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Elektrophorese - Wanderung durch das elektrische Feld

4: laborberufe.de

Bei Elektrophoresen macht man sich zu Nutze, dass wichti-
ge Bio-Makromolekiile, wie Nukleinsduren und Proteine,
liber geladene Gruppen verfiigen. Im elektrischen Feld
wandern Sie je nach ihrer Ladung durch ein Tragermaterial
zur Anode (Pluspol) oder zur Kathode (Minuspol).

1.1 Welche geladenen Gruppen treten bei Nucleinsduren
und bei Proteinen auf?

Die Wanderungsgeschwindigkeit v ist dabei proportional
der Feldstarke E und der lonenladung Q, umgekehrt
proportional dem Teilchenradius r und der Viskositadt n des
Trennmediums. Bei der Gelelektrophorese spielt auch das
Verhiltnis zwischen dem Teilchenradius und der Poren-
weite des Gels eine Rolle.

Das Gel wirkt auf molekularer Ebene wie ein Sieb, so dass
sich ein groBerer Teilchenradius stirker hemmend auf die
Wanderungsgeschwindigkeit auswirkt, als nur durch die
Viskositat alleine zu erwarten ware. Durch die unterschied-
liche lonenladung und den Teilchenradius bewegen sich die
einzelnen Stoffe (Molekiile) unterschiedlich schnell durch
das Tragermaterial.

Agarosegele kommen vor allem bei der Auftrennung von
Nukleinsduren zum Einsatz, wihrend Proteine meist in
Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt werden, wobei jedoch
beide Stoffklassen grundsatzlich in beiden Gelarten
getrennt werden kdnnen. Beide Gele sind Medien, in denen
Analytmolekiile nur eine sehr geringe Diffusion aufweisen.
Sie gewahrleisten die dadurch relativ scharfe Banden, die
nicht durch Diffusionsvorgange an den Randern ,ausein-

anderfransen”.

1. Isoelektrische Fokussierung

Prinzip

Bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) durch-
wandern die zu trennenden Komponenten ein Gel
mit pH-Gradient. Es kommen nur solche Stoffe in
Frage, die aus Ampholyten aufgebaut sind, also
beispielsweise Peptide und Proteine. Die einzelnen
Bestandteile besitzen unterschiedliche isoelektri-
sche Punkte (IEP, pl). Die Stoffe werden so lange
durch das elektrische Feld transportiert, bis sie den
pH-Wert im Gel erreichen, bei dem sie nach aulen
hin nicht mehr geladen sind, also ihrem IEP. Ab
dieser Hohe hat das elektrische Feld keinen Ein-
fluss mehr auf die Bande. Die Proteine werden an
dem Ort mit dem pH-Wert aufkonzentriert
(fokussiert), der ihrem IEP entspricht (vgl. Abb.
1.1). Da die Auftrennung alleine aufgrund der
Ladung erfolgt, kann keine Aussage Uber die
Molekiilmassen der Proteine getroffen werden.

Zusatzlich werden zur Auswertung leicht zugang-
liche und gut aufzureinigen Referenzproteine (Mar-

ker) eingesetzt.

Beispiele: Kuhmilch-Lactoglobuline: pl = 2,2 und 18% —
= |
2,3. Cyctochrom C: pl = 10,7
8,3
1.2 Abb. 1.1 (siehe rechts) zeigt das Ergebnis

einer IEF. linke Spur: Marker. rechte Spur: Probe.

Schdtzen Sie die pl-Werte der Probebanden! 7.4 -
6,9 & = .
6.0 —

==

Beachten Sie, dass die pH-Auflosung im Gel nicht sl

Uberall gleich ist. Typischerweise ist sie im 5,2 e

mittleren pH-Wert-Bereich der isoelektrische -

Punkt deutlich feiner aufgeldst. j 2 —

In der Praxis ist zu beachten, dass die 3.5

isoelektrischen Punkte je nach Protein in

individueller Weise auch von der Temperatur Abb. 1.1: Bsp.

abhidngen  kénnen.  Fir  reproduzierbare einer\l/f;k(;eigenes

Ergebnisse muss die Temperatur wahrend des
elektrophoretischen Laufs konstant gehalten und
Warme abgefiihrt werden.

|Wie kommt der pH-Gradient in das Gel? Wie wird die Probe aufgetragen?

Zur Ausbildung des pH-Gradienten gibt es zwei Verfahren:

a) Immobilisierter pH-Gradient: Beim der Gelherstellung werden die jeweils pH-erzeugenden Molekiile am passenden

Ort fest (d.h. kovalent) in das Makromolekiil-Netzwerk eingebaut. Die Molekiile dndern sich mit der Position im Gel

graduell in ihrer Zusammensetzung. Insgesamt enteht deshalb ein pH-Gradient. Solche Gele mit fixiertem pH-

Gradient werden fertig gekauft.
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a) pH-Gradient liber ein Trigerampholyt-Gemisch: Neben den zu trennenden Ampholyten (Probeampholyte, z.B.
Proteine, Peptide) beinhaltet die verwendete Pufferlosung auch komplexes Tragerampholytgemisch mit sehr vielen
Komponenten (Tragerampholyte). . Solche Tragerampholytgemische (z.B. BiolLyte ®, Ampholine ®, Pharmalyte ©)
sind sehr teuer und spannen unterschiedliche pH-Bereiche auf. So gibt es Tragerampholytgemsiche die einen

Gradient zwischen pH= 7-8 aufspannen, andere sind breiter angelegt und spannen einen Bereich zwischen pH = 3 -
10 auf.

pH every-
where the
same
eg.pH=7

g: molecular charge at the given pH

== cathode

pl: isoelectrical point of the molecule

Abb. 1.2: Prinzip der Entstehung des pH-Gradienten mit einem Tragerampholytgemisch (eigenes Werk)

Zu A.Ohne angelegtes Feld sind die Ampholytmolekiile ungeordnet im Gel. Uberall im Gel ist der pH-Wert identisch
(z.B. pH = 7) Die Molekiile, die einen hheren isoelektrischen Punkt (pl) als der pH-Wert der Fliissigkeit besitzen,
sind positiv geladen (q > 0). Diejenigen Ampholytmolekiile deren pl kleiner als der umgebende pH-Wert ist,
besitzen eine negative Ladung (q < 0). Je gréf3er der Unterschied zwischen pl und dem pH-Wert desto héher ist

der Betrag der Ladung.

Zu B.Legt man eine Spannung an, so werden positiv geladene Molekiile zum (-)-Pol (Kathode) und negativ geladene
Molekiile zum (+)-Pol (Anode) gezogen. Es kommt zu einer Sortierung der Ampholytmolekiile nach ihrem pl. Am
Ort der Aufkonzentration sorgen sie auch fiir einem pH-Wert der ihrem pl-Wert entspricht. Dadurch
beeinflussen die Tragerampholyte auch die Molekiilladung anderer Trdgerampholytmolekiile. Insgesamt

beginnt sich ein pH-Gradient auszubilden.

Zu C.Die Molekiile konzentrieren sich dort auf, wo der pH-Wert ihrem pl entspricht. Dort sind sie dann nicht mehr
geladen (q = 0). Insgesamt entsteht so ein sich selbst stabilisierender pH-Gradient. Diffundiert ein Molekdil weg,

pH =85

pH=7

pH=55

Q) == cathode

q=0 q=0 q:O\
pl=9 pl=9)(pl=9

arrow: moving direction of molecule

so liegt es wieder geladen vor und wird durch den Strom zurlick transportiert.

Ein grolReres Problem liegt in der Praxis darin, den pH-Gradienten stabil zu halten. So kénnen Tragerampholytmolekiile im
Lauf der Trennung zur Kathode hin abdriften, so dass. z.B. der pH-Gradient zu Beginn den Bereich pH = 5,3 - 9,5 aufspannt,
am Ende jedoch bei pH = 6,1 - 9,5. Insgesamt ist die Auflosung von Gelen mit kovalent gebundenen Ampholyten

(immobilisierter pH-Gradient) deutlich groRer als bei mobilem pH-Gradient.

S.2

pH=9

pH=8

pH=75

pH=7

pH =65

pH=6

pH=5
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Gleichnis mit der sozialen Schichtung einer Stadt: In jeder GroBstadt gibt es einige angesagte Viertel. Die, die es sich leisten
kdnnen, ziehen dahin und verdrangen die dort urspriinglich einheimische Schicht. Es etablieren sich teure Boutiquen,
Hippster gehen in Ateliers ein und aus, der Coffee to go, kostet dann schon mal 4,50 Euro. Es ist nicht nur auf dem Prenzlauer
Berg so. Auch im Herzen Karlsruhes, in der Slidstadt, lasst sich diese Gentrifizierung beobachten. Die einheimische Schicht
zieht wo anders hin. Dort pragt sie selbst ihr Umfeld und verdrangt ebenfalls die urspriinglich ansassige Bevolkerung. So geht
das immmer weiter. Es bildet sich mit der Zeit eine Schichtung aus: Frisch hinzuziehende reihen sich in das passende Umfeld
ein und ziehen dorthin, wo sie ,finanziell hingehéren®. Nur weit drau3en, in den Banlieues und Neukollns, da will kaum
jemand wohnen. Dort ist auch der Abgrund schon nahe. Wie von Zauberhand entsteht entlang des Stadtachse eine
Schichtung und Milieubildung. Genau wie bei den Tragerampholyten der IEF. Im einen Fall ist das elektrische Feld die
treibende Kraft, in der Stadt regiert das Geld.

Weitere Infos zur Praxis der IEF

Die IEF wird meist als horizontale Elektrophorese durchgefiihrt. Wegen dem hohen Preis der Tragerampholyte gibt es einen
Trend hin zu immer diinneren Gelen, gelaufige Geldicken liegen zwischen 0,1 - 2 mm. Kleinere Geldicken fiihren auch zu
einer kiirzeren Trennzeit und héherer Auflésung.

Die IEF erfordert in der Regel sehr hohe Spannungen von 3000- 4000 Volt, wobei durch den hohen elektrischen Widerstand
des Gels, die Stromfliisse trotzdem niedrig sind und ca. 1 mA betragen. Um die Hitze abzuflihren, die wahrend des
Stromflusses auftritt, lagert das Horizontalgel auf einer Glas- oder Plastikplatte, die selbst mit Wasser gekiihlt wird. Wie auch
bei anderen Elektrophorese-Verfahren kénnen mehre Proben auf einem Gel gleichzeitig aufgetrennt werden, wobei fiir jede
Analyse nur wenige Mikrogramm Protein bendtigt werden. Zur Aufbringen der Probemolekiile kann ein kleines Stiick
Filterpapier in die Probe gehalten werden und dann auf das Gel gelegt werden. Unter dem Einfluss einer kleinen elektrischen
Spannung diffundieren die Proteine in das Gel. AnschlieBend wird das Filterpapier entfernt und die Spannung zur
Auftrennung erhoht. Die Probe kann entweder vor Ausbildung des pH-Gradienten auf das Gel aufgetragen werden oder auf
ein Gel gebracht werden, das schon einen pH-Gradienten aufweist.

2. SDS-PAGE zur Auftrennung von Proteinen

Natriumdodecylsulfat (SDS) bewirkt, dass Proteine ihre Quartar- und Tertiarstrukturen verlieren, ein Vorgang der als Denatu-
rierung bezeichnet wird. Die rdumliche Struktur der Proteine, die durch Bindundungen der Aminosaurereste zustande
kommt, wird durch das SDS zerstért. Die Proteine werden linearisiert. SDS lagert sich dabei an die Proteinmolekiile und
bewirkt, dass die individuellen Ladungsunterschiede nivelliert werden: Als anionisches Molekil ,iberdeckt das
Dodecylsulfat-lon mit seiner negativen Ladung die Eigenladung der Proteine. Das Verhaltnis Ladung zu Masse ist fiir die
Proteine konstant. Pro Gramm Protein werden ca. 1,4 g SDS angelagert.

Abb. 2.1: Molkiilbau und Eigenschaften
von SDS (Quelle: wikipedia.de; Autor: Fdardel)

Zur Behandlung wird die Proteinldsung einige Zeit mit SDS-haltigem Puffer in der Warme inkubiert.

Um Disulfidgruppen zwischen Aminosaureresten aufzubrechen kénnen noch zusitzliche Reagenzien eingesetzt werden. Dazu
gehoren das Gbel riechende Mercaptoethanol (HS-CH,-CH.-OH) oder das nicht ganz so stinkende Dithiothreitol (DTT).

Die anschlieBende Trennwirkung der Elektrophorese beruht ausschlie8lich auf GréRenunterschiede und nicht auf
Ladungsunterschiede oder Unterschiede in der raumlichen Form der Proteine! Die SDS-Protein-Assoziate wandern wahrend der
Elektrophorese durch das Gel zur Anode.
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Das Polyacrylamid-Gel |

Bei der SDS-Page wird ein Polyacrylamid-Polymer als Gel benutzt. Bei der Herstellung des Gels werden die Monomere Acrylamid
und Methylenbisacrylamid (kurz auch Bisacrylamid genannt) zu ein dreidimensionalen Netzwerk verbunden (Polymerisierung).
Um diese Polymerisation bei Raumtemperatur zu erméglichen, wird noch der Polymerisationskatalysator TEMED (Tetramethylen-
diamin), zugegeben. Als Starter der Polymerisation wird gewdhnlich Ammoniumperoxodisulfat (APS) eingesetzt. Das
Peroxodisulfat-lon neigt zum Zerfall in 2 Radikale: [035-0-0-503]> — 2 [035-O-]". An das Radikal kann sich ein Molekil mit einer
C=C-Doppelbindung anlagern, wobei wieder ein Radikal entsteht, an das eine weitere Anlagerung moglich ist. Durch die
fortgesetzten Kettenverlangerung, verkniipfen sich die Monomere zu einem 3D-Netzwerk, es handelt sich also um eine radikalische
Polymerisation:

70380, 4 H,C=CH —=D,5—0—CH,~CH 2.1 Wie kann die bei der
Polymerisierung auftreten-
de splirbare Erwdrmung

- - . - . A ?
038—0—CHy~CH 4 HC=CH ——»035—0—CHy~CH—CH-CH —» —= 035—0{CH2-<|:H}CH2-9H erklart werden?
R R
n

B R
OH,= oH \ o GH = CHy— CH— CH,— CH—CH,~ CH—CH,~ CH 2.2 Markieren Sie im Netzwerkausschnitt den
c=0 c=0 c=0 c=0 Cc=0 c=0 Strukturteil der auf...
II\JH ll\lH lllH II\IH TI\IH IEJH
: ’ ’ | ’ ’ a)...ein Acrylamid-Molekiil...
Acrylamid CH,
|
i b) ein Methylenbisacrylamid-Molekiil
£=e (crosslinker) ...zuriickzufiihren ist.
—CH,— CH—CH,— C':H —CH,— CH—CH,— ?H —CH,— G
Ghyr=iCH =m0 c=0 G=0 ¢=0 2.3. Bei einem grofien Chemikalien-Anbierter aus
! |
f=0 g NH, NH, M Karlsruhe gibt es folgende Gelmischungen zu
" e e kaufen.
?Hz NH II\IH
rqu 'c=o c=o0 Angaben in Konz.%, (Acrylamid : Bisacrylamid)
I !
¢=0 — CH,— CH—CH,— CH—CH,— CH— CH,— CH—CH,— CH—
b I I I * Elektrophorese Gel 40% (37,5 : 1) [Standard] und
= C=0 C=0 C=0
I I I
N.N"-Methylenbisacrylamid NH, NH, NH, * Elektrophorese Gel 40% (29 : 1)
Abb. 2.2: Struktur eines Polyacrylamidgels Welches der beiden Gele ist engmaschiger?

Die Polymerisation von Acrylamid und Methylenbisacrylamid zum Polyacrylamid sollte unter weitgehendem Luftabschluss erfolgen,
so dass das Gel normalerweise zwischen zwei Glasplatten gegossen wird, die den Luftzutritt verhindern. Diese Vorgehensweise ist
wohl auch der Hauptgrund, warum die SDS-PAGE hauptsachlich mithilfe vertikaler Trennkammern erfolgt. Die Probe wird in
Aussparungen des Gels (,Taschen") die zwischen den Glasplatten hineinragen von oben mit speziellen Pipettenspitzen eingebracht.
Nukleinsduren und hochmolekulare Proteine werden hingegen eher in Agarose-Gelen getrennt die mit Porengré3en zwischen 100
- 500 nm deutlich groBporiger als SDS-Polyacrylamid-Gele (PorengréBe: 3 - 6 nm) sind. Weiterhin sind Agarose-Gele nicht sehr
luftempfindlich, der Luftzutritt muss nicht von beiden Seiten unterbunden werden, was eine Benutzung von horizontalen
Trennkammern ermaoglicht.

Je hoher der Gehalt an Monomeren, desto engmaschiger wird das Gitter. Das Gel wirkt wie ein Sieb: Kleine Proteine wandern
relativ leicht durch die Maschen des Gels, wahrend grof3e Proteine eher zuriickgehalten werden und dadurch langsamer durch das
Gel wandern. Will man diesen Siebeffekt ausschlieBen z.B. bei der Isoelektrischen Fokussierung, bei der die Trennung nur nach dem
isoelektrischen Punkt erfolgen soll, wahlt man eine grol3e Porenweite.

Am Ende des Vorganges sind alle Proteine nach GréRBe sortiert. Zusatzlich zu den Proben wird meistens ein GréBenmarker
(,Proteinleiter”) auf das Gel geladen. Dieser besteht aus Proteinen mit bekannter GréRe und ermdoglicht dadurch die Abschatzung
der GroRe von Proteinen in den eigentlichen Proben (siehe Abb. 2.2) . Zwischen der Wanderstrecke und dem Logarithmus (!) des
Molekulargewicht des Proteins gibt es einen linearen Zusammenhang.
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2.4 Erklaren Sie, an welchem Ende des Markers in Abb. 2.2 die Anode und an welchem Ende die

—170— Kathode angelegt war. Kennzeichnen Sie im Gel den Startpunkt der Elektrophorese.
130 2.5 Geben Sie in der folgenden Tabelle die Laufstrecke und die dazugehérige Molekiilmasse (in kDa)
e an und tragen Sie diese im Diagramm darunter graphisch auf (x-Achse: Laufstrecke in mm, y-Achse:
IgM)
— 72
e Laufstrecke [mm] Ig M (M in kDa) Laufstrecke [mm] Ig M (M in kDa)
— 55
lg 170 = lg 43 =
—— 34—
—— 26 —
—— 17 —
— 10 —

Gel

Abb. 2.2: Proteinleiter
Praktikum

Diskontinuierliche Gelelektrophoresen am Bsp. der diskontinuierlichen SDS-PAGE

Vor dem Eintritt in die eigentlichen Trennzone wird das Poteingemisch bei der

dikonstinuierlichen SDS-PAGE

elektrophoretisch durch ein Sammelgel gezogen. Im Sammelgel bilden die Proteine einen kompakten Stapel aus, der das Gel
durchwandert. Die einzelnen Proteinsorten besitzen eine bestimmte Position in diesem Stapel. Alle Sorten wandern gleich
schnell, eine auftrennende Wirkung ist im Sammelgel nicht gegeben. Dadruch tritt das Gemisch als scharfe Bande in das
Trenngel ein. Fiir die Bildung des kompakten Stapels sind zwei Sacherverhalte verantwortlich

a) Im Sammelgel-Puffer liegen Chloridionen vor, die eine relativ groRBe lonenbeweglichkeit besitzen, man spricht
deshalb auch von Leitionen. Weiterhin befindet sich im Puffer auch die Aminosaure Glycin, die aufgrund des pH-
Wertes des Sammelgels (pH = 6,8) hauptsichlich als Zwitterion vorliegt. Nach auBen hin ist Glycin also ungeladen
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und seine Wanderungsgeschwindigkeit entsprechend gering, man spricht auch von Folgeionen. Im elektrischen

Feld des Sammelgels wandern die Leitionen schneller als die Folgeionen. Zwischen diesen beiden Fraktionen baut
sich ein zusatzlicher Spannungsgradient auf, hier sortieren sich die Proteine zu einem Stapel. Jede Proteinsorte hat
eine bestimmte Position im Stapel. An der Grenze zum Trenngel andert sich der pH-Wert, so dass die Glycin-lonen
ihre Wanderungsgeschwindigkeit erhéhen, weils sie jetzt im Schnitt starker geladen sind. Sie laufen von hinten auf
die Proteine auf und beschleunigen die hinteren Fraktionen. Insgesamt treten alle Proteine deshalb als scharfe
Bande in das Trenngel ein. Analogie: "Eine Menschenschlange bewegt sich auf ein offenes Tor ( = Grenze zwischen
den Gelen) zu. Alle Personen (= Proteinsorten) laufen hintereinander mit der gleichen Geschwindigkeit. Durch das
Tor tretend, schubst die letzte Person ( = Folgeionen) von hinten die Menschenschlange, so dass diejenigen, die in
der Schlange hinten positioniert sind, beschleunigt werden. Unmittelbar nach dem Tor sind dann alle auf Menschen
auf gleicher Héhe und nun beginnt jeder hier mit unterschiedlichem Tempo zu laufen".

b) Im Sammelgel wird eine groBe Porenweite gewdhlt, die die Wanderungsgeschwindigkeit aller Proteine noch
zusatzlich erhéht. Individuelle Unterschiede in der Wandergeschwindigkeit, die fir eine Auftrennung
verantwortlich ware, werden so bis zu einem gewissen Grad nivelliert.

|M6g|ichkeiten der Weiterverarbeitung des Gels

Moglichkeit A: Farbung

Die aufgetrennten Protein kénnen durch verschiedene Verfahren sichtbar gemacht werden. Das wichtigste Verfahren ist
hierbei die Firbung mit Coomassie Brilliant-Blau (CBB), sowohl CBB-R250 als auch CBB-G-250 (chemisch nicht identisch.
Achtung: Verwechslungsgefahr!). Dazu wird das Gel in eine Wanne mit der Farbelosung gelegt.

CBB-R250, das klassische Reagenz, ist empfindlicher, aber die Farbreaktion dauert mehrere Stunden und erzeugt eine groRe Hintergrundfarbung.
Meist muss noch ein Entfarbebad durchgefiihrt werden, um die Hintergrundfarbung zu verringern. CBB-G250 farbt deutlich schneller, ist
insgesamt aber unempfindlicher.

Als Alternative bietet sich z.B. die Farbung mit Silbernitrat an. Zunachst werden die Proteine durch eine Fixierlésung mit
Essigsaure denaturiert. Dadurch fallen die Proteine aus, wodurch ein Wandern der Proteine im Gel durch Diffusion verhindert
wird. Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser wird das Gel in einer Silbernitratlésung inkubiert. Dadurch lagern sich
Silberionen an die Proteine an. Uberschiissige Silberionen (Ag*) wird mit Wasser abgewaschen. AbschlieBend folgt der
Entwicklungsschritt: Durch Zugabe von Formaldehyd werden die Silberionen zu elementarem Silber reduziert. Dieses farbt
die Stellen, an denen Proteine vorhanden sind, schwarz. Diese Methode zeichnet sich durch ihre hohe Sensitivitit aus. Die
Nachweisgrenze liegt bei 0,1 ng bis 1 ng pro Bande.

l I l l ' l ' ' Eine quantitative Auswertung von eingefarbten Gelen ist mit

Densitometern moglich. Das sind Geréte, die die Farbintesitat bzw.
die Absorbanz bei einer bestimmten Wellenlange in Abhangigkeit
des Orts/Laufstrecke in einem Gel messen. Die Flache unter der so
erhaltenen Absorbanz/Orts-Kurve ist fiir ein gegebenes Protein
proportional zur Stoffmenge bzw. Proteinmasse dieses Proteins.
Dabei muss jedoch berlicksichtigt werden, dass die verschiedene

Proteine eine unterschiedliche Affinitdt zum Farbstoff haben

Abb  2.3:  Elektropherogramm und daraus ksnnen, und deshalb gleiche Stoffmengen/Massen  der

erstelltes Densitogramm (eigenes Werk) verschiedenen Proteine unterschiedlich groBe Flacheninhalte
generieren kénnen (vgl. Abb. 2.3 links). Statt einem Densitometer
kann man mithilfe eines Fotos und der Bildanalysesoftware Image)
auch ein Densitogramm erstellen.
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Moglichkeit B: Proteine wieder in Losung bringen

Die aufgetrennten Proteine kdnnen aus einem ausgeschnittenen Gelstiick wieder herausgelést werden. Oft bedient man sich

dabei der Elektroelution:

Ein Gelstiick mit dem interessierenden Protein wird dabei in ein

inneres Elutionsgefa gegeben, dass selbst in ein gréBeres — |
. o ") . . P . . \—/
Reaktionsgefa taucht. Uber eine kleine Offnung kénnen dann bei AuReres GefaB (mit | — | =—
Eluti fiillt —<
Anlegung von Spannung die eluierten Proteine in den Puffer des ionspulterLel [~ offenes Ende der
" Glasréh
ReaktionsgefiBes gelangen (vgl. Abb. rechts). (Lottspeich 2006).  Glasrohre (untergetaucht = aerone
im Elutionspuffel Kathode
Statt Bisacrylamid kdnnen bei der Gelherstellung auch andere cross- Gelstiick mi .
elstiick mit Proteinen
linker (z.B. N,N’-(1,2-Dihydroxyethylen)-bisacrylamid eingesetzt) porése Fritte T~
eingesetzt werden. Diese ermoglichen es, Gelstreifen mit der Transportrichtung der_ N
Proteine
interessierenden Proteinbande mit Chemikalien wieder aufzuldsen Dialysemembran | Anode
(Pingoud und Urbanke 1997). Auch existieren Gelextraktions- + Si'iéon;dapt?L y
_— aum, In aem sic e
methoden, bei der das beladene Gelstiick mit Ultraschall behandelt “—__Proteine aufkonzentrieren

wird, wodurch die Proteine in den umgebenden Puffer wechseln.
Abb. 2.4: Funktionsweise der Elektroelution Quelle: eigenes

Fiir all diese Verfahren sind spezielle Kits im Handel erhiltlich. Werk

1.3. Erklaren Sie die Polung bei der Elektroelution.
Moglichkeit C: Western-Blot, doch davon spater...

2. Alles klar?

2.6 Nicht alle Proteinelektrophoresen werden mit SDS als Hilfsstoff durchgefiihrt. Welchem Zweck kénnte eine ,native PAGE“

dienen?

2.7 Erklaren Sie das Prinzip der Fokussierung bei der IEF!

2.8 Warum lassen sich Nucleinsduren und Proteine elektrophoretisch trennen, Kohlenhydrate und Fette jedoch nicht?
2.9 Warum kénnen Proteine Uiber eine isoelektrische Fokussierung getrennt werden, Nucleinsiuren jedoch nicht?

2.10 Welche Funktion besitzt Acrylamid, Bisacrylamid, APS und TEMED bei der Herstellung des Gels?

Weitere Infos fiir Interessierte (nicht relevant fiir Priifungen und KAs!)

Es ist bekannt, dass einige lebende eukaryotische Zellen einen
intrazellularen pH-Gradienten (z.B. pH = 6,8 - 7,4) besitzen. Es wird von
einigen Forschern spekuliert, ob gemeinsam mit den ebenfalls
nachgewiesenen elektrischen Polarisierungen von Zellen, eine natiirliche
isoelektrische Fokussierung stattfindet. Die Zelle kdnnte so bestimmte
Proteine an Orten, an dem sie besonders bendtigt werden,
aufkonzentrieren oder abtransportieren. Diese Mechanismen kdnnten
zum Aufrechterhalten des Stoff-FlieBgleichgewichts beitragen. Durch
Metabolisierung (z.B. Phosphorylierung), konnte der IEP gezielt angepasst

bzw. verandert werden und so neue Transporte induziert werden.

Abb. 3.1: intrazelluldre isoelektrische
Fokussierung (eigenes Werk)
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Abb. 5-2: Struktur eines Polyacrylamidgels. Acrylamidmonomere werden durch N,N’-Methylenbisacryl-
amid quervernetzt und bilden je nach Acrylamidkonzentration ein mehr oder weniger dichtes dreidimensio-
nales Netzwerk.
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		Elektrophorese – Wanderung durch das elektrische Feld		





		Bei Elektrophoresen macht man sich zu Nutze, dass wichti­ge Bio-Makromoleküle, wie Nukleinsäuren und Proteine, über geladene Gruppen verfügen. Im elektrischen Feld wandern Sie je nach ihrer Ladung durch ein Trägermaterial zur Anode (Pluspol) oder zur Kathode (Minuspol).

1.1 Welche geladenen Gruppen treten bei Nucleinsäuren und bei Proteinen auf?





Die Wanderungsgeschwindigkeit v ist dabei proportional der Feldstärke E und der Ionenladung Q, umgekehrt propor­tional dem Teilchenradius r und der Viskosität η des Trenn­mediums. Bei der Gelelektrophorese spielt auch das Verhältnis zwischen dem Teilchenradius und der Poren­weite des Gels eine Rolle.

		Das Gel wirkt auf molekularer Ebene wie ein Sieb,  so dass sich ein größerer Teilchenradius stärker hemmend auf die Wande­rungs­geschwindigkeit auswirkt, als nur durch die Viskosi­tät alleine zu erwarten wäre. Durch die unter­schied­liche Ionenladung und den Teilchenradius bewegen sich die einzel­nen Stoffe (Moleküle) unterschiedlich schnell durch das Trägermaterial.

Agarosegele kommen vor allem bei der Auftrennung von Nuklein­säuren zum Einsatz, während Proteine meist in Poly­acrylamid-Gelen aufgetrennt werden, wobei jedoch beide Stoffklassen grundsätzlich in beiden Gelarten getrennt werden können. Beide Gele sind Medien, in denen Analyt­moleküle nur eine sehr geringe Diffusion aufweisen. Sie gewähr­leisten die dadurch relativ scharfe Banden, die nicht durch Diffusionsvorgänge an den Rändern „aus­ein­ander­fransen“. 





1. Isoelektrische FokussierungPrinzip

		Bei der isoelektrischen Fokussierung (IEF) durch­wan­dern die zu trennenden Kompo­nenten ein Gel mit pH-Gradient. Es kommen nur solche Stoffe in Frage, die aus Ampho­lyten aufgebaut sind, also bei­spiels­weise Peptide und Proteine. Die ein­zelnen Be­stand­teile besitzen unter­schiedliche iso­elek­tri­sche Punkte (IEP, pI). Die Stoffe werden so lange durch das elektri­sche Feld trans­portiert, bis sie den pH-Wert im Gel er­reichen, bei dem sie nach außen hin nicht mehr geladen sind, also ihrem IEP. Ab dieser Höhe hat das elektrische Feld keinen Ein­fluss mehr auf die Bande. Die Proteine werden an dem Ort mit dem pH-Wert auf­konzentriert (fokussiert), der ihrem IEP ent­spricht (vgl. Abb. 1.1). Da die Auftrennung alleine auf­grund der Ladung er­folgt, kann keine Aussage über die Molekül­massen der Proteine getroffen werden. 

Zusät­zlich werden zur Auswertung  leicht zu­gäng­liche und gut auf­zu­reini­gen Referenzproteine (Mar­ker) eingesetzt. 

		Beispiele: Kuhmilch-Lactoglobuline: pI = 2,2 und 2,3. Cyctochrom C: pI = 10,7

1.2 Abb. 1.1 (siehe rechts) zeigt das Ergebnis einer IEF. linke Spur: Marker. rechte Spur: Probe. Schätzen Sie die pI-Werte der Probebanden!





Beachten Sie, dass die pH-Auflösung im Gel nicht überall gleich ist. Typischerweise ist sie im mittleren pH-Wert-Bereich der isoelektrische Punkt deutlich feiner aufgelöst. 

In der Praxis ist zu bea­chten, dass die isoelektrischen Punkte je nach Protein in individueller Weise auch von der Tempe­ra­tur abhängen können. Für repro­duzierbare Ergebnisse muss die Temperatur während des elektrophoretischen Laufs konstant gehalten und Wärme abgeführt werden.

		

Abb. 1.1: Bsp. einer IEF (eigenes Werk)





Wie kommt der pH-Gradient in das Gel? Wie wird die Probe aufgetragen?

Zur Ausbildung des pH-Gradienten gibt es zwei Verfahren:

		Immobilisierter pH-Gradient: Beim der Gelherstellung werden die jeweils pH-erzeugenden Moleküle am passenden Ort fest (d.h. kovalent) in das Makromolekül-Netzwerk eingebaut. Die Moleküle ändern sich mit der Position im Gel graduell in ihrer Zusammensetzung. Insgesamt enteht deshalb ein pH-Gradient. Solche Gele mit fixiertem pH-Gradient werden fertig gekauft.





		pH-Gradient über ein Trägerampholyt-Gemisch: Neben den zu trennenden Ampholyten (Probeampholyte, z.B. Proteine, Peptide) beinhaltet die verwendete Pufferlösung auch komplexes Trägerampholytgemisch  mit sehr vielen Komponenten (Trägerampholyte). . Solche Träger­ampholyt­gemische (z.B. BioLyte ®, Ampholine ®, Pharmalyte ®) sind sehr teuer und spannen unterschiedliche pH-Bereiche auf. So gibt es Trägerampholytgemsiche die einen Gradient zwischen pH= 7-8 aufspannen, andere sind breiter angelegt und spannen einen Bereich zwischen pH = 3 -10 auf. 

  

Abb. 1.2: Prinzip der Entstehung des pH-Gradienten mit einem Trägerampholytgemisch (eigenes Werk)





		Ohne angelegtes Feld sind die Ampholytmoleküle ungeordnet im Gel. Überall im Gel ist der pH-Wert identisch (z.B. pH = 7) Die Moleküle, die einen höheren isoelektrischen Punkt (pI) als der pH-Wert der Flüssigkeit besitzen, sind positiv geladen (q > 0). Diejenigen Ampholytmoleküle deren pI kleiner als der umgebende pH-Wert ist, besitzen eine negative Ladung (q < 0). Je größer der Unterschied zwischen pI und dem pH-Wert desto höher ist der Betrag der Ladung.



		Legt man eine Spannung an, so werden positiv geladene Moleküle zum (-)-Pol (Kathode) und negativ geladene Moleküle zum (+)-Pol (Anode) gezogen. Es kommt zu einer Sortierung der Ampholytmoleküle nach ihrem pI. Am Ort der Aufkonzentration sorgen sie auch für einem pH-Wert der ihrem pI-Wert entspricht. Dadurch beeinflussen die Trägerampholyte auch die Molekülladung anderer Trägerampholytmoleküle. Insgesamt beginnt sich ein pH-Gradient auszubilden.



		Die Moleküle konzentrieren sich dort auf, wo der pH-Wert ihrem pI entspricht. Dort sind sie dann nicht mehr geladen (q = 0). Insgesamt entsteht so ein sich selbst stabilisierender pH-Gradient. Diffundiert ein Molekül weg, so liegt es wieder geladen vor und wird durch den Strom zurück transportiert. 





Ein größeres Problem liegt in der Praxis darin, den pH-Gradienten stabil zu halten. So können Trägerampholytmoleküle im Lauf der Trennung zur Kathode hin abdriften, so dass. z.B. der pH-Gradient zu Beginn den Bereich pH = 5,3 – 9,5 aufspannt, am Ende jedoch bei pH = 6,1 – 9,5. Insgesamt ist die Auflösung von Gelen mit kovalent gebundenen Ampholyten (immobilisierter pH-Gradient) deutlich größer als bei mobilem pH-Gradient. 

Gleichnis mit der sozialen Schichtung einer Stadt: In jeder Großstadt gibt es einige angesagte Viertel. Die, die es sich leisten können, ziehen dahin und verdrängen die dort ursprünglich einheimische Schicht. Es etablieren sich teure Boutiquen, Hippster gehen in Ateliers ein und aus, der Coffee to go, kostet dann schon mal 4,50 Euro. Es ist nicht nur auf dem Prenzlauer Berg so. Auch im Herzen Karlsruhes, in der Südstadt, lässt sich diese Gentrifizierung beobachten. Die einheimische Schicht zieht wo anders hin. Dort prägt sie selbst ihr Umfeld und verdrängt ebenfalls die ursprünglich ansässige Bevölkerung. So geht das immmer weiter. Es bildet sich mit der Zeit eine Schichtung aus: Frisch hinzuziehende reihen sich in das passende Umfeld ein und ziehen dorthin, wo sie „finanziell hingehören“. Nur weit draußen, in den Banlieues und Neuköllns, da will kaum jemand wohnen. Dort ist auch der Abgrund schon nahe. Wie von Zauberhand entsteht entlang des Stadtachse eine Schichtung und Milieubildung. Genau wie bei den Trägerampholyten der IEF. Im einen Fall ist das elektrische Feld die treibende Kraft, in der Stadt regiert das Geld. 

Weitere Infos zur Praxis der IEF

Die IEF wird meist als horizontale Elektrophorese durchgeführt. Wegen dem hohen Preis der Trägerampholyte gibt es einen Trend hin zu immer dünneren Gelen, geläufige Geldicken liegen zwischen 0,1 - 2 mm. Kleinere Geldicken führen auch zu einer kürzeren Trennzeit und höherer Auflösung.

Die IEF erfordert in der Regel sehr hohe Spannungen von 3000- 4000 Volt, wobei durch den hohen elektrischen Widerstand des Gels, die Stromflüsse trotzdem niedrig sind und ca. 1 mA betragen. Um die Hitze abzuführen, die während des Stromflusses auftritt, lagert das Horizontalgel auf einer Glas- oder Plastikplatte, die selbst mit Wasser gekühlt wird. Wie auch bei anderen Elektrophorese-Verfahren können mehre Proben auf einem Gel gleichzeitig aufgetrennt werden, wobei für jede Analyse nur wenige Mikrogramm Protein benötigt werden. Zur Aufbringen der Probe­moleküle kann ein kleines Stück Filterpapier in die Probe gehalten werden und dann auf das Gel gelegt werden. Unter dem Einfluss einer kleinen elektrischen Spannung diffundieren die Proteine in das Gel. Anschließend wird das Filterpapier entfernt und die Spannung zur Auftrennung erhöht. Die Probe kann entweder vor Ausbildung des pH-Gradienten auf das Gel aufgetragen werden oder auf ein Gel gebracht werden, das schon einen pH-Gradienten aufweist.

2. SDS-PAGE zur Auftrennung von ProteinenNatriumdodecylsulfat (SDS) bewirkt, dass Proteine ihre Quartär- und Tertiär­struk­turen verlieren, ein Vorgang der als Dena­tu­rierung bezeichnet wird. Die räumliche Struktur der Pro­teine, die durch Bindundungen der Ami­no­säure­reste zu­stande kommt, wird durch das SDS zerstört. Die Proteine werden linearisiert. SDS lagert sich dabei an die Proteinmoleküle und bewirkt, dass die individuellen Ladungsunterschiede nivelliert werden: Als anionisches Molekül „überdeckt“ das Dodecylsulfat-Ion mit seiner negativen Ladung die Eigenladung der Proteine. Das Verhältnis Ladung zu Masse ist für die Proteine konstant. Pro Gramm Protein werden ca. 1,4 g SDS angelagert. 

		

		Abb. 2.1: Molkülbau und Eigenschaften von SDS (Quelle: wikipedia.de; Autor: Fdardel)





Zur Behandlung wird die Proteinlösung einige Zeit mit SDS-haltigem Puffer in der Wärme inkubiert. 

Um Disulfid­gruppen zwischen Aminosäureresten aufzubrechen können noch zusätzliche Reagenzien eingesetzt werden. Dazu gehören das übel riechende Mercaptoethanol (HS-CH2-CH2-OH) oder das nicht ganz so stinkende Dithiothreitol (DTT).

Die anschließende Trennwirkung der Elektrophorese beruht ausschließlich auf Größenunterschiede und nicht auf Ladungsunterschiede oder Unterschiede in der räumlichen Form der Proteine! Die SDS-Protein-Assoziate wandern während der Elektro­phorese durch das Gel zur Anode.

Das Polyacrylamid-Gel

Bei der SDS-Page wird ein Polyacrylamid-Polymer  als Gel benutzt. Bei der Herstellung des Gels werden die Monomere Acrylamid und Methylenbisacrylamid (kurz auch Bisacrylamid genannt) zu ein dreidimensionalen Netz­werk ver­bunden (Polymerisierung). Um diese Polymerisation bei Raumtemperatur zu ermöglichen, wird noch der Polymerisations­kata­lysator TEMED (Tetramethyl­en­diamin), zugegeben. Als Starter der Polymerisation wird gewöhnlich Ammonium­peroxodisulfat (APS) eingesetzt. Das Peroxodisulfat-Ion neigt zum Zerfall in 2 Radikale: [O3S-O-O-SO3]2− → 2 [O3S-O·]−. An das Radikal kann sich ein Molekül mit einer C=C-Doppelbindung anlagern, wobei wieder ein Radikal entsteht, an das eine weitere Anlagerung möglich ist. Durch die fortgesetzten Kettenverlängerung, verknüpfen sich die Monomere zu einem 3D-Netzwerk, es handelt sich also um eine radikalische Polymerisation: 

		OLE-Objekt

		2.1 Wie kann die bei der Poly­merisierung auf­treten­de spürbare Erwärmung erklärt werden?





		polyacrylamid

Abb. 2.2: Struktur eines Polyacrylamidgels

		2.2 Markieren Sie im Netzwerkausschnitt den Strukturteil der auf… 

a)…ein Acrylamid-Molekül…

b) … ein Methylenbisacrylamid-Molekül (crosslinker) …zurückzuführen ist.

2.3. Bei einem großen Chemikalien-Anbierter aus Karlsruhe gibt es folgende Gelmischungen zu kaufen. 

Angaben in Konz.%, (Acrylamid : Bisacrylamid) 

* Elektrophorese Gel 40% (37,5 : 1) [Standard] und

* Elektrophorese Gel 40% (29 : 1)

Welches der beiden Gele ist engmaschiger?





Die Polymerisation von Acrylamid und Methylenbisacrylamid zum Polyacrylamid sollte unter weitgehendem Luftabschluss erfolgen, so dass das Gel normalerweise zwischen zwei Glasplatten gegossen wird, die den Luftzutritt verhindern. Diese Vorgehensweise ist wohl auch der Hauptgrund, warum die SDS-PAGE hauptsächlich mithilfe vertikaler Trenn­kammern erfolgt. Die Probe wird in Aussparungen des Gels („Taschen“) die zwischen den Glasplatten hineinragen von oben mit speziellen Pipettenspitzen eingebracht. Nukleinsäuren und hochmolekulare Proteine werden hingegen eher in Agarose-Gelen getrennt die mit Porengrößen zwischen 100 − 500 nm deutlich großporiger als SDS-Polyacrylamid-Gele (Porengröße: 3 – 6 nm) sind. Weiterhin sind Agarose-Gele nicht sehr luftempfindlich, der Luftzutritt muss nicht von beiden Seiten unterbunden werden, was eine Benutzung von horizontalen Trennkammern ermöglicht. 

Je höher der Gehalt an Mono­meren, desto eng­maschiger wird das Gitter. Das Gel wirkt wie ein Sieb: Kleine Proteine wandern relativ leicht durch die Maschen des Gels, während große Pro­teine eher zurückgehalten werden und dadurch langsamer durch das Gel wandern. Will man diesen Siebeffekt ausschließen z.B. bei der Isoelektrischen Fokussierung, bei der die Trennung nur nach dem isoelektrischen Punkt erfolgen soll, wählt man eine große Porenweite.  

Am Ende des Vorganges sind alle Proteine nach Größe sortiert. Zusätzlich zu den Proben wird meistens ein Größenmarker („Protein­leiter“) auf das Gel geladen. Dieser besteht aus Proteinen mit bekannter Größe und ermöglicht dadurch die Abschätzung der Größe von Proteinen in den eigentlichen Proben (siehe Abb. 2.2) . Zwischen der Wanderstrecke und dem Logarithmus (!) des Molekular­gewicht des Proteins gibt es einen linearen Zusammenhang. 

		Pretained_Protein'__Ladder_Fermentas

Abb. 2.2: Proteinleiter Praktikum

		2.4 Erklären Sie, an welchem Ende des Markers  in Abb. 2.2 die Anode und an welchem Ende die Kathode angelegt war. Kennzeichnen Sie im Gel den Startpunkt der Elektrophorese. 

2.5 Geben Sie in der folgenden Tabelle die Laufstrecke und die dazugehörige Molekülmasse (in kDa) an und tragen Sie diese im Diagramm darunter graphisch auf (x-Achse: Laufstrecke in mm, y-Achse: lg M )

		Laufstrecke [mm]

		lg M (M in kDa)

		Laufstrecke [mm]

		lg M (M in kDa)
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		lg 43 =



		

		

		

		



		

		

		

		



		

		

		

		



		

		

		

		













Diskontinuierliche Gelelektrophoresen am Bsp. der diskontinuierlichen SDS-PAGE

Vor dem Eintritt in die eigentlichen Trennzone wird das Poteingemisch bei der dikonstinuierlichen SDS-PAGE elektrophoretisch durch ein Sammelgel gezogen. Im Sammelgel bilden die Proteine einen kompakten Stapel aus, der das Gel durchwandert. Die einzelnen Proteinsorten besitzen eine bestimmte Position in diesem Stapel. Alle Sorten wandern gleich schnell, eine auftrennende Wirkung ist im Sammelgel nicht gegeben. Dadruch tritt das Gemisch als scharfe Bande in das Trenngel ein. Für die Bildung des kompakten Stapels sind zwei Sacherverhalte verantwortlich

		Im Sammelgel-Puffer liegen Chloridionen vor, die eine relativ große Ionenbeweglichkeit besitzen, man spricht deshalb auch von Leitionen. Weiterhin befindet sich im Puffer auch die Amino­säure Glycin, die aufgrund des pH-Wertes des Sammel­gels (pH = 6,8) hauptsächlich als Zwitterion vorliegt. Nach außen hin ist Glycin also ungeladen und seine Wan­derungs­geschwindigkeit entsprechend gering, man spricht auch von Folge­ionen. Im elektrischen Feld des Sammelgels wandern die Leitionen schneller als die Folgeionen. Zwischen diesen beiden Fraktionen baut sich ein zusätzlicher Spannungs­gradient auf, hier sortieren sich die Proteine  zu einem Stapel. Jede Proteinsorte hat eine bestimmte Position im Stapel. An der Grenze zum Trenngel ändert sich der pH-Wert, so dass die Glycin-Ionen ihre Wanderungsgeschwindigkeit erhöhen, weils sie jetzt im Schnitt stärker geladen sind. Sie laufen von hinten auf die Proteine auf und beschleunigen die hinteren Fraktionen. Insgesamt treten alle Proteine deshalb als scharfe Bande in das Trenngel ein. Analogie: "Eine Menschenschlange bewegt sich auf ein offenes Tor (≙ Grenze zwischen den Gelen) zu. Alle Personen (≙ Proteinsorten) laufen hintereinander mit der gleichen Geschwindigkeit. Durch das Tor tretend, schubst die letzte Person (≙ Folgeionen) von hinten die Menschenschlange, so dass diejenigen, die in der Schlange hinten positioniert sind, beschleunigt werden. Unmittelbar nach dem Tor sind dann alle auf Menschen auf gleicher Höhe und nun beginnt jeder hier mit unterschiedlichem Tempo zu laufen".  



		Im Sammelgel wird eine große Porenweite gewählt, die die Wanderungsgeschwindigkeit aller Proteine noch zusätzlich erhöht. Individuelle Unterschiede in der Wandergeschwindigkeit, die für eine Auftrennung verantwortlich wäre, werden so bis zu einem gewissen Grad nivelliert. 





Möglichkeiten der Weiterverarbeitung des Gels

Möglichkeit A: Färbung

Die aufgetrennten Protein können durch verschiedene Verfahren sichtbar gemacht werden. Das wichtigste Verfahren ist hierbei die Färbung mit Coomassie Brilliant-Blau (CBB), sowohl CBB-R250 als auch CBB-G-250 (chemisch nicht identisch. Achtung: Verwechslungsgefahr!). Dazu wird das Gel in eine Wanne mit der Färbelösung gelegt. 

CBB-R250, das klassische Reagenz, ist empfindlicher, aber die Farbreaktion dauert mehrere Stunden und erzeugt eine große Hintergrundfärbung. Meist muss noch ein Entfärbebad durchgeführt werden, um die Hintergrundfärbung zu verringern. CBB-G250 färbt deutlich schneller, ist insgesamt aber unempfindlicher.  

Als Alternative bietet sich z.B. die Färbung mit Silbernitrat an. Zunächst werden die Proteine durch eine Fixierlösung mit Essigsäure denaturiert. Dadurch fallen die Proteine aus, wodurch ein Wandern der Proteine im Gel durch Diffusion verhindert wird. Nach mehrmaligem Waschen mit Wasser wird das Gel in einer Silbernitrat­lösung inkubiert. Dadurch lagern sich Silberionen an die Proteine an. Überschüssige Silber­ionen (Ag+) wird mit Wasser abgewaschen. Abschließend folgt der Entwicklungs­schritt: Durch Zugabe von Formaldehyd werden die Silber­ionen zu elementarem Silber reduziert. Dieses färbt die Stellen, an denen Proteine vorhanden sind, schwarz. Diese Methode zeichnet sich durch ihre hohe Sensi­tivität aus. Die Nachweisgrenze liegt bei 0,1 ng bis 1 ng pro Bande.

		

Abb 2.3: Elektropherogramm und daraus erstelltes Densitogramm (eigenes Werk)

		Eine quantitative Auswertung von eingefärbten Gelen ist mit Densitometern möglich. Das sind Geräte, die die Farbintesität bzw. die Absorbanz bei einer bestimmten Wellenlänge in Abhängigkeit des Orts/Laufstrecke in einem Gel messen. Die Fläche unter der so erhaltenen Absorbanz/Orts-Kurve ist für ein gegebenes Protein proportional zur Stoffmenge bzw. Proteinmasse dieses Proteins. Dabei muss jedoch berücksichtigt werden, dass die verschiedene Proteine eine unterschiedliche Affinität zum Farbstoff haben können, und deshalb gleiche Stoffmengen/Massen der verschiedenen Proteine unterschiedlich große Flächeninhalte generieren können (vgl. Abb. 2.3 links). Statt einem Densitometer kann man mithilfe eines Fotos und der Bildanalysesoftware ImageJ auch ein Densitogramm erstellen.







Möglichkeit B: Proteine wieder in Lösung bringen

Die aufgetrennten Proteine können aus einem ausgeschnittenen Gelstück wieder herausgelöst werden. Oft bedient man sich dabei der Elektroelution: 

		Ein Gelstück mit dem interessierenden Protein wird dabei in ein inneres Elutionsgefäß gegeben, dass selbst in ein größeres Reaktions­gefäß taucht. Über eine kleine Öffnung können dann bei Anlegung von Spannung die eluierten Proteine in den Puffer des Reaktions­gefäßes gelangen (vgl. Abb. rechts). (Lottspeich 2006). Statt Bisacrylamid können bei der Gelherstellung auch andere cross­linker (z.B. N,N’-(1,2-Dihydroxyethylen)-bisacrylamid ein­gesetzt) eingesetzt werden. Diese ermöglichen es, Gelstreifen mit der interessierenden Proteinbande mit Chemikalien wieder aufzulösen (Pingoud und Urbanke 1997). Auch existieren Gel­extraktions­methoden, bei der das beladene Gelstück mit Ultra­schall behandelt wird, wodurch die Proteine in den umgebenden Puffer wechseln. Für all diese Verfahren sind spezielle Kits im Handel erhältlich. 

1.3. Erklären Sie die Polung bei der Elektroelution.

		

Abb. 2.4: Funktionsweise der Elektroelution Quelle: eigenes Werk





Möglichkeit C: Western-Blot, doch davon später…

2. Alles klar?2.6 Nicht alle Proteinelektrophoresen werden mit SDS als Hilfsstoff durchgeführt. Welchem Zweck könnte eine „native PAGE“ dienen?

2.7 Erklären Sie das Prinzip der Fokussierung bei der IEF!

2.8 Warum lassen sich Nucleinsäuren und Proteine elektrophoretisch trennen, Kohlenhydrate und Fette jedoch nicht?

2.9 Warum können Proteine über eine isoelektrische Fokussierung getrennt werden, Nucleinsäuren jedoch nicht?

2.10 Welche Funktion besitzt Acrylamid, Bisacrylamid, APS und TEMED bei der Herstellung des Gels?



Weitere Infos für Interessierte (nicht relevant für Prüfungen und KAs!)		Es ist bekannt, dass einige lebende eukaryotische Zellen einen intrazellulären pH-Gradienten (z.B. pH = 6,8 – 7,4) besitzen. Es wird von einigen Forschern spekuliert, ob gemeinsam mit den ebenfalls nachgewiesenen elektrischen Polarisierungen von Zellen, eine natürliche isoelektrische Fokussierung stattfindet. Die Zelle könnte so bestimmte Proteine an Orten, an dem sie besonders benötigt werden, aufkonzentrieren oder abtransportieren. Diese Mechanismen könnten zum Aufrechterhalten des Stoff-Fließgleichgewichts beitragen. Durch Metabolisierung (z.B. Phosphorylierung), könnte der IEP gezielt angepasst bzw. verändert werden und so neue Transporte induziert werden.

		

Abb. 3.1:  intrazelluläre isoelektrische Fokussierung (eigenes Werk)







Vs. 2024-03-04 	Thema wird in der Regel von anderem Kollegen unterrichtet. Dieses Arbeitsblatt ist nur relevant auf Lehreranweisung. 			S. 











