeren Pulszeiten die klei-
neren. Die Trennungen konnen bis zu mehreren Tagen dauern.
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1.3 Elektrophorese in restriktiven Gelen
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Abb. 1.19 Feldlinien und Trennergebnis bei zwei verschiedenen Elektrodenanordnungen der
PFG: (a) Zweifach inhomogene Felder bei rechtwinklig und (b) homogene Felder bei hexago-

nal angeordneten Punktelektroden.

Abbildung 1.19a,b zeigt die Feldlinien bei rechtwinkliger Elektrodenschienen-
anordnung mit inhomogenen Feldern und bei hexagonaler Anordnung mit ho-
mogenen Feldern sowie die entsprechenden Beispiele von Trennergebnissen.

Zusitzlich gibt es noch weitere Feldgeometrien:

Die Field-Inversion (FI)-Elektrophorese Elektrophorese: Das elektrische Feld
wird in einer Richtung in bestimmten Pulsfrequenzen hin und her geschaltet.

Die Transverse-Alternating-Field-Elektrophorese (TAFE): Das Gel befindet sich
aufrecht stehend in der Mitte eines Aquarium dhnlichen Puffertanks, das Feld
wird zwischen zwei links und rechts oberhalb und unterhalb des Gels befindli-
chen, diagonal gegeniiberstehenden Elektrodenpaaren hin und her geschaltet.

1.3.3

Polyacrylamidgelelektrophorese von Nukleinsduren

1.3.3.1 DNA-Sequenzierung

Bei den DNA-Sequenzierungsmethoden nach Sanger und Coulson (1975) oder
Maxam und Gilbert (1977) ist der letzte Schritt jeweils eine Vertikalelektropho-
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Abb. 1.20 Apparative Anordnung der automatisierten DNA-Sequenzierung. Auf dem Compu-
terbildschirm: typisches Trennergebnis nach Aufbereitung der Rohdaten im Computer.

rese im Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen. Die vier Reaktio-
nen — sie enthalten die jeweils mit einer bestimmten Base endenden, verschieden
langen Stiicke eines zu sequenzierenden DNA-Stiickes — werden nebeneinander
aufgetrennt. Die Ablesung der Reihenfolge der Banden in diesen vier Spuren vom
unteren zum oberen Ende des Gels ergibt die Basensequenz, die genetische Infor-
mation.

Zur vollstandigen Denaturierung der Molekiile wird zumeist bei hoher Tempe-
ratur iber 50°C und in Gegenwart von Harnstoft gearbeitet. Die ungleiche War-
meverteilung bei der Elektrophorese resultiert im Smiling-Effekt, das sind zu den
Réndern hin verzogene Bandenmuster. Es hat sich deshalb bewéhrt, das Gel un-
abhiéngig vom elektrischen Feld mit Thermostatisierplatten, die an einen externen
Thermostaten angeschlossen sind, zu erwérmen.

Bei der automatischen Sequenzierung verwendet man fluoreszenzmarkier-
te Proben. Ein fixierter Laserstrahl durchdringt stdndig das Trenngel in ganzer
Breite im unteren Fiinftel der Trennstrecke. Auf dieser Hohe befindet sich hin-
ter der Glasplatte an jeder Trennspur eine Fotozelle. Wenn eine Bande wihrend
ihrer Wanderung an dieser Stelle ankommt, werden die fluoreszierenden DNA-
Fragmente durch das Laserlicht angeregt und emittieren Lichtsignale. Da jeder
Trennspur eine eigene Fotozelle zugeordnet ist, werden die wandernden Banden
jeder Trennspur nach ihrer Reihenfolge — und damit die Sequenzen — im Com-
puter registriert (Abb. 1.20). Die hohe Nachweisempfindlichkeit der Fluoreszenz-
markierung ermoglicht auch die Sequenzierung von Cosmiden, Lambda-DNA
und Produkten aus der Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Auflerdem kénnen
Restriktionsanalysen durchgefiihrt werden.

Solche Online-Gelelektrophoresesysteme werden heutzutage hauptsichlich
zur DNA-Typisierung verwendet, weil sie bereits vor lingerer Zeit durch Hoch-
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durchsatz-Multikapillarelektrophorese-Instrumente ersetzt worden sind. Mitt-
lerweile ist auch diese Technik, durch mehrere neue — nicht elektrophoretische —
Methoden des Next Generation DNA Sequencing abgelost worden. Diese Tech-
nologien verwenden parallelisierte Sequenzierprozesse, welche Tausende oder
Millionen Sequenzen auf einmal analysieren.

1.3.3.2 DNA-Fragment-Analysen von PCR-Produkten

PAGE und Silberfarbung

Fiir PCR-Produkte, deren Grofienbereich zwischen 50 und 1500 bp (Basenpaa-
re) liegt, kommt die Agarosegelelektrophorese an die Grenzen des Auflosungs-
vermégens und der Empfindlichkeit der Ethidiumbromidfédrbung. Mit Polyacryl-
amidgelen erhélt man deutlich schirfere Banden und hohere Auflésung, mit der
Silberfarbung eine Empfindlichkeit bis zu 15 pg (Pikogramm) pro Bande (Bassam
et al., 1991). Aber Vorsicht! Wihrend in der Agarosegelelektrophorese die Mo-
bilitaiten der DNA-Fragmente ausschliefSlich proportional zu ihren Gréfien sind,
werden die Bandenpositionen in nativen Polyacrylamidgelen teilweise auch noch
von der Basensequenz beeinflusst: A- und T-reiche Fragmente wandern langsa-
mer als C- und G-reiche. Ein Beispiel: Der ,,Spike“ — die verstiarkte Bande — eines
100 bp DNA-Marker-Gemisches erscheint in Agarosegelen an der Position von
800 bp, in nativen Polyacrylamidgelen an der Position von 1200 bp. Nur unter voll-
stindig denaturierenden Bedingungen sind die Laufgeschwindigkeiten der DNA-
Molekiile auch im Polyacrylamidgel proportional zu den Groéfien, sonst wiirde die
DNA-Sequenzierung in Polyacrylamidgelen nicht funktionieren.

Silbergefirbte DNA-Banden konnen direkt — ohne Aufreinigung — reamplifi-
ziert werden, nachdem sie aus dem Gel herausgekratzt wurden. Circa 20 % der
DNA-Molekiile einer Bande bleiben von der Silberfairbung unzerstort. Wie be-
reits erwdhnt, wird DNA-Typisierungen mittlerweile hauptséchlich in Kapillaren
durchgefiihrt, die Reamplifizierung von DNA-Fragmenten funktioniert aber nur
nach der Gelelektrophorese.

DNA-Fragment Analysen von PCR-Produkten werden fiir unterschiedliche
Zwecke eingesetzt, z. B. fir die:

» molekularbiologische Forschung,

o Identifizierung von Bakterien-, Pilzen-, Pflanzen- und Tierspezies, z. B. mit
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA); siehe unten und Abb. 1.21,

« Detektion von Mutationen, z. B. mit SSCP (Single Strand Conformation Poly-
morphism)-Analysen (siehe unten),

 genetische Untersuchungen wie Vaterschaftsbestimmungen und Identifizie-
rung von Tétern in der forensischen Medizin durch die Analyse von Mini- und
Mikrosatelliten.

RAPD-Methode
Ein kurzer (10-mer) Oligonukleotid-Primer mit zufilliger DNA-Sequenz wird zur
Amplifizierung von Fragmenten aus der genomischen DNA eines Organismus
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Abb. 1.21 RAPD-Elektrophorese von Pilzsorten in einem horizontalen Polyacrylamidgel. Sil-
berfarbung. Mit freundlicher Genehmigung von Birgit Jdger und Dr. Hans-Volker Tichy, TUV
Stdwest GmbH - Abteilung fiir biologische Sicherheit, Freiburg im Breisgau.

verwendet (Welsh und McClelland, 1990; Williams et al., 1990). Dabei verviel-
faltigen sich DNA-Sequenzbereiche, die von der Primer-Sequenz eingeschlossen
werden. Es entstehen je nach Organismus mehrere Sitze von DNA-Fragmenten

unterschiedlicher Grof3e, die in der Elektrophorese individuelle Muster erzeugen
(Abb. 1.21).

SSCP-Methode

Abweichungen in der DNA-Sequenz, die so gering wie der Austausch einer einzi-
gen Base sein konnen, verdndern die Sekundérstrukturen von DNA-Einzelstran-
gen (ssDNA) so, dass sich unter bestimmten Trennbedingungen unterschiedliche
elektrophoretische Mobilitaten im Polyacrylamidgel ergeben. Diese Laufverschie-
bungen konnen im Gel detektiert werden. Weitere Erlduterungen sind zu finden
bei der Methode 14 im Teil II.

134
Polyacrylamidgelelektrophorese von Proteinen

1.3.4.1 Disk-Elektrophorese

Die diskontinuierliche Elektrophorese nach Ornstein (1964) und Davis (1964) l6st
bei der Auftrennung von Proteinen in engporigen Gelen zwei Probleme auf ein-
mal: Sie verhindert das Aggregieren und Prazipitieren von Proteinen beim Ein-
tritt in die Gelmatrix und bewirkt eine hohe Bandenschirfe. Die Diskontinuitat
bezieht sich auf vier Parameter (siehe hierzu auch Kapitel 2, Isotachophorese):

o Gelstruktur,

o pH-Wert der Puffer,

o Tonenstirke der Puffer,

o Art der Ionen im Gel- und im Elektrodenpufter.

Abbildung 1.22 zeigt die drei wichtigen Schritte bei der Disk-Elektrophorese.
Die Gelmatrix ist in zwei Bereiche eingeteilt: das Trenngel und das Sammelgel.
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Probenaufgabe Proteinkonzentrierung Auftrennung der Proteine
und Start im Sammelgel im Trenngel
Tris-Glycin Tris-Glycin Tris-Glycin

Q [ G)I
0,125 mol/L ot TIRRRR
Tris-CI IRy Sammel- RRRIR
pH 6,8 o208 gel 000080252283¢
0,375 mol/L Trenn- pH
Tris-CI- 9.5
pH 8,8

v

* kann Tris-Glycin oder Tris-Cl~ sein

Abb. 1.22 Schematische Darstellung des Funktionsprinzips der Disk-Elektrophorese nach
Ornstein (1964). Dieses Puffersystem wird auch fir die klassische diskontinuierliche SDS-Elek-
trophorese verwendet.

Das engporige Trenngel (z. B. mit 12 % T') enthélt 0,375 mol/L Tris-HCl-Puffer pH
8,8, das grofiporige Sammelgel (mit 4% 7') 0,125 mol/L Tris-HCl-Puffer pH 6,8.
Neben dem gemeinsamen Kation Tris enthélt der Elektrodenpuffer ausschliefilich
Glycin, die beiden Gelpuffer ausschliefilich CI~ als Anionen. Glycin hat einen pH
von 6,7; deshalb hat es bei pH 6,8 im Sammelgel fast keine Nettoladung. Damit
hat das Glycin eine sehr niedrige Mobilitat. Glycin ist seht hydrophil und bindet
nicht an Proteine.

Wenn das elektrische Feld angelegt wird, trennen sich die Proteine nach dem
Prinzip der Isotachophorese auf und bilden einen Stapel in der Reihenfolge der
Mobilititen (Stacking-Effekt). Dabei konzentrieren sich die einzelnen Zonen.
Wegen der grofiporigen Gelmatrix sind die Mobilitdten nur von den Ladungen
abhéngig, nicht von den Molekiilgréfien. Dabei ergibt sich ein zweiter wertvoller
Effekt: Wegen der relativ niedrigen Wanderungsgeschwindigkeit wandern die
Proteine langsam in die grofiporige Gelmatrix ein ohne sich schlagartig aufzu-
konzentrieren.

Der Proteinstapel bewegt sich — relativ langsam mit konstanter Geschwindig-
keit — in Richtung Anode, bis er an die Grenzschicht des engporigen Trenngels
gelangt. Die Proteine erfahren plotzlich einen hohen Reibungswiderstand, sodass
ein Stau entsteht, der zur weiteren Zonenschérfung fithrt. Das niedermolekulare
Glycin wird davon nicht betroffen und iiberholt die Proteine, wird bei dem pH-
Wert von 8,8 stark geladen, die neue Cl~/Glycin™-Front wandert ein Stiick vor
den Proteinen.



36

-

Elektrophorese

Jetzt geschehen mehrere Dinge gleichzeitig:

Die Proteine befinden sich in einem homogenen Puffermilieu und beginnen
sich nach dem zonenelektrophoretischen Prinzip aufzutrennen. Die Pufferdis-
kontinuitét gibt es jetzt nur noch an der Front.

Ihre Mobilitit ist nun sowohl von den Ladungen als auch der Molekiilgrofie
abhingig. Dabei arrangiert sich die Folge der Proteinionen neu.

Wegen des pK-Wertes der Aminogruppe des Glycins steigt der pH-Wert auf
pH 9,5, dadurch erhalten die Proteine hohere Nettoladungen und die Trennung
wird schneller.

Mit der Disk-Elektrophorese werden sehr hohe Auflosung und Bandenschérfe
erzielt. Allerdings werden beim oben beschriebenen Beispiel Proteine mit pI >
6,8 in Richtung Kathode transportiert und gehen verloren. Zur Trennung dieser
Proteine muss ein anderes Puffersystem, z. B. mit saurem pH-Wert, verwendet
werden. Eine Auswahl ist im Buch von Maurer (1968) und bei Jovin et al. (1970)
zu finden. Man kann auch alle Proteine mit SDS beladen damit sie alle negativ
geladen sind (siehe unten: SDS-Elektrophorese).

Sammel- und Trenngel werden erst unmittelbar vor der Elektrophorese aufein-
ander gegossen, weil bei lingerem Stehenlassen des Gesamtgels die Ionen inein-
ander diffundieren.

1.3.4.2 Gradientengelelektrophorese

Durch kontinuierliche Verdnderung der Acrylamidkonzentration in der Polymer-
isationslosung erhélt man Porengradientengele, welche zur Ermittlung der Mole-
killdurchmesser von Proteinen im Nativzustand eingesetzt werden (Rothe und
Purkhanbaba, 1982).

Wenn im engporigen Bereich die Acrylamidkonzentration und der Vernet-
zungsgrad hoch genug gewihlt sind, gelangen die Proteinmolekiile mit der Zeit
an einen Punkt, wo sie aufgrund ihrer Grof8e im stets engmaschiger werdenden
Gelnetzwerk stecken bleiben. Weil die Wanderungsgeschwindigkeiten der ein-
zelnen Proteinmolekiile auch von deren Ladungen abhidngen, muss die Elektro-
phorese so lange dauern, bis auch das Molekiil mit der niedrigsten Nettoladung
an seinem Endpunkt angekommen ist. Die Bestimmung der Molekulargewichte
auf diese Art ist problematisch, weil die Tertidrstrukturen verschiedener Proteine
unterschiedlich sind: Strukturproteine kénnen nicht mit globuldren Proteinen
verglichen werden.

Es gibt eine Reihe von Methoden, Gele mit linearen oder exponentiellen Po-
rengradienten herzustellen. Alle haben ein gemeinsames Prinzip: Es werden zwei
Polymerisationslosungen mit unterschiedlichen Acrylamidkonzentrationen her-
gestellt. Wihrend des Gelgiefiens wird der hochkonzentrierten Lésung kontinu-
ierlich niederkonzentrierte Losung zugemischt, sodass die Konzentration in der
GiefSkiivette von unten nach oben abnimmt (Abb. 1.23). Beim Gieflen einzelner
Gradienten ldsst man die Losung von oben in die Kiivette laufen. Wenn man meh-
rere Gele gleichzeitig herstellen will, driickt man die Losung von unten in den
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Abb. 1.23 Giel3en von Gradientengelen mit einem Gradientenmischer. Der Magnetkern wird
von einem Magnetriihrmotor angetrieben (nicht gezeigt). (a) Linearer Gradient; (b) exponenti-
eller Gradient.

Mehrfachgiefistand. Dann werden die Losungen in Mischkammer und Reservoir
vertauscht (siehe Methode 8 im Teil II).

Damit sich die Schichten in der Kiivette nicht untereinander mischen, wird die
hochkonzentrierte Losung zusétzlich mit Glycerin oder Saccharose beschwert.
Man gief3t im Prinzip einen Dichtegradienten. Die Vermischung der nachflief3en-
den leichten Losung mit der schweren Losung erfolgt in der Mischkammer mittels
des Magnetkernes.

Lasst man die Mischkammer nach oben offen (Abb. 1.23a), gilt das Prinzip der
kommunizierenden Rohren: Damit beide Flussigkeitsniveaus immer gleich hoch
sind, flief3t halb so viel leichte Losung nach wie Losung aus der Mischkammer aus-
fliefit. Dabei ergibt sich ein linearer Gradient. Ein Kompensationsstab im Reser-
voir gleicht das Volumen des Magnetkernes und den Dichteunterschied zwischen
den beiden Losungen aus.

Exponentielle Gradienten entstehen, wenn man die Mischkammer mit einem
Stempel verschlief3t (Abb. 1.23b). Das Volumen in der Mischkammer bleibt kon-
stant, es flief3t so viel leichte Losung nach wie Losung aus der Mischkammer aus-
fliefit.

Um Stoérungen im Gel durch thermische Konvektion zu verhindern, sollte die
leichte Monomerldsung ca. 20 % mehr Ammoniumpersulfat enthalten als die
schwere Losung: Dann startet die Polymerisation von oben her. Eine alternative
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Giefimethode — das Gieflen eines einzelnen Gradientengels von unten — ist in
Methode 9 fiir die Blau-Nativ-Elektrophorese gezeigt.

1.3.4.3 SDS-Elektrophorese

Die von Shapiro et al. (1967) eingefiithrte SDS-Elektrophorese — SDS ist die eng-
lische Abkiirzung von Natriumdodecylsulfat — trennt ausschliefilich nach unter-
schiedlichen Molekiilgrof3en auf. Durch die Beladung mit dem anionischen De-
tergens SDS werden die Eigenladungen von Proteinen so effektiv tiberdeckt, dass
anionische Mizellen mit konstanter Nettoladung pro Masseneinheit entstehen:
mit ca. 1,4 g SDS pro Gramm Protein. Zudem werden die unterschiedlichen Mo-
lekiilformen ausgeglichen, indem die Tertidr- und Sekundérstrukturen durch Auf-
spalten der Wasserstoftbriicken und durch Streckung der Molekiile aufgel6st wer-
den.

Schwefelbriicken — zwischen Cysteinen — werden nur durch Zugabe eines redu-
zierenden Thiolreagenz, z. B. f-Mercaptoethanol oder DTT, aufgespalten. Hdu-
fig schiitzt man die SH-Gruppen noch durch eine darauffolgende Alkylierung mit
Iodacetamid, Iodessigsdure oder Vinylpyridin (Lane, 1978).

Bei der Elektrophorese im restriktiven Polyacrylamidgel, das 0,1% SDS ent-
halt, ergibt sich eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus der jeweili-
gen Molekulargewichte und den relativen Wanderungsstrecken dieser SDS-Poly-
peptid-Mizellen. Diese lineare Beziehung gilt nur in einem gewissen Bereich, der
vom Groflenverhidltnis Molekiilmasse zum Porendurchmesser bestimmt ist. Ab-
bildung 1.24 zeigt ein SDS-Polyacrylamidgel, das nach der Trennung mit Coo-
massie Blau R-250 angeférbt worden ist.

Porengradientengele haben einen weiteren Trennbereich und einen weiteren li-
nearen Trennbereich als Gele mit konstanten Porendurchmessern. Auflerdem er-
zielt man damit sehr scharfe Banden, weil das Gradientengel der Diffusion entge-
genwirkt. Ein paar Beispiele von Ergebnissen in SDS-Porengradientengelen sieht
man in Abb. 6.4. Mithilfe von Markerproteinen lassen sich tiber eine Eichkurve

Abb. 1.24 Proteintrennung in einem horizontalen SDS-Polyacrylamidgel T = 12,5 % (Kathode
oben). Farbung mit Coomassie Brilliant Blau R-250. Proben: Humanserum, Leguminosen Sa-
menextrakte, verschiedene Markerproteingemische.
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Abb. 1.25 Molekulargewichtskurve in der halblogarithmischen Darstellung: Die Molekularge-
wichte von Eichproteinen sind iber ihren Wanderungsstrecken aufgetragen.

die Molekulargewichte der Proteine ermitteln (Abb. 1.25). Markerproteingemi-
sche gibt es fiir unterschiedliche Molekulargewichtsbereiche. Vorgefirbte Gro-
Benmarker mit unterschiedlichen Farben sind sehr hilfreich zur Beobachtung der
Trennung und der Abschéitzung der Molekillgrofien wahrend des Laufes. Auch
fluoreszenzmarkierte Markerproteingemische sind erhéltlich.

Bei Auftrennungen von physiologischen Flussigkeiten, z. B. bei der Urinpro-
teinanalyse, verzichtet man auf die Reduzierung, um zu verhindern, dass sich Im-
munglobuline in Untereinheiten zerlegen. Man nimmt dabei die unvollstindige
Auffaltung bestimmter Proteine in Kauf und erhélt damit keine exakte Moleku-
largewichtsbestimmung.

Das Wanderungsverhalten von Albumin ist ein gutes Beispiel: Wenn es nicht
reduziert ist, tduscht es ein Molekulargewicht von 54 kDa anstelle von 68 kDa vor,
da die Polypeptidkette nicht vollstindig gestreckt ist.

Mehrere Arbeitsgruppen, Ibel et al. (1990), Samso et al. (1995) und Westerhu-
is et al. (2000) haben die Strukturen der SDS-Proteinkomplexe als ,,Halsketten-
formen” beschrieben. Das heifdt, dass nicht alle Teile der Polypeptidketten mit
SDS-Molekiilen abgedeckt sind, und dass die Molekiilgrofien, die man aus der
Interpolation mit Markerproteinen ermittelt hat, nicht immer mit den Moleku-
largewichten, die mit der Massenspektrometrie bestimmt worden sind, korrelie-
ren. In Abschn. 5.3 (Probenvorbereitung fiir die SDS-Elektrophorese) ist versucht
worden, solche Strukturen in Zeichnungen darzustellen.

Die SDS-Elektrophorese hat eine Reihe praktischer Vorteile:

» Mit SDS gehen und bleiben beinahe alle Proteine in Losung, auch sehr hydro-
phobe und denaturierte Proteine.

o Weil SDS-Proteinkomplexe stark geladen sind, haben sie eine hohe elektropho-
retische Mobilitdt. Dadurch ergeben sich schnelle Trennungen.
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o Alle Fraktionen laufen, wegen einheitlicher negativer Ladung der SDS-Protein-
Mizellen, in eine Richtung, zur Anode.

e Durch die SDS-Behandlung werden die Polypeptidfiden entfaltet und ge-
streckt, die Trennung wird in stark restriktiven Gelen durchgefiihrt; dies
schrankt die Diffusion ein.

o Dadurch erhélt man hohes Auflosungsvermogen und scharfe Zonen.

« Die Fixierung der Banden ist einfach, es sind keine starken Sduren notwendig.

 Die Trennung erfolgt nach einem einzigen physikochemischen Parameter, der
Molekiilgrofie. Damit hat man eine einfache Methode zur Abschétzung von
Molekulargewichten.

« Ladungsmikroheterogenititen von Isoenzymen werden ausgeschaltet. Man er-
halt eine Bande fiir ein Enzym.

« Mit SDS-Elektrophorese getrennte Proteine binden mehr Farbstoff, dadurch er-
gibt sich eine etwa zehnmal so hohe Nachweisempfindlichkeit wie bei Nativ-
elektrophoresen.

o Nach elektrophoretischem Transfer auf eine immobilisierende Membran kann
das SDS wieder von den Proteinen entfernt werden, ohne die Proteine selbst
dabei zu eluieren (siehe Kapitel 7, Blotting).

SDS-Elektrophoresen konnen im kontinuierlichen Phosphatpuffersystem nach
Weber und Osborn (1969) oder in diskontinuierlichen Systemen durchgefiihrt
werden.

Lammli (1970) hat die Disk-Elektrophorese-Methode nach Ornstein und Davis
direkt fiir SDS-beladene Proteine iibernommen, obwohl man den pH-Wert- und
Ionenstdrkensprung dabei nicht benétigt:

o Weil die Protein-SDS-Mizellen hohe negative Nettoladungen tragen, ist die
Mobilitét des sehr hydrophilen — und damit nicht mit SDS beladenen Glycins —
in einem grofiporigen Sammelgel zu Beginn der Elektrophorese selbst bei pH
8,8 niedriger als die der Proteine. Wichtig ist allerdings die Diskontinuitat der
Anionen und die unterschiedliche Gelporositit.

Wiahrend des Stacking entsteht kein Feldstarkegradient, weil es keine Ladungs-
unterschiede innerhalb der Probe gibt: daher benétigt man hier keine niedrige-
re [onenstérke.

Aus dieser Tatsache folgt auch, dass man ein SDS-Disk-Elektrophoresegel in
einem Arbeitsgang herstellen kann:

Man gibt zum Trenngel etwas Glycerin zu und iiberschichtet es direkt mit der
Sammelgellosung, die kein Glycerin enthélt. Man sollte aber die Sammelgelmo-
nomerlosung mit einem Puffer pH 6,8 herstellen, weil das niederkonzentrierte
Gel bei pH 8,8 nicht gut polymerisiert. Man kann sich damit das Uberschichten
des Trenngels mit Butanol o. A. sparen und vor allem das miihsame Entfernen der
Fliissigkeit vor dem Giefien des Sammelgels.

Da es bei solchen Gelen keine Probleme mit der Diffusion von Sammel- und
Trenngelpuffer geben kann, sind sie langer lagerfahig als klassische Disk-Gele.
Allerdings ist die Lagerféhigkeit durch den hohen pH-Wert des Puffers im Gel
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Abb. 1.26 Prinzip eines diskontinuierlichen Puffersystems im Fertiggel: Horizontales Gel mit
Tris-Tricin-Pufferstreifen.

limitiert, weil nach ca. zehn Tagen die Polyacrylamidmatrix zu hydrolysieren be-
ginnt. Fiir Fertiggele mit hoher Lagerstabilitdt muss man alternative Puffer mit
pH-Werten unter 7 verwenden.

Lagerfahige Gele

Durch empirische Versuche hat sich ein Tris-Acetat-Puffer mit pH 6,7 im Gel als
optimal fiir Lagerstabilitit und Trennung erwiesen. Dann bendtigt man Tricin
anstelle von Glycin als Folgeion. Abbildung 1.26 zeigt die Funktionsweise dieses
Puffersystems mit Elektrodenpufferstreifen in einem SDS-Fertiggel. Da Tricin er-
heblich teurer als Glycin ist, verwendet man es nur im Kathodenpuffer; der An-
odenpuffer enthilt Tris-Acetat.

Alternative Ansitze verwenden entweder einen BisTris-Gelpuffer pH 7,0 oder
eine Kombination von 76 mmol/L Tris-HCl und 100 mmol/L von drei Ami-
nosduren: Serin, Glycin und Asparaginsdure (Ahn et al, 2001). Seit kurzem
gibt es lagerstabile Minigele fiir native und SDS-Elektrophoresen mit einem
Tris-Glycin-Cl~-Puffer mit einem pH Wert unter 7. Ein paar Ergebnisse sieht
man in Abb. 6.4.

SDS-Elektrophorese fiir niedermolekulare Peptide
Beim konventionellen Tris-Glycin-Cl~-System ist die Auflésung von Peptiden <
10 kDa ungentigend. Das Problem ist durch die Entwicklung eines speziellen Gel-
und Puffersystems von Schégger und von Jagow (1987) gel6st worden. Dabei wird
die Molaritit des Gelpuffers (pH 7,4) auf 1 mol/L erh6ht und anstelle von Glycin
das Tricin als Folgeion eingesetzt. Das Trenngel enthélt 16 %7 und 6 % C. Mit
dieser Methode erhilt man eine lineare Auflosung von 1-100 kDa.

Wiltfang et al. (1991) haben ein alternatives multiphasisches Puffersystem fiir
die Trennung von Proteinen im Bereich zwischen 1 und 100 kDa entwickelt, bei
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welchem Bicin als Folgeion, Sulfat als Leition, und BisTris und Tris wiahrend der
Stacking- bzw. der Trennungsphase als Gegenionen verwendet werden. Diese
Methode bietet ein hohes Auflosungsvermogen fiir spezielle Molekiile, die an-
sonsten schlecht zu trennen sind, z. B. der f-Amyloid-Peptide.

Problematische Proteintypen

Hochmolekulare Proteine und Proteinmultimere: Wenn die SDS-Protein-Mizellen
zu grof} fiir die Poren von Polyacrylamidgelen sind, kann die SDS-Elektrophorese
auch in Agarosegelen durchgefithrt werden, wie z. B. beim von Willebrand-Faktor
(Ott et al., 2010).

Glykoproteine: Glykoproteine wandern bei der SDS-Elektrophorese relativ zu
langsam, weil der Zuckeranteil kein SDS bindet. Bei Verwendung eines Tris-
Borat-EDTA-Puffers werden auch die neutralen Zuckeranteile negativ geladen,
sodass die Wanderungsgeschwindigkeit entsprechend erhoht wird (Poduslo,
1981).

PEGylierte Proteine: Spezielle Formen von synthetischem Erythropoietin (EPO)
enthalten Polyethylenglycol (PEG) und kénnen deshalb mit SDS-PAGE nicht mit
der gleichen Empfindlichkeit detektiert werden wie Erythropoietin ohne PEG,
weil SDS sowohl an die Proteine als auch an die PEG-Reste bindet. Dies verur-
sacht Probleme bei der Dopingkontrolle, wo synthetisches Erythropoietin vom
korpereigenen Hormon in Humanurinproben differenziert werden muss. Der ge-
nerell verwendete Anti-EPO-Antikérper kann nicht mit den komplett mit SDS
beladenen PEGylierten Molekiilen interagieren. Reichel et al. (2009) haben SDS
durch Sarcosyl ersetzt, das nur an den Proteinanteil und nicht an den PEG-Anteil
bindet, und haben damit einen Weg gefunden, auch diese modifizierten Proteine
zu detektieren.

Mobilitatsverschiebungs-SDS-PAGE

Die Detektion von phosphorylierten mittels Protein-Mobilitatsverschiebung in
einer Phosphataffinitit SDS-PAGE wurde von Kinoshita ef al. (2006) entwickelt.
Hierzu werden Manganchlorid/Zinkchlorid-Teilchen (Phos-tag) in die Polyacryl-
amidmatrix des Trenngels einpolymerisiert. Phosphorylierte Proteine interagie-
ren mit diesen Phos-tags wiahrend sie durch das Gel wandern. Dadurch wird die
Wanderungsgeschwindigkeit der phosphorylierten Proteine verringert, sodass
man eine Trennung der phosphorylierten von der nicht phosphorylierten Form
erhilt. Die getrennten Proteine konnen mit Western Blotting oder MALDI-TOF-
Massenspektrometrie weiter charakterisiert werden.

Zymographie SDS-PAGE

Fir die Zymographie-Detektion wird ein Substrat (z. B. Gelatine, Casein, Albu-
min, Himoglobin etc.) in die Polyacrylamidgelmatrix fiir die SDS-PAGE mit ein-
polymerisiert (Lantz und Ciborowski, 1994). Diese Methode wird in Kapitel 6
(Detektion) weiter erklart.
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1.3.44 Elektrophorese mit kationischem Detergens

Stark saure Proteine binden kein SDS. Auch bei der Analyse von stark ba-
sischen Nukleoproteinen, die sich in SDS-Gelen sehr ungewohnlich verhal-
ten, wird als Alternative die Elektrophorese mit dem kationischen Detergens
Cetyltrimethylammoniumbromid, kurz CTAB, im sauren Puffersystem bei pH
3-5 empfohlen (Eley et al., 1979). Auch dies ergibt eine Trennung nach Mo-
lekulargrofien, aber in Richtung Kathode. Das Trennmuster unterscheidet sich
von dem mit SDS-Elektrophorese, weil die Detergens-Protein-Mizellen unter-
schiedlich strukturiert sind. Das kationische Detergens schadigt die Aktivitét
von Proteinen weit weniger als SDS, sodass man die CTAB-Elektrophorese als
eine Form der Nativelektrophorese einsetzen kann (Atin et al., 1985). Buxbaum
(2003) hat berichtet, dass Membranglykoproteine erheblich besser mit einer sau-
ren CTAB-PAGE als mit SDS-PAGE getrennt werden. Alternativ hierzu kann
Benzyldimethyl-#-hexadecylammoniumchlorid (16-BAC) als kationisches De-
tergens eingesetzt werden (MacFarlane, 1983). Kramer (2006) hat ein diskonti-
nuierliches Puffersystem mit verbessertem Protein-Stacking fiir 16-BAC-Elektro-
phoresen entwickelt.

Wichtig
Fiir saure Gele benétigt man fiir die Polymerisation die alternativen Katalysa-
toren nach Jordan und Raymond (1969).

1.3.4.5 Blau-Nativ-Elektrophorese

Membranproteine und Proteinkomplexe: Wenn man Membranproteine mit nicht
ionischen Detergenzien solubilisiert, wiirden sich zusammen mit SDS stérende
Mischmizellen bilden. Schigger und von Jagow (1991) haben deshalb die Blau-
Nativ-Elektrophorese (BNE) von Membranproteinkomplexen entwickelt: Nach
der Solubilisierung der Komplexe mit einem milden Detergens wie Dodecyl-S-p-
maltosid oder Digitonin wird vor der Elektrophorese der anionische Farbstoff
Coomassie Brilliant Blau G-250 zur Probe zugegeben. Er bindet an die Komplexe
ohne die Protein-Protein-Wechselwirkungen zu beeinflussen. Die anschliefiende
native Polyacrylamidgelelektrophorese wird unter physiologischen Bedingungen
durchgefiihrt: pH 7,5 und 4 °C. Auch der Kathodenpuffer enthélt den Coomassie-
Blau-Farbstoff. Auf diese Weise werden Membranproteine und Proteinkomplexe
in enzymatisch aktiver Form isoliert.

Wéhrend des Laufes konkurriert der Farbstoff mit dem nicht ionischen Deter-
gens, bindet an die Membranproteine und Komplexe und verleiht ihnen negative
Ladungen analog zu SDS. Alle Protein-Farbstoff-Komplexe wandern zur Anode,
auch die urspriinglich basischen Proteinkomplexe. Sie bleiben in dem detergens-
freien Puffer in Losung und — da die negativ geladenen Proteinmizelloberflichen
sich gegenseitig abstoflen — Aggregierungen zwischen Proteinen werden mini-
miert. Blau-Nativ-PAGE-Gele enthalten normalerweise einen Porengradienten
von 5-16 % T: Das ermdglicht die Einwanderung von grofien Superkomplexen,
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Abb. 1.27 Prinzip der zweidimensionalen Elektrophorese mit Blau-Nativ-PAGE in der ersten
und SDS-PAGE in der zweiten Dimension.

verhindert, dass kleine Komplexe und Einzelproteine aus dem Gel wandern, und
erzeugt einen Bandenschirfungseffekt. Die blau gefirbten nativen Proteine sind
gut sichtbar und konnen von ausgeschnittenen Gelstiickchen elektroeluiert wer-
den. In den meisten Fallen wird aber die Blau-Nativ-PAGE mit einer zweiten Di-
mension kombiniert, entweder mit einer zweiten Blau-Nativ-PAGE nach einer
Aquilibrierung mit einem weniger milden Detergens, oder mit einer SDS-PAGE
fiir die Darstellung der zugehorigen Untereinheiten (siehe Abb. 1.27). Nach der
zweiten Dimension erfolgt die Visualisierung der Proteine mit Coomassie Brilli-
ant Blau, Silberfarbung, Fluoreszenzfiarbung oder Zymogrammtechniken (Letz-
teres nur nach einer zweiten Nativ-Blau-PAGE). Es ist auch moglich, die Pro-
teinkomplexe vor der ersten Dimension mit CyDye-Fluorophoren zu markieren.
Sollte das Coomassie Blau Probleme bei Zymogrammtechniken oder der Fluo-
reszenzdetektion verursachen, kann man auch die clear native (CN) PAGE ohne
den Farbstoff versuchen (Wittig und Schégger, 2005), allerdings mit niedrigerem
Auflésungsvermogen.

Detailliertere Informationen und wertvolle Hinweise zu Problemlésungen fin-
det man in dem umfangreichen Ubersichtsartikel von Wittig et al. (2006). Im glei-
chen Jahr ist ein weiterer Ubersichtsartikel von Krause erschienen, in welchem
viele Anwendungen dieser Technik zusammengestellt wurden.

Vor kurzem sind ein paar Modifikationen der Methode publiziert worden: Stre-
cker et al. (2010) haben den Trennbereich erweitert, um Megaproteinkomplexe
grofier als 10 MDa mit ins Gel zu bekommen; hierfiir werden Polyacrylamid-
gele mit einem hohen Vernetzungsgrad verwendet. Weitere Einsichten in die
innere Architektur von Proteinkomplexen erhédlt man durch die Behandlung
von biologischen Proben mit niedrigen SDS-Konzentrationen vor der Nativ-
elektrophorese. Die teilweise zerfallenen Proteinkomplexe konnen unter sehr
exakten und reproduzierbaren Bedingungen mit der zweidimensionalen Blau-
Nativ-PAGE/SDS-PAGE untersucht werden (Klodmann et al., 2011).
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1.3.4.6 Rehydratisierte Polyacrylamidgele
Horizontale (Flachbett-)Elektrophorese: Das Horizontalsystem hat, bei Verwen-
dung ultradiinner Gelschichten, die auf Tragerfolie aufpolymerisiert werden, ei-
ne Reihe von Vorteilen gegeniiber Vertikalsystemen (Gorg et al., 1980): einfachere
Handhabung, einfacher Einsatz von Fertiggelen und fertigen Pufferstreifen statt
grofler Puffervolumina, gute Kiihleffektivitit und Temperaturkontrolle, einfache
Automatisierbarkeit.

Bei Verwendung von Gelschichten mit weniger als 1 mm Dicke erhalt man bes-
sere Auflésung als mit dickeren Gelen. Die Vorteile diinnerer Gele sind:

« schnellere Trennung,

o schirfere Banden,

e schnellere Farbung,

o bessere Effektivitit der Farbung,
o hohere Empfindlichkeit.

Auflerdem kann man trégerfoliengestiitzte diinne Gele, die im Horizontalsys-
tem verwendet werden, waschen, trocknen und rehydratisieren (siehe auch Kapi-
tel 3, Isoelektrische Fokussierung).

Nativelektrophorese in amphoteren Puffern: Aus tragerfoliengestiitzten Poly-
acrylamidgelen kann man die Polymerisationskatalysatoren mit entionisiertem
Wasser auswaschen. Durch Aquilibrierung in amphoteren Puffern, wie z.B.
HEPES, MES oder MOPS, ergibt sich ein weites Spektrum fiir den Einsatz von
Elektrophoresen unter nativen Bedingungen. Diese Methode ist gut geeignet
fiir saure Elektrophoresen der basischen hydrophoben Gerstenhordeine (Hsam
et al., 1993) und basischen Fisch-Sarcoplasma-Proteinen (Rehbein, 1995). Die
ionischen Katalysatoren APS und TEMED wiirden solche Puffersysteme destabi-
lisieren (siehe Methode 4 in Teil II).

Interessanterweise erhélt man bei der SDS-Elektrophorese mit dem klassischen
Tris-HCl/Tris-Glycin-Puffersystem in gewaschenen Gelen schlechte Ergebnisse.
Aber das Tris-Acetat/Tris-Tricin-Puffersystem funktioniert darin gut. Hierfir
wird das getrocknete Gel mit Tris-Acetat-Puffer pH 8,0 in einer horizontalen
Wanne rehydratisiert. Das Verhalten eines SDS-Puffersystems wird offensicht-
lich stark von der Anwesenheit der Katalysatoren und Acrylamidmonomeren im
Gel beeinflusst.

1.3.4.7 Zweidimensionale Elektrophoresen
Mit der Kombination zweier verschiedener Elektrophoresemethoden werden un-
terschiedliche Ziele verfolgt:

o Elektrophoretisch fraktionierte Proteine werden mit einer anschlieflenden
Affinitdts- oder Immunelektrophorese nach Laurell (1966) identifiziert, na-
her charakterisiert oder quantifiziert, z. B. durch Kreuzimmunelektrophorese
nach Clarke und Freeman (1968). Dabei entstehen Prdzipitatbogen, die den
Zonen der ersten Dimension zugeordnet werden konnen.
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Abb. 1.28 Prinzip der zweidimensionalen Elektrophorese mit der sauren PAGE mit kationi-
schem Detergens 16-BAC in der ersten und SDS-PAGE in der zweiten Dimension.

Ein komplexes Proteingemisch wird erst mit einer Zonenelektrophorese aufge-
trennt und dann mit IEF weiter separiert oder umgekehrt (Altland et al., 1981).
Hydrophobe Proteine, wie z. B. membrangebundene Proteine, werden erst in
einem sauren Gel bei pH 2,1 in Gegenwart eines kationischen Detergens wie
16-BAC aufgetrennt und dann mit einer SDS-Elektrophorese (MacFarlane,
1989; Hartinger et al., 1996). Da sich die Trennmuster bei 16-BAC und in SDS
deutlich unterscheiden, ergibt sich eine annehmbare, wenn auch nicht perfekte
Auflosung. Das Konzept ist in Abb. 1.28 gezeigt.

o Membranproteinkomplexe werden erst mit der Blau-Nativ-Elektrophorese auf-
getrennt (siehe oben) und dann mit der SDS-PAGE zur Darstellung und Iden-
tifizierung der Komplexpartner.

Hochkomplexe Proteingemische, wie z. B. Zelllysate oder Gewebeextrakte, sol-
len moglichst in samtliche Einzelproteine fraktioniert werden, um ein Gesamt-
bild der Proteinzusammensetzung zu erhalten und einzelne Proteine auffinden
zu konnen. Die hochste Auflosung erzielt man mit einer Kombination von zwei
komplett orthogonalen Techniken: Auftrennung nach isoelektrischen Punkten
und nach den Molekiilgrofien.

Bei diesen Techniken fithrt man die erste Dimension in individuellen Rundge-
len oder Gelstreifen durch und {ibertragt diese auf das Gel der zweiten Dimensi-
on. Man kann ein Flachgel nach der Trennung in Streifen schneiden und auf das
zweite Gel transferieren. Die Kombination von Isoelektrischer Fokussierung und
SDS-Elektrophorese wurde erstmals von Stegemann (1970) verwendet.

Hochauflosende 2-D-Elektrophorese: Erst der wichtige Beitrag von O’Farrell
(1975) zur 2-D-Elektrophorese ermoglichte eine sehr hohe Auflosung von kom-
plexen Proteingemischen: die Anwendung komplett denaturierender Bedingun-
gen bei der Probenvorbereitung und in der ersten Dimension, der IEF. Die
Probe wird mit einem sogenannten Lysepuffer (besser als Solubilisierungs-
mix bezeichnet), der aus einer gesittigten Harnstofflosung (9 mol/L) mit 2 %
B-Mercaptoethanol zur Reduzierung und einem nicht ionischen Detergens (No-
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Abb. 1.29 Prinzip der Methode der hochauflésenden 2-D-Elektrophorese nach O'Farrell
(1975).

nidet NP-40) zur Unterstiitzung der Loslichkeit besteht, in Losung gebracht.
Die erste Dimension, die Isoelektrische Fokussierung erfolgt in Gegenwart von
9M Harnstoff und dem nicht ionischen Detergens, die zweite Dimension mit
einer SDS-Elektrophorese. Dadurch werden Proteinkomplexe und -aggregate
aufgeschlossen, wodurch sich die Auflosung stark erhoht. In der Originalarbeit
von O’Farrell wurden Extraktproteine aus Escherichia coli mit '*C oder 3°S mar-
kiert, und im Gel mit Autoradiografie detektiert. Diese Detektionsmethode be-
sitzt einen sehr breiten dynamischen Bereich von bis zu fiinf Gréfienordnungen.
1100 unterschiedliche Polypeptide konnten auf diese Weise detektiert werden. In
Abb. 1.29 ist der traditionelle Arbeitsablauf fiir die hochauflésende 2-D-Elektro-
phorese gezeigt.

Seit die Proteinflecken mit neuen Methoden der Massenspektrometrie weiter
analysiert werden konnen, hat diese Methode eine Renaissance erlebt: Die ge-
trennten Proteine konnen nun identifiziert und weiter charakterisiert werden.
Dieses Konzept nennt man ,,Proteome Analysis“ oder ,Proteomics” (Wasinger et
al., 1995) und ist detailliert im Buch ,,Proteomics in Practice” (Westermeier et al.,
2008) beschrieben. Das Kapitel 4 im vorliegenden Buch ist ganz der 2-D-Elektro-
phorese gewidmet.

1.3.48 GelC-MS

Die Kombination von SDS-PAGE mit Umkehrphasenfliissigchromatografie (Re-
versed Phase Liquid Chromatography, RPC) von tryptischen Peptiden und Elek-
trospray-lonisation (ESI) Massenspektrometrie ist zu einer weitverbreiteten Stra-
tegie zur Identifizierung und Charakterisierung von ,,Proteomen” geworden. Erst
wird der gesamte Gewebeextrakt oder das gesamte Zelllysat mit SDS-PAGE auf-
getrennt, um die Komplexitit der Probe zu reduzieren. Die Gele werden nicht
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gefarbt: Die Trennspuren werden direkt mit einem Gelschneider in bis zu 48
Gelstiickchen zerteilt. Die darin befindlichen Proteine werden innerhalb der Gel-
stiickchen mit Endoproteasen — meist Trypsin — verdaut, wie von Hellman et al.
(1995) vorgeschlagen. Die Peptide lassen sich gut eluieren und werden in einer
Umbkehrphasenfliissigchromatografiesdule weiter aufgetrennt, die ,Online“ mit
einem ESI-Massenspektrometer gekoppelt ist. In den meisten Fillen werden die
Peptide im Massenspektrometer weiter fragmentiert fiir MS/MS-Analysen zur

Strukturaufklarung.
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