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1 Einfihrung

Biochemische Untersuchungen setzen oft voraus, dal? die verwendeten oder die zu analysierenden
Stoffe, seien es Enzyme, Coenzyme oder Substrate, homogen sind. Das bedeutet, dal3 sie von nicht
interessierenden Begleitsubstanzen abgetrennt werden missen. Dazu sind Trennverfahren entwickelt
worden und werden stetig weiterentwickelt. Biochemische Untersuchungen gelten nicht weniger oft
der Frage, wie hoch der Gehalt einer Substanz in einem Gemisch ist, oder wie sich dieser Gehalt im
Zuge einer Reaktion &ndert. Auch dafiir werden Trennverfahren eingesetzt und immer empfindlicher

gestaltet.

Alle Trennverfahren beruhen auf separativem Transport, wobei der Mechanismus der Trennung auf
Phasengleichgewichten beruhen kann, wie sie typischerweise bei chromatographischen Trennungen
ausgenutzt werden, oder auf kinetischen Prozessen, wie sie uns bei elektrophoretischen Trennungen
und bei der Zentrifugation begegnen. Nattrlich zahlen auch Fallungsverfahren, Filtration und Dialyse

zu den verbreiteten Trennverfahren.

Wahrend chromatographische Verfahren analytische wie praparative Anwendung finden, dienen
elektrophoretische Verfahren ganz vorwiegend analytischen Zwecken und sind fur die meisten
Fragestellungen der Protein- und Nukleinsdureanalytik die Methoden der Wahl. Elektrophoretische

Trennverfahren werden dariiber hinaus auch fur den Nachweis anderer geladener Teilchen benutzt.

Zahlreiche Biomolekule tragen ionisierbare Gruppen und kdnnen deshalb in Lésung als Kationen oder
Anionen vorliegen. AulRerdem weisen Molekiile mit ahnlichen Ladungen aber unterschiedlicher
relativer Molmasse verschiedene Ladungsdichten auf. Diese Eigenschaften bilden die Voraussetzung

flr die Wanderung solcher lonen in einem elektrischen Feld (Prinzip der Elektrophorese).

Unter Elektrophorese versteht man die Wanderung von positiv oder negativ geladenen Molekdilen im
elektrischen Feld in einer Ldsung oder einer Tragermatrix. Unterwirft man eine Mischung von
Proteinen einer Elektrophorese, kann man erwarten, dal} die verschiedenen Proteine in schmalen
einzelnen Banden mit unterschiedlicher Geschwindigkeit wandern, da die
Wanderungsgeschwindigkeit des Proteins von der MolekilgroRe und der Anzahl Uberschiissiger
positiver bzw. negativer Ladungen auf der Molekdiloberflache abhangt. Besteht die Tragermatrix aus
Gel (z.B. Starke, Agarose oder Polyacryl) so spricht man von Gelelektrophorese. Die Wanderung von
Makromolekilen in solchen Gelen wird zusétzlich von der Struktur des Gels beeinflult. Die Gel-
Electrophorese dient der Analyse von Proteinmischungen und erméglicht schnelle Molekulargewicht-
Bestimmungen. Unabhédngig davon, welches Polymer als Matrix verwendet wird, kann der
Vernetzungsgrad variiert und damit die Maschenweite der Gele der GroRe der zu trennenden Molekiile

angepalit werden. Polyacrylamidgele entstehen durch Polymerisation von Acrylamid und der
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Vernetzung der linearen Polymere durch N,N‘-Methylenbisacrylamid. Die Polymerisation von
Acrylamid und Bisacrylamid wird durch Ammoniumperoxodisulfat (APS), das leicht Radikale bildet,
initilert. Als Katalysator dient dabei N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin (TEMED). Die
Acrylamidkonzentration im Polymerisations-Ansatz bestimmt die L&nge der Polyacrylamidketten, die
Bisacrylamidkonzentration den Vernetzungsgrad. Beide zusammen bestimmen die Eigenschaften des
Gels, insbesondere die Porengrofe, Elastizitat und Dichte. Je nach GroRe der zu trennenden Molekiile
verwendet man Gele unterschiedlicher Porositat: 2.5 %-Gele erlauben es, Molekiile mit einem
Molekulargewicht im Bereich von 10° Dalton, 30 %-Gele solche mit einem Molekulargewicht im
Bereich von 10° Dalton zu trennen.

Die Gelelektrophorese dient somit der Analyse von Makromolekdiilen (Proteinen oder Nukleinsduren)

und ermdglicht eine schnelle Molekulargewichtsbestimmung.

2 Diskontinuierliche Proteinelektrophorese im SDS-Polyacrylamidgel

Die meisten Proteine verbinden sich mit der Seife SDS (Sodiumdodecylsulfat) zu negativ geladenen
SDS-Protein-Komplexen mit konstantem Masse/Ladungs-Verhéltnis (1,4 g SDS/g Protein in 1 %
SDS-Lésungen). SDS denaturiert die Proteine, — besonders nach vorheriger Reduktion mit
Mercaptoethanol oder DTT (Dithiothreitol), — so daf3 sie ihre spezifische Quartdr-, Tertidr- und zum
Teil auch ihre Sekundarstruktur verlieren damit sie als Polypeptid vorliegen, und eine mehr oder
weniger einheitliche Form annehmen. Wahrend der Elektrophorese wandert der SDS-Protein-
Komplex im elektrischen Feld zum Pluspol (Anode). Dabei trennt der Molekularsiebeffekt der
Polyacrylmatrix die SDS-Protein-Komplexe nach ihrem Stokes-Radius und somit nach ihrem
Molekulargewicht auf. Es ergibt sich eine lineare Beziehung zwischen dem Logarithmus des
Molekulargewichtes und der elektrophoretischen Mobilitat des Polypeptids im Bereich von 10 bis
1000 kDa, je nach Konzentration des Trenngels. Fur Molekulargewichtsbestimmungen von Proteinen
bzw. Proteinuntereinheiten sind Proteinstandards als Eichsubstanzgemische kommerziell erhaltlich.

Das am hdufigsten verwendete SDS-Gelelektrophoresesystem ist das diskontinuierliche Lammli-
System mit Tris-Glycin-Puffern: Ein Sammelgel (Tris-Glycin-Puffer pH 6.8, 3-4 % Acrylamid)
uberschichtet ein Trenngel (Tris-Glycin-Puffer pH 8.8, 5-20 % Acrylamid). Der Vorteil dieser
Methode liegt in der hoheren Trennschérfe und besseren Nachweisempfindlichkeit. Sie beruht auf der
Diskontinuitéat der Gelstruktur und der unterschiedlichen Pufferzusammensetzung im Sammel- und im
Trenngel. Das Sammelgel, in dem die Probe konzentriert wird, ist groporig, so daB ein Siebeffekt

nicht zum Tragen kommt. Das Trenngel ist so engporig, daf ein Siebeffekt eintritt und die
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Komponenten der Probe der GroRe nach aufgetrennt werden. Die Probe, wie auch das Trenn— und
Sammelgel enthdlt Chloridionen, wahrend der Laufpuffer Glycinionen enthalt.

Der Mechanismus der Konzentrierung beruht darauf, dal beim Anlegen der Spannung die
Chloridionen im Gel mit hoher Mobilitdt zur Anode wandern, wahrend die in das Sammelgel
eindringenden Glycinionen aufgrund des neutralen pH-Wertes (iberwiegend als Zwitterionen vorliegen
und deshalb nur sehr langsam wandern. Zwischen Glycin und Chloridionen entsteht eine an lonen
verarmte Zone. Die Proteine in der Probe sind negativ geladen und werden sich gemaR ihrer
elektrophoretischen Mobilitdten zwischen den schnell wandernden Chloridionen und den langsam
wandernden Glycin-lonen anordnen. Dabei werden sie konzentriert, da sich zwischen den Leit- und
Folgeionen ein Spannungsgradient aufbaut, der zur Beschleunigung der negativ geladenen Proteine
flhrt, bis sie in Form von direkt aufeinanderfolgenden Stapel zum Leition aufgeschlossen haben.
Wenn die lonenfront das Trenngel erreicht hat, wird Glycin aufgrund des veranderten pH-Wertes
vollstdndig dissoziieren und die Proteine Uberholen, welche nun im engporigen Sammelgel dem
Siebeffekt ausgesetzt sind und deshalb nach Grélie aufgetrennt werden (vergleiche Abbildung 1). Zum

Zwecke der 2D-Gelektrophorese wird auf ein Sammelgel verzichtet.

3 Nachweis von Proteinen durch Farbung mit Coomassie —Brilliantblau

Nach der Auftrennung der Proteine ist es notwendig, die Proteinbanden im Gel sichtbar zu machen,
d.h. anzuférben. Vor oder wahrend des Férbens werden die Proteine im Gel fixiert, also denaturiert
und ausgefallt. Fixiert wird meistens mit Ethanol/Essigsaure/Wasser-Mischungen, die schon

ein Farbemittel, z.B. Coomassie-Blau, enthalten.

Die Coomassie-Farbung ist einfach und macht wenig Arbeit, doch auch bei diinnen Gelen dauert das
anschlielende Entfarben 2-3 Stunden. Die Empfindlichkeit ist maRig (200-400 ng Protein pro Bande),
reicht jedoch fir Routineprozeduren vollkommen aus. Zum  Nachweis niedriger
Proteinkonzentrationen empfiehlt sich die Silberfarbung. Diese Farbung hat eine hdohere

Empfindlichkeit (5-30 ng pro Bande), ist jedoch erheblich arbeits- und zeitaufwendiger.
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Abbildung 1 : Vorgange bei der diskontinuierlichen Gelelektrophorese

4 Nachweis von Proteinen mittels Silberfarbung

Bei der Silberfarbung bildet das Ag*-lon Komplexe mit den Glu-, Asp- und Cys-Resten der Proteine.
Alkalisches Formaldehyd reduziert das Ag” der Komplexe zu Ag. Die Feinheiten dieser Reaktion sind
unbekannt. Der Vorteil der Silberfarbung liegt in ihrer hohen Empfindlichkeit, die Nachteile in der
Umstandlichkeit, der Dauer, der schwierigeren Reproduzierbarkeit und der fehlenden
Quantifizierbarkeit, da verschiedene Proteine mit unterschiedlicher Intensitat féarben. Die
Silberfarbung ist aulRerdem nicht spezifisch fir Proteine, sondern farbt auch Nucleinsduren,
Lipopolysaccharide, Lipide und Glykolipide.

Es gibt ca. 50 Verfahren zur Silberfarbung, liegt, die sich in ihrer Sensitivitat unterscheiden.
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5 Proteomics und die 2D-Elektrophorese

Viele Funktionen unseres Kdrpers werden von Proteinen ausgefihrt. Hierzu gehoren z. B. die
Enzyme, Strukturproteine und Antikdrper. Die Baupléne fur jedes dieser Proteine liegen in den Genen
verschlisselt. In den letzten Jahren hat man sich intensiv um die Entschlisselung der Gesamtheit der
Gene, des sogenannten Genoms, verschiedener Spezies bemiht (Genomics). Hohepunkt dieser
Entwicklung ist die Aufklarung des Genoms des Menschen (Humanes Genomprojekt). Wéahrend die
Genomwelle allméhlich abebbt, ist bereits eine neue Welle im Entstehen: Proteomics. Hierbei geht es
um die Aufklarung der Proteinmuster eines Organismus, da die Anzahl und Struktur der Proteine sehr
viel komplexer als die jenige der Gene ist.

Unter ,,Proteomics* versteht man die Analyse aller Proteine (Proteom) einer Zelle, eines Organismus
oder einer biologischen Flussigkeit. Es handelt sich um einen ProzeR, der eine streng kontrollierte
Probenaufbereitung, die Technik der 2D-Elektrophorese, Analyse der Gele, Identifikation der
Proteinspots und Datenbank-Recherchen umfalit. Das Herzstlck der ,,Proteomics® ist die 2D-
Elektrophorese. Bei dieser Technik werden die Proteine in zwei voneinander unabhangigen Schritten
getrennt: in der 1. Dimension, der isoelektrischen Fokussierung (IEF), nach ihrem isoelektrischen
Punkt (pl), und in der 2. Dimension, einer SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE), nach
ihrem Molekulargewicht (MW). Jeder Spot auf dem hierbei entstehenden Gel stellt ein bestimmtes
Protein in der Probe dar. Es kdnnen Tausende von Proteinen getrennt und Informationen uber ihren pl,
ihr MW und ihre Menge in der Probe gewonnen werden. Die anschlieBende Identifikation der Proteine
eroffnet viele verschiedene Mdglichkeiten; im medizinischen Bereich beispielsweise die Entwicklung

von speziellen Inhibitoren oder Arzneimitteln.

6 Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Die isoelektrische Fokussierung ist eine elektrophoretische Methode, mit der Proteine aufgrund ihres
isoelektrischen Punktes getrennt werden. Proteine sind Amphotere, d.h. ihre Nettoladung ist positiv,
negativ oder gleich Null, jeweils in Abh&ngigkeit des pH-Wertes ihrer Umgebung. Die Nettoladung
eines Proteins ist die Summe aller negativen und positiven Ladungen seiner Aminosaure-Seitenketten,
sowie des Amino- und des Carboxy-Teminus. Der isoelektrische Punkt (pl) eines Proteins ist der
spezifische pH-Wert, an dem seine Nettoladung Null betrégt. Proteine sind bei pH-Werten unterhalb
ihres pl positiv und oberhalb ihres pl negativ geladen.

Die Anwesenheit eines pH-Gradienten ist Grundbedingung fiir die IEF-Technik. In einem pH-

Gradienten, unter dem Einfluf3 eines elektrischen Feldes, wird ein Protein zu der Position wandern, bei
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welcher der Gradient den pH-Wert hat, der dem pl des Proteins entspricht, da das Protein dort die
Nettoladung Null besitzt. Ein Protein mit einer positiven Nettoladung wird in Richtung der Kathode
wandern, dabei nimmt seine positive Ladung mehr und mehr ab, bis es an der Stelle seines pl‘s
angekommen ist. Das Gleiche gilt in umgekehrter Weise flir negativ geladene Proteine. Wirde ein
Protein Uber seinen pl hinweg wandern, wechselte es die Nettoladung und wiirde dadurch gezwungen,
zurickzuwandern. Durch diesen fokussierenden Effekt der IEF werden die Proteine an ihrem pl
konzentriert. Die Proteine werden also auf der Basis von sehr geringen Ladungsunterschieden
separiert.

Der Grad der Auflosung wird durch den Bereich des pH-Gradienten und die Starke des elektrischen
Feldes bestimmt. Um scharf fokussierte Banden zu erhalten, wird die IEF bei sehr hohen Spannungen
durchgefuhrt (bis zu mehreren Tausend Volt). Unter denaturierenden Bedingungen wird die
grotmogliche Auflésung erreicht. Vollstdndige Denaturierung und Solubilisierung wird durch eine
Mixtur von Harnstoff und Detergentien erreicht, womit sichergestellt wird, dal jedes Protein in nur
einer Konfiguration vorliegt und Aggregation sowie intermolekulare Wechselwirkungen minimiert
sind.

Die urspringliche Methode der isoelektrischen Fokussierung wurde mit pH-Gradienten in
Polyacrylamidgelen durchgefiihrt, wobei der pH-Gradient durch sogenannte Tréger-Ampholyte
generiert wurde. Trégerampholyte sind kleine, 16sliche, amphotere Molekille mit einer hohen
Pufferkapazitat in der N&he ihres eigenen pl’s. Kommerziell erhéltliche Tragerampholytmischungen
bestehen aus hunderten verschiedener Polymerspezies, deren pl’s einen weiten pH-Bereich
uberspannen. Legt man ein elektrisches Feld an eine solche Mischung (sogenannte Préfokussierung),
so wandern die Ampholyte mit dem niedrigsten pl gegen die Anode, diejenigen mit dem hdchsten pl
gegen die Kathode. Die anderen Ampholyte ordnen sich zwischen den beiden Extremen entsprechend
ihrem pl an und puffern so ihre Umgebung auf den jeweiligen pH-Wert. Das Ergebnis ist ein
kontinuierlicher pH-Gradient.

Eine Alternative zu Tragerampholyten stellen die sogenannten immobilisierten pH-Gradienten (IPG)
dar. Ein immobilisierter pH-Gradient wird durch die kovalente Bindung saurer und basischer
Puffergruppen an ein Polyacrylamidgel wéhrend des GieRprozesses hergestellt. Diese
Puffersubstanzen, sogenannte Acrylamido-Puffer, bestehen aus einem Set gut charakterisierter
Molekiile, jedes mit einer einzelnen sauren oder basischen Gruppe ausgestattet, welche an ein Acryl-
Monomer gebunden vorliegt. Immobilisierte pH-Gradienten werden aus 2 Ldsungen gegossen: Eine
beinhaltet eine relativ saure Mischung von Acrylamidopuffern, die andere besteht aus einer relativ
basischen Mischung. Die Konzentration der verschiedenen Puffer in den zwei Lésungen bestimmt den
Bereich und die Form des produzierten pH-Gradienten.

Immobilisierte Gradienten-Gele haben im Vergleich zu Gelen aus Tragerampholyten den Vorteil, dal3

sie eine einfachere Handhabbarkeit und eine hohere Reproduzierbarkeit bieten.
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Abbildung 2 : Wanderung eines amphoteren Molekiils bei der Isoelektrischen Fokussierung
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Abbildung 3 : Nettoladung eines Proteins versus pH der Umgebung: Die resultierende

Kurve schneidet die Abszisse am isoelektrischen Punkt des Proteins.
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7 Western-Blotting

Geringe Mengen eines bestimmten Proteins in einer Zelle oder Kérperfllssigkeit lassen sich mit einer
immunologischen Technik nachweisen, die Western-Blotting genannt wird.

Beim Blotten werden die Proteine eines SDS-Gels oder eines nativen Gels elekrophoretisch auf eine
Membran Ubertragen.

Der Blot ist das vielseitigste und beliebtieste Werkzeug des Proteinbiochemikers, denn auf dem Blot
kann ein Protein anfarbt, ansequenziert werden bzw. mit Antikérpern reagiert, mit Enzymen umgesetzt
bzw. seine derivatisiert werden (Phosphatgruppen? Zuckerreste?) und auf die Bindung von Liganden
und lonen geprift werden. Im Vergleich zum Gel ist die Membran leicht handzuhaben, und
Reaktionen und Waschvorgange laufen, unbehindert durch Diffusionsprobleme, schneller ab.
Blot-membranen bestehen aus Nitrocellulose, Polyvinylidendifluorid(PVDF), positiv geladenem
Nylon oder aus mit Polybren beschichteten Glasfasern. Die Membranen binden die Proteine durch
hydrophobe (Nitrocellulose) oder hydrophobe und ionische Wechselwirkungen. Selbst Peptide mit nur
20 Aminoséuren haften noch auf Nitrocellulose.

Die beliebten Nitrocellulosemembranen besitzen eine hohe Proteinbindungskapazitat und eignen sich
fur Proteinfarbung, Immunfdrbung, Lektinfirbung oder Ca®*-Farbung. Ihre chemische
Unbestandigkeit verbietet den Einsatz fir Aminosdureanalysen und Sequenzierungen, und im
trockenen Zustand sind die Membranen brichig und leichtentziindlich.

Proteine binden nichtkovalent an Blotmembranen. Man kann also das geblottete Protein wieder von
der Membran herunterholen, um es z.B. proteolytisch zu verdauen oder im MALDI-TOF zu
analysieren.

Blocken:

Vor der Reaktion eines Blots mit Antikdrpern, Lektinen oder Proteinliganden werden die restlichen
Proteinbindungsstellen der Blotmembran mit einem Blocker (BSA, entfettetes Milchpulver, fetales
Kélberserum, Tween 20, Gelatine etc.) abgesattigt.

Immunfarbung:

Geblottete Antigene lassen sich mit Antikorpern anfarben. Der geblockte Blot wird zuerst mit anti-
Antigen-Antikérper (1. Antikorper) inkubiert. Danach wdascht man ungebundenen anti-Antigen-
Antikoérper weg und inkubiert den Blot mit einem markierten Antikdrper (2. Antikorper). Dieser
bindet an den anti-Antigen-Antikdrper. Nach weiterem Waschen wird der Blot mit Hilfe der

Markierung des 2. Antikorpers entwickelt und damit die Position des Antigens sichtbar.
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8 Versuchsdurchfihrung und Auswertung

8.1 Versuchsdurchfihrung

e Kammer und Platten fir die MultigieRkammer mit Spili und Schwamm sdubern und mit
ausreichend H,Ogeq. splilen und trocknen.

e Glasplatten und Aluminiumoxidplatten mit Spacern trennen und in die GieRkammer legen
(Glasplatten nach vorne), GieBkammer mit Glasplatten auffiillen und mit Klemmen schlief3en.

e Trenngel und Sammelgel in jeweils einem Falcongef&l vorbereiten und alles bis auf APS und
TEMED hinzugeben.

Trenngel (0.375M Tris/Cl, pH 8.8) 15%ig

4 x Puffer Trenngel (LT) 5ml
30 % Acrylamid/Bisacrylamidldsung 10 mi
10 % APS 100 pl
TEMED 10 pl
H2O4est. ad 20 ml

angegebene Mengen sind ausreichend fiir 3 kleine Gele.

Sammelgel (0,125M Tris/Cl, pH6,8) 5%ig

4 x Puffer Sammelgel (UT) 2,5ml
30 % Acrylamid/Bisacrylamidlésung 1,6 ml
10 % APS 50 pl
TEMED 5 pl
H2O0est. ad 10 ml

e sind die Platten vorbereitet, gibt man APS und TEMED zur Trenngellésung und pipettiert das
Trenngel in die Kammer, bis etwa 4 cm unter der Oberkante der Glasplatte.

e Uberschichten mit 1 ml Isopropanol/Wasser (50/50)-Gemisch.

e Etwa 30 Minuten warten, bis das Gel auspolymerisiert ist (sieht man auch am Rest des Gels im
Falcon). Ist das Gel polymerisiert, Isopropanol/Wasser-gemisch abschditten.

e TEMED und APS zum Sammelgel pipettieren, in die Kammer auf das Trenngel pipettieren und
direkt den Kamm einfligen. Auspolymerisieren lassen.

e Elektrophoresekammer zusammenbauen.
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e Die MultigieRkammer auseinanderbauen, das Gelsandwich (mit Aluminiumoxidplatte , Spacern
und Glasplatte) in die Elektrophoresekammer einspannen und auf Dichtigkeit tiberprifen.

o Kammer mit Laufpuffer befillen, Geltaschen mit Filzstift markieren (alternativ Schablone passend
auflegen) und den Kamm vorsichtig aus dem Gel herausziehen.

e Die Proben mit SDS-Gel-Ladepuffer und gegebenenfalls mit H,Ogq Vverdiinnen (die Proben
sollten zwischen 2-3 pg Protein pro Bande haben), danach 5 min im Wasserbad kochen. Kurz in
der Tischzentrifuge abzentrifugieren.

e Mit einer Mikropipette Proben und Proteinstandard in die Taschen des Gels auftragen.

o Deckel der Elektrophoresekammer schliefen, Wasserkiihlung anschlielen, an Netzgeréat
anschliefien und Netzgerat auf 10 mA einstellen.

e st die Front des Farbmarkers an dem unteren Ende des Gels angelangt, wird die Kammer
abgebaut, das Gelsandwich vorsichtig auseinandergebaut. Eventuell das Gel durch Abschneiden
einer Ecke markieren.

e Das Gel wird vorsichtig in ein Bad mit der Coomasie-Férbeldsung gegeben und etwa 30 min auf
dem Taumelschittler geférbt.

e Die Farbelésung wird wieder zuriick in die Vorratsflasche gefillt (Handschuhe!) und das Gel
vorsichtig mit Wasser abgespult. Das Gel wird dann im Entfarbebad entfarbt (Entfarbeldsung
mehrmals wechseln, Entfarbeldsung wird tber Aktivkohlefilter regeneriert).

o Gel kurzzeitig in Wasser aufbewahren, und dokumentieren, spater im Geltrockner trocknen.

8.2 Auswertung

Das Gel wird dokumentiert, die Molekulargewichte der Proteine anhand des Proteinstandards

abgeschatzt und mit den theoretischen Werten verglichen.
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9 Gerate, Substanzen und Ldsungen

9.1 Gerate und Materialien

Minigel Vertikal —Einheit mit Glasplatten, K&mmen, Spacern, Klammern und Pufferkammer

Netzgerét
Multi-GelgieRkammer

5 ml-, 1 ml-, 200 pl-, 10 pl- Pipetten und passende Spitzen

2 Falcon-GefaRe a 50 ml

Wasserbad und Schwimmer

9.2 Losungen

4 X Trenngelpuffer (LT)
1.5 M Tris/CL, pH 8.8
0.4 % SDS

4 X Sammelgelpuffer (UT)
0.5 M Tris/CI, pH 6.8
0.4 % SDS

SDS Gelladepuffer (2 x)
1 M Tris/Cl, pH 6.8
20 % SDS
Glycerin
0.1 % Bromphenolblau
-Mercaptoethanol
H2Ogest

Laufpuffer (5 x)
Tris
Glycin
20 % SDS
H2O0dest

Coomassie Farbeldsung
0.1 % Brilliant Blue
50 % Methanol
10 % Essigsaure
H2O0dest

Versuch 4 — Protein-Elektrophorese

1 ml
2.0 ml
4.0ml
0.2 mil
0.8 ml
2.0ml

1519
94.0¢
25 ml
ad 1000 ml

10g

500 ml

100 ml

ad 1000 ml, filtrieren

-13-
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Coomassie Entfarbe-L6sung

10 % Methanol 100 ml
10 % Essigsaure 100 ml
HZOdest ad 1000 ml

10 % Ammoniumperoxodisulfat (APS)

30 % Acrylamid/Bisacrylamid

TEMED

Isopropanol /Wasser-Gemisch (50/50; v/v)

Proben, Proteinstandards

Versuch 4 — Protein-Elektrophorese
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11 Vorgesprachsthemen — Stichworte

Prinzipien der Auftrennung von Proteinen
Physikalische Grundlagen der Elektrophorese
Methoden der Elektrophorese

Literaturhinweis fiirs VVorgesprach :

STRYER: BIOCHEMIE
LOTTSPEICH: BIOANALYTIK
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