Elektrophoretische Analytik
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Elektrophorese von Protemen II
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Zusammenfassung Molare Leitfahigkeit eines Elektrolyten
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Molare Leitfahigkeit A= o
(pro Teilchen) c
Leitfahigkeit im Linit A =lm A
unendlicher Verdiinnung m 0
Verdiinnt Allgemein
- v
schawache Elektrolyte A=A . L A=A . K, . l—l—i 1t
(teilweise dissoziiert) ® Je 7 2 K,
1
Starke Elektrolyte A=A A=A_—-K—

Je

(iiberwiegend dissoziiert)



Zusammenfassung Siebverhalten einer Trennmatrix
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Unterschiedliches Siebverhalten abhiingig von der Masse des Ions.
Kugeln die mttels elektrischem Feld j
1.

durch runde Gelporen gezogen werde

Freier Elektrolyt { Stab-Iadell)

L et o Rg :
et exp| — | — Dgston-hiodel
Z |

Fadenartige Molekiile die mattels elektrischem
Feld gestreckt und durch "Réhren”, gebildet
aus der Gelstruktur, gezogen werden.

L ot m Feptation-Iviodel

0| Eeptation

MM with Streching




Grenzen der Detektion von Proteinen durch Elektrophorese
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Geringe Massenauflésung durch grolie Probenmenge

Verbeszerung durch Stacking 1m FlachGel -= Diskontinmerliche Elpho
Geringe Maszsenauflosung durch Diffusion und Warmeableitprobleme
-= Kapillarelekirophorese

Geringe Trenn-Geschwindigkeit durch schlechte Wirmeableitung
Geringe Trennleistung da nur Masse der Proteine 1dentifiziert wird

-= Isoelekirische Fokussierung

-= 2D- Elekirophorese

-= Detektion durch Antikorper

-= Detektion durch Picken und Massenspekirometrie

Eingeschrinkter Bereich der detektierbaren Proteinmasse

-= (Gel-Variation

-= Pulsed Field Elektrophorese



Methoden der Elektrophorese
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Flachgel-Elektrophorese

= Diskontinuierliche Elpho (hauptsichlich SDS-PAGE, sehr haufig)
= Pulzed Field Elpho {sehr selten, nur grolie DNA)

» Izoelekirosche Fokussierung (IEF, Aufirennung nach PI)

= Titration Curve Analysis (TCA, sehr selten da gemischt PI und m)

= 2D-Elekirophorese {(Kombination IEF und SDS-PAGE)

Kapillar-Elektrophorese

= Kapillar-Zonen-Elektrophorese (CZE)

» JzoTachoPhorese (ITP)



SDS-PAGE
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PolyAcrylamid GelElektrohorese PAGE

Elektrolyt niedriger Konzentration,

—_— Probe n Aufbruch mit Mercapto Athanol,
Ladetaschen Ladung mit SDS

Feinporiges Gel mit Siebeffekt
Trenn-Bereich (Feptation-MModell, rmrl)

Trager-Elektrolyt hoher Eonzentration

Auftrennung der Probe nach

Molekulargewicht




Diskontinuierliche Elektrophorese bei SDS-PAGE: Stacking
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Verbesserung der Auflosung durch Steigerung der Probenkonzentration (10 x)

+ Flach-Gel-Elekirophorese mit Konzentrations-Sprung {Anstieg)
des Trager-Elekirolyten

+ Nebenefiekt: Tonen unterschiedlicher Beweglichkeit ordnen sich
in Banden an, die sich mit gleicher Geschwindigkeit bewegen
(wie bel IsoTachoPhorese)

¢y {iﬂ'z

—1 =0 —3 |7 + +




Stacking-Gel bel SDS-PAGE
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Digskontinmerliche Elektrophorese PAGE

Elektrolyt niedriger Konzentration,
— Probe Aufbruch mit Mercapto Athanol,
| Ladung mit 5D5
| HEEREEEN Stacking-Bereich Groliporiges Gel ohne Siebetfekt
(Dgston-Modell, m™)

Trager-Elektrolyt mittlerer Eonzentration

Ankonzentration der Prohe

Trenn-Bereich Feinporiges Gel mit Siebeffekt
(Eeptation-Modell, ml)

Trager-Elektrolyt hoher Eonzentration

Auftrennung der Probe nach

Molekulargewicht




Beispiel Laufstrecken
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Probenpraparation flir SDS-PAGE 1
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schwarz:

tarbig:

Rontgenstrulkturanalyse:
komplexe, stark vernetzte 3-dunensionale Strukturen

Ammosiurekette (Grundstruktur jedes Protems)

Verbindung emiger Aminosauren

zu auf der Kette weiter entfernten Ammosiuren
(= Schwefel-Briicken)

dadurch Quervenetzung der Kette.



Probenpraparation flir SDS-PAGE 2
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Wirkung von Mercaptnithanul

Denaturierung:

Aufbrechen von Quervernetzungen (Reduktion von 5-5S-Briicken),
Umwandlung des 3D-Eniiuel in einfache, gestreckte Aminosiurckette

Wirkung von 5DS (Sodium Dodecyl Sulfat)

Ladung:
Anlagerung von SDS5-Molekiilen fithrt zu negativer Gesamtladung

Vorteil: Durch gleichmiBige negative Ladung und Fadenstruktur == Proteine wandern
in Abhingigkeit von threr GroBe == Laufstrecke wird zum Mab threr GriBe.

Machteil: Denaturierende Vorbehandlung zerstért 3D-Struktur der Proteine.
Prozess meist irreversibel



SDS-PAGE Detektion
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In Angchlul} an die Auftrennung;

Protein-Nachweis durch

« Coomassie-Blue-Farbung

* Fluoreszenz-Farbung

Silber-Farbung

Antikorper-Reaktionen (Blotten)

Picken { Massenspekirometer)



Detektion durch Schwermetallfarbung
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Ablagerung von metallischen Partikeln (Gold, Zink, Silber) an Proteinen und DN A

Silberféirbung:
+ Agt+-Tonen binden an Biomolekiile

* Reduktion von Ag-Kationen zu metallischen Ag durch starke Reduktionsmittel
(Formaldehyd)

dhnlich wie fotografischer "Entwicklungs Prozel3" Agh+le =2 Ag

* Reduktionsreaktion startet an Keimen ==
Nihe zu Proteinen wird bevorzugt, wenig Keime im restlichen Gel.

+ Reduktion zu metallischem Ag (braun-schwarz) ist Endpunktreaktion



warmeentwicklung wahrend der Elektrophorese
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Autheizung des Flach- Gels aufgrund von Ohmscher Warme

d
Fe
100 +100 * 0,5 mm”
. ;_5':'
e U=300V
| -
| | I =50mA
1B
s i B
¥ e w:m-.... — t =1h
- b L
Bei Uberhitzung

» Veranderung der Laufeigenschaften (== 50 °C)
» Zertfall der Proteine



Nachweis extrem grolier Moleklle
Elpho 23507 H Schlichting 15

Freier Elektrolyt { Stab-Iadell)

L et o Rg :
et exp| — | — Dgston-hiodel
Z

L ot m Feptation-Iviodel

| Extrem lange Mg/ﬁle_J

0| Eeptation

MM with Streching




Extrem grolke Moleklle: Pulsed Field Elektrophorese
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Auftrennung sehr grober DN A im Bereich m® im FlachGel
Separation nach Molekulargewicht

Lange geladene Molekiile werden durch elektrisches Feld 'entwirtt’
Bewegungsgeschwindigkeit bestimmt durch Entwirrzeit

i) - Bl
1 I + - + +
& N4 T _
..- ' i ¥ + -
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P | .
|
+ | | + +
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Grundlagen flr Isoelektrischen Punkt
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Das Massenwirkungsgesetz

Chemisches Gleichgewicht:
. . Vs

Chemische Reaktion A+8B 5 C+D
Vi

Geschwindigkeit der Hin-Reaktion V, °C €4 Cp
Geschwindigkeit des Riick-Reaktion V, X CntCp
Gleichgewicht v, =1,
Massenwirkunggesetz K, = o’ oder K, = m
€, -Cg [A ][B]



Beispiel MWG flr Wasser: Der pH-Wert
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Digsoziationsgleichgewicht

MWG fiir Wasser

Be1 20°C

pH-Wert

neutrales Wasser

Cro

Kp, =1.2-107" neb

pH = —10g(r:H+ )
=c, .. =K ~107 2L

!

pH ~—logl0™ md =7



pH-Wert-Berechnung von Sauren und Basen
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0.1 molare HCI HO+HCI 5 HO +CI0

-1 -1 _
starke, verdiinnte Saure o] EH3D+ =10 -a=10 ngg pH=1
0.1 molare CH,COOH H O+ CHOOOH & H3C’++ CH.COOO

schwache, verdiinnte Sdure ¢ =~ (.01 Cpr o = 107 a2 107" ””3—93 pH=3
3

0.1 molare NaOH HO+NaOH & HO+0OH
starke, verdiinnte Base ] Cop- = O 107" ngg
10—14 rol”
Cpp o = K, — _lffm 210_13””3—93 pH = 13
? C .10 2%



Konventionelles pH-Messgerat
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Reaktionen an
der Glasmembran
Ladungs-Anlagerung an

Quellschicht

* Innen konstanter pH
« Aullen MelMlissigkeit

+ [ih+ PH?

[Pr-::-be EInnE:np uffea

iJuellschicht

Referenz-Elektrode

Spannungsmessung der
Hydrat-Anlagerung
(elekirostatische Anziehung)

gegen bekannte Referenz

i

EinstabmeBkette

fp—————-=Koaxlalkabel

A

Referenzelekirode

Messejekirode

Machfulleffnung

Elektrolyt

Innenpuffer

Diaphragma

Glasmebran/Quellsehicht



Gleichungen der pH-Messung
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Nernst'sche Gleichung F-F"_ R In H o
vl | HE p
Veremfacht E=E"—{7- pH)

== 2 Parameter die kalibrniert werden miissen



Der Pl als alternativ detektierbare Eigenschaft von Proteinen
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Auf der DNA werden durch Basen-Paare kodiert:
20 unterschiedliche Aminosiauren
Ala Arg Asn Asp Cys Gln Glu Gly His Ile

Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Trp Val

mittleres Molekulargewicht 110 Da

Proteine sind Kombination von 30 — 2.000 Aminosiuren



|Isoelektrischer Punkt einer Aminosaure ohne Seitenkette
Elpho 2 5307 H Schlichting 23

Unterschiedliche Ladungszustinde emner Aminosiure

"H.N—CH—COOH *H.N—CH— COO- H,N—CH— COO-

| | |

R R R
AST ASDO AS
[45"] [AS7]
H = pK. +1o H =pK. +lo
Ladungsneutralitit [AS™ |=[A4S57]
S
_ PR, +pK, =

Isoelektrischer Punkt pf

2



Reale Isoelektrische Punkte einiger Aminosauren
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pE-Werte der ionisierenden Gruppen einiger a-Aminosiuren bei 25 °C

Antinosiiure pKI -COOH pK2 -NH3+ pKR Seitenkette
Glyein 2.35 9,78

Arginin 1.82 8,99 12.4%
Glutammséiure 2,10 Q.47 4,07
Asparaginsiure 1,99 Q.90 3,90

Lysin 2.16 9.18 10,79

Tyrosin 2.20 9,17 10,13

Histidin 1,62 9.11 6,00



Messung des pK von Aminosauren durch Titration
Elpho 2 3307 H Schlichting 25

pH 1
12 = g
Gly ) |
10 4 | |
__ Arg ﬂﬂﬂﬂﬂ -'-P 8 R 9:-4T=PKE
3 - } r
f
| i
|l !
ﬁ _ I
L
4_ J: dJ -.r.i_ d_#j 4?[:'? = PKR
7
ml MaOH
Aminosii pKI -COOH  pK2 -NH3+ KR Seitenkette

Glutaminssure 2,10 9,47 4,07



Isoelektrischer Punkt von Proteinen (viele Aminosauren)
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S &

Isoelekirischer Punkt (pI) COOH C00 . C00

&

« pH Wert, be1 dem die Netto- NH NH3 NH,
!aflung eines Molekiils neutral e G{H}@ 2000
18

» Amplgiltp=20 ”HJ@ NH@ NH,

Das Molekiil bewegt sich im  pH< ¢l @ o = pl @ > gl @

eleldrischen Feld nicht mehr

Met Charpe 4
Proteine sind amphoter, d.h. +3
- - ., . . +2
+ sie kénnen positive, negative \
: | Isoelectric paint (p
oder keine Nettoladung trager +] '/ g o [
— 0
+ Nettoladung abhangig vom 3 4 5 6 T 8% 9 10 1l pH
pH in ihrer Umgebung -1
2
3




Messung des Pl durch Titration-Curve-Analysis (TCA)
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Versuchsaufbau
= Linearer pH-Gradient in einem Gel
= Elekirizsches Feld geeigneter Polaritét senkrecht dazu

Titration Curve Analysis (TCA)

Wanderung der Proteine 1m elekirischen Feld des Gels

mit unterschiedlicher Geschwindigkeit

vee u(g)- E



Titration-Curve-Analysis (TCA)
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pH3 44 pH10

pH-Gardienten-Gel |

1 Proteingemisch |

MeBwert : Produkt aus Masse und loselektrischem Punkt v ec p(g)- £

?

+



Titration-Curve-Analysis (TCA)
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Titration-Curve-Analysis (TCA)
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' - IEF pH . Human Serum Albumin be1 FSGS

(focal segmental glomerulosclerosis)
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Messung des |soelektrischen Punkts durch |[EF
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Versuchsaufbau
= Linearer pH-Gradient in einem Elekirolyten
= Elekirizsches Feld geeigneter Polaritit parallel dazu

Isoelektrische Fokussierung (IEF)

Wanderung der Proteine bis Stillstand wegen verschwindender Ladung

veo u(g)-£=0



Isoelektrische Fokussierung (IEF) |
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Wanderung eines Proteins 1m elekirischen Feld, bis sein 1soelekirischer Punkt
erreicht 1st, d.h. der pH, an dem die Ladung des Proteins verschwindet

+ 5 5 555 5@® 40 10 10 1010 —

Spannung 30kV
Zeit 12 h



Isoelektrische Fokussierung ll
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elektrophoretizsche Separation von Moleldilen nach 1threm Ladung-Nullpunkt

Diftusion wirkt Fokussierung entgegen = Molekiil wird erneut geladen und zum
Ort semes pl "zuriickgetrieben”

Auflésung: . E— D: Diftusionskoeffizient
Apl = D (@}H [ dx 1 E: elektrische Feldstirke
El—du/ dpH ) dp/dpH: Mobilitatssteigerung
| | dpH/dx: pH Gradient
i B -
Mettoladung 10 '
+ 3 _
B lo olts |F
s |® " ®| 15 Tﬁ
0 6 [ ——
S S | Probenaufgabe
1 S ——
il s
_ 9 : ':L-' I.:'
' !




Herstellung eines stationaren pH-Gradienten
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Immobilized pH Gradient PG
+ Ampholyte sind Acrylamid-Derivate
« wenige Typen klar definierter Struktur

pK

CH,= ﬁH-C-NH-R
O

Strukturformel

werden in PAA Gele einpolymerisiert (Immobi 36

* lokales Mischungsverhiltnis definiert
lokalen pH, bei Herstellung des Gels

=
® —
((g\c@ _

-

46

6,2

7,0

B.5

9,3

10,3

>12

CH,=CH-CO—NH

CH,=CH-CO—NH

CH,=CH-CO—NH

CH,=CH-CO—NH

CH,=CH—-CO~NH;

CH;=CH-CO—NH/

CH,=CH—CO—NH;

CH,;=CH—CO—NH

~CH,—CO0OH
'{GI"IE}H_C:GDH
C N O
(CHe) ./
-(CH)—N 0O
(CHR)5 \__/
~(CH)p—N(CHy)o
=(CH:)a—N(CHy)2

F(CHz)3—N(CoHs),

=(CHo)a—N(CHs)




Herstellung eines dynamischen pH-Gradienten
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non-equlibrmum pH gradient electrophoresis NEPHG

= Carrier Ampholyte: kleine amphotere Moleldile (Oligoamino/Oligocarbonsauren,
Sulton/Phosphorige Sauren 300-900 Da) mit hoher Putterkapazitat an threm pl

ok bk kb

3 = Migchung aus =100
CROCOOROCCRS  verschiedenen Carrier

e e e i

oo onoorey  Ampholyten mut

P L

SN0 e e e ew achiedls
e e unterschiedlichem pI
el e _ _
et 2 dynamischer pH-Gradient,
COCOCOOONY .

baut s1ch nach Anlegen der
Spannung durch
gegenseltige

Wechselwnkung aut

Trennstrecke
@ 0
Steigender pl

Tragerampholyte



Kombinhation |IEF mit SDS-PAGE:

2D Elektrophorese
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1.Dimengion der Auftrennung IEF
Nach Isoelekirischem Punkt PI

2.Dimension der Auftrennung:
SDS-PAGE
Nach Molekulargewicht



2D Elektrophorese
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&

pH

Frobe:
Forcine Cortex Frontal

10
-

MW
Trennleistung = Zahl der unterscheidbaren Proteine

1D-Gel: ca 102 2D-Gel: big zu 107




Kapillar-Elektrophoresen
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fused-Silica-Kapillare
|

e A

UV-Detektor +
Elektrode Elektrode

- Elektrodengefalle -

Spannungsquelle



ElektroOsmotischer FIulz an neg. geladener Gefall-VWand
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S S sl )

GHEHEHG) GHEHEHE) DD EH G

pH <4 pH =8
H*-UberschuB3 H*-Mangel

SiOH & SiO + H”



EOF an Quarzglas
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pH-Abhingigkeit des Anteils 1onisierter Silikatmolekiile

und rezsultierender EQOF

45 100
- /af’"’
35 - . EOF 7 T3
3 - —— %ionized /x +60
S 25 - * -
7 - o T40 =
15 - v
S + 20
1 - + e
0.5 PR AR . . 4 0




Zeta-Potential an Gefallwand

Potential

Z

/ / / / / Ouarzglas-Wand / / / / / cta-
/ P Y Y

[+
@6 @5 Y0
@@ 1Y
@0 O @
@0 Oy ®
SISI0NES
OO0 @
@D o
@0
R
e ® U
e W &
e O © (




Bewegung des Trager-Elektrolyten, EOF
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Diftuse, bewegliche
= S e EIEl e Hotmogener, ungeladener
g Doppelschicht 1 nm @ 102 molar ng er—ﬁlekiﬁl .
= | 12am 100 nm @ 10°5 molar g y
0
é’ i -+ >
Zeta- ;': 4:'71."?5 ‘0
+ Potential P
4. Stirke der Doppelschicht o
Oberflichenladung 4,
A
v=yp, - E Geschwindigkeit &l
Heop =

Beweglichkeit 4-n-7




Geschwindigkeitsprofile
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Unterschiedliche treibende Kraft der Ionen-Bewegung

stempelférmiges elektroosmotisches laminares
Flussprofil Flussprofil Flussprofil



Bewegung von lonen in einer Kapillare
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Freier Elelktrolyt in emer Kapillare nut EOF:
Uberlagerung der Geschwindigkeiten der Ionen
gl F

4-n-x

Gememsame Beweaung  Vypop =
Indrviduelle Bewe gung Vepr = Ugprr® E

O_ 0 O 0.0 O 'DEE,CI' O O O G‘@O‘ (o)

® ® @
® ® @ ® s @
® ®
VerH vE_F'"L
T ®VE'EI=-F OVL;I_.' : VEOF B
®
® ®
@ @ © @ @ @

D'EEI - U'&%' o- O D‘&%}‘ O~ O ID" on

typisch mm / mm

z.B. m Sieb-Matnx

oder freiem Elektrolyt
Gesamt-Geschwindigkeit

v=~FE- (J“E‘.t?H + Ugor }

Alle Tonen m gleiche Fichtung



Kapillarzonen-Elektrophorese, CZE
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+ Kapillare mit homogenem Trager-Elektrolyt

+ Tonen unterschiedlicher Beweglichkeit driften immer weiter auseinander
und behalten Geschwindigkeitsverhéltnis bei

+ Zunehmende Bandenverbreiterung, Keine Konzentrationssteigerung der Probe

Probe . < g < M Vv, oC 1,
——
—
=1 _ >

t=1t, R >




IsoTachoPhorese, ITP
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+ Kapillare mit Trager-Elektrolyt mit Leitfihigkeits-Sprung

+ Die Ionen unterschiedlicher Beweglichkeit ordnen sich nahe der
Grenzflache in "Scheiben" an, die sich mit gleicher Geschwindigkeit bewegen

+ Konzentrationssteigerung der Probe bis 100 tach b — J7R T _ L _ F1p
!
Probe . < Mg < e ‘i a5 fo
¢, < C,
—
—
= fl ——— >
t=1, > I -




Elektrophoretische Methoden - Zusammenfassung
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SDS-PAGE  |ITP = Fulsed Field  |IEF 20
|sotacho- fonenelektro- |Elektro-
phorese phorese phorese
Molekular- Beweglichkeit |Beweglichkeit |Molekular- |soelektrischer |lsoelektrischer
gewicht gewicht Funkt Funlt &
Malekular-
gewi cht
FAA Elektrolyt Elektrolyt Agarose FAA FAA & PAN
Flachizel Kapillare Kapillare FlachGel Flachizel Gelstreifen &
FlachGel
Froteine Froteine Froteine, DNA |Grofie DNA - |Proteine Froteine
Farbung, LW-Detektion [ILW-Detektion |Farbung Farbung Farbung

Antikérper




