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1 Zusammenfassung
Diese Arbeit gibt einen Einblick in die Möglichkeiten der Elektrophorese, wie sie funktioniert, und dies wird mit einigen Beispielen veranschaulicht. 
Die Elektrophorese ist bei der Auftrennung von DNA, Aminosäuren und Proteinen anwendbar. Es werden deren Grundlagen, sowie die Eigenschaften durch welche sich die Stoffe elektrophoretisch trennen lassen beschrieben.
Für die praktische Durchführung gibt es mehrere Methoden, sie werden vorgestellt und deren Vor-, Nachteile und Unterschiede zueinander diskutiert. Die durchgeführten Versuche beschränken sich auf die Elektrophorese auf Zelluloseacetatfolie sowie die Trennung in Gelen. 

Die Auswertung der Ergebnisse einer Auftrennung, ebenso weiterführende und ergänzende Schritte werden ergänzend vorgestellt.
2 Vorwort
Der Praktische Teil dieser Arbeit wurde in der LBS St. Pölten, großteils mit lokal vorhandenen Mitteln, durchgeführt; zusätzlicher Materieller bedarf auf ein Minimum beschränkt. 

Die Durchführungen der Versuche sind möglichst Einfach gehalten damit das Nachstellen der Läufe nicht zu schwierig wird.
3 Danksagung

Vielen Dank an alle die uns bei dieser Arbeit unterstützten und uns zur Seite standen.
4 Inhaltsverzeichnis
41
Zusammenfassung


52
Vorwort


63
Danksagung


74
Inhaltsverzeichnis


104.1
Abkürzungsverzeichnis


104.2
Tabellenverzeichnis


104.3
Abbildungsverzeichnis


125
Einleitung


136
Zielsetzung und Aufgabenstellung


147
Allgemeine Grundlagen


147.1
DNA


157.1.1
DNA-Rückgrat: Zucker und Phosphat


167.1.2
Basen


167.1.3
Die Nukleotidsequenz


187.1.4
Verbindung von Rückgrat und Basen


187.2
Aminosäuren


197.2.1
Aufbau der Aminosäuren


207.3
Proteinbiosynthese


217.3.1
Ribosomen


217.3.2
mRNA


227.3.3
Der genetische Code


227.3.4
Transkription


247.3.5
Translation


257.4
Proteine


257.4.1
Die Peptidbindung


257.4.2
Räumliche Strukturen


297.5
Elektrophorese


297.5.1
Zur Geschichte der Elektrophorese


307.5.2
Die Elektrophorese und ihre Systematik


307.5.3
Übersicht über die Elektrophorese


327.5.4
Auflösung der Elektrophorese


327.5.5
Vergleich zwischen der Elektrophorese und anderen Trennmethoden


337.6
Wichtigste elektrophoretische Methoden


337.6.1
Elektrophorese von nativen und denaturierten Polyionen


337.6.2
Trägerfreie und Träger-Elektrophorese


347.6.3
Gel-Elektrophorese


387.6.4
Vertikal- und Horizontalelektrophorese


397.6.5
Analytische und präparative Elektrophorese


397.7
Zonenelektrophorese


397.7.1
TISELIUS-Zonenelektrophorese


397.7.2
Free-Flow-Zonenelektrophorese


407.7.3
Acetylzellulose- Zonenelektrophorese


407.7.4
Agarosegel- Zonenelektrophore


407.7.5
Submarine- Zonenelektrophorese


407.7.6
Pulsfeld- Zonenelektrophorse


407.7.7
Immunelektrophorese


407.7.8
Affinitätselektrophorese


417.7.9
Polyacrylamid- Zonenelektrophorese


417.7.10
Gradientengel- Zonenelektrophorese


417.7.11
SDS- Zonenelektrophorese


417.8
Isotachophorese


417.8.1
Kapillar- Elektrophorese


427.9
Isoelektrische Fokussierung


437.9.1
Isoelektrische Fokussierung mit Trägerampholyten


437.9.2
Isoelektrische Fokussierung in Agarosegelen


437.9.3
Isoelektrische Fokussierung in immobilisierten pH-Gradienten


437.10
Kombinationen zwischen den wichtigsten elektrophoretischen Methoden


437.10.1
Disk- Elektrophorese


447.10.2
SDS- Disk- Elektrophorese


447.10.3
Zweidimensionale Elektrophorese


447.11
Theoretische Grundlagen der Elektrophorese


457.11.1
Effekte die auf ein Teilchen im elektrischen Feld wirken


457.11.2
Retardationseffekt


457.11.3
Relaxionseffekt


467.11.4
Puffersysteme


467.11.5
Puffer und Stromleitung in Elektrophoresekammern


477.11.6
Ionenstärke des Puffers


487.11.7
Wärmeabfuhr


497.11.8
Elektrochemische Doppelschicht


497.11.9
Elektroosmotischer Fluss (EOF)


507.11.10
Nachweis der getrennten Proteine


528
Durchführung der Untersuchungen


528.1
Sicherheit


528.1.1
Blut


528.1.2
Färbung mit Ethidiumbromid im Gel


528.2
Gelelektrophorese


528.2.1
Benötigte Geräte und Reagenzien


538.2.2
Vorbereitung


548.2.3
Durchführung


558.2.4
Auswertung


568.3
Elektrophorese auf Zelluloseacetatfolie


568.3.1
Benötigte Geräte und Reagenzien


568.3.2
Vorbereitung


578.3.3
Durchführung


589
Auswertung und Interpretation der Ergebnisse


5910
Zusammenfassung und Ausblick


6011
Preisliste der Chemikalien und verwendeten Geräte


6112
Zeitplan


6213
Literaturverzeichnis


6213.1
Bücher


6213.2
Internetseiten


6313.3
Quellenverzeichnis




4.1 Abkürzungsverzeichnis

ATP


Adenosintriphosphat

DNA


deoxyribonucleic acid (Desoxyribosenukleinsäure)

EOF


Elektroosmotischer Fluss

PAGE


Polyacrylamid Gelelektrophorese

PCR


Polymerasechainreaction (Polymerasekettenreaktion)
RNA


ribonucleic acid (Ribosenukleinsäure)
mRNA


messenger-…

tRNA


transfer-…
SDS


Sodium dodecyl Sulfate

TAE


Tris-Acetat-Ethylendiamintetraessigsäure

TBE
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan-Borat-Ethylendiamintetraessigsäure

Glu, Asp, Arg, Lys
siehe Abb. 10
4.2 Tabellenverzeichnis

17Tab. 1: DNA-Basennomenklatur


47Tab. 2: Häufig Verwendete Puffer in der Elektrophorese


60Tab. 3: Preisliste


61Tab. 4: Zeitplan




4.3 Abbildungsverzeichnis

14Abb. 1 (oben): Die Struktur der DNA


14Abb. 2 (links): Die Zellteilung


15Abb. 3: DNA-Doppelhelix


15Abb. 4: Desoxyribose


16Abb. 5 (oben): Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin


16Abb. 6 (oben): Nukleotidsequenz


18Abb. 7: Verbindung von Basen,


18Abb. 8: 5´- nach 3´-Orientierung


19Abb. 9: Grundstruktur der Aminosäuren


19Abb. 10: Proteinogene Aminosäuren


20Abb. 11: Veranschaulichung Proteinbiosynthese


21Abb. 12: DNA und RNA


23Abb. 13: Transkription und Translation


25Abb. 14: Die Peptidbindung


26Abb. 15: Glucagon mit allen Atomen


26Abb. 16: Vereinfachte Darstellung der Räumlichen Struktur (alpha-Helix)


27Abb. 17: β-Faltblatt


27Abb. 18: Tertiärstruktur


28Abb. 19: Tertiärstrukturen einiger Proteine


28Abb. 20: Disulfidbrücke


30Abb. 21: Elektrophorese von zwei Polyionen


31Abb. 22: Elektrophoretisches System


35Abb. 23: Stärkegel


36Abb. 24: Struktur der Agarobiose


37Abb. 25: Copolymerisation von Acrylamid und BIS in Polyacrylamidgel


38Abb. 26: Horizontale Apparatur für die Gelelektrophorese


38Abb. 27: Vertikale Apparatur für die Gelelektrophorese


39Abb. 28: Tiselius Zonen-Elektrophorese


42Abb. 29: Isoelektrische Fokussierung in Abhängigkeit des pH-Wertes


43Abb. 30: Prinzip der diskontinuierlichen Elektrophorese


45Abb. 31: Kräfte die auf ein Teilchen im elektrischen Feld wirken


49Abb. 32: Potentialverlauf der


50Abb. 33: Elektroendosmose


50Abb. 34: Coomassie-Brilliant Blue gefärbtes Gel


51Abb. 35: Mit Silber gefärbtes Gel


51Abb. 36: Mit Ethidiumbromid gefärbtes Gel


51Abb. 37: Zelluloseacetatfolie


53Abb. 38 (unten): Gelkamm


53Abb. 39 (oben): Gelkammer


53Abb. 40: Gießen des Gels


54Abb. 41 (unten): Einlegen der Gelkammer


54Abb. 42 (oben): Netzgerät


54Abb. 43: getrocknetes Gel


55Abb. 44: Blut Pherogramm in Gel


55Abb. 45: DNA Banden


57Abb. 46 (links): Kammer und Folienhalterung für Zelluloseacetatfolien


57Abb. 47 (rechts): Angeschlossene Kammer für Zelluloseacetatfolien




5 Einleitung
Ob nun Forschung, Medizin, Forensik oder andere Bereiche; durch die 
Elektrophorese ist es möglich DNA, Aminosäure oder Proteinhältige Substanzen als Elektropherogramm darzustellen. Dieses ist Prinzipiell einmalig wie ein Fingerabdruck, wodurch zum Beispiel ein Täter durch eine von ihm hinterlassene DNA-hältige Spur überführt wird. Es können manche Krankheiten über eine elektrophoretische Trennung des Blutserums bestimmt werden; kurz, die möglichen Einsatzbereiche sind vielfältig.

Wieso eine DNA Auftrennung genau zu einer Person passt, das Elektropherogramm von Kuhmilch als solches zu erkennen ist, liegt daran, dass selbst ein kleiner, scheinbar unmerklicher, chemischer Unterschied eine große Auswirkung haben kann. Wie es dazu kommt und wie man selbst eine elektrophoretische Auftrennung durchführt wird in dieser Arbeit vorgestellt.
Die Theoretischen Grundlagen über DNA, Aminosäuren und Proteine wurden zu Gunsten des Verständnisses über die zu Grunde liegende Biochemie etwas großzügiger verfasst.
6 Zielsetzung und Aufgabenstellung
Die grundlegende Aufarbeitung des Themas Elektrophorese und dazu die Entwicklung einer einfachen Arbeitsanweisung für Schüler.
7 Allgemeine Grundlagen

7.1 DNA
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Die DNA ist die Grundlage für die Herstellung der RNA und von Proteinen, die eine Vielzahl von Aufgaben erfüllen, z. B. als Enzyme, Botenstoffe und/oder Überträger. Sie sind auch zur Bildung von strukturellen Elementen der Zelle notwendig. Die DNA der Mutterzelle wird verdoppelt und an die Tochterzellen weitergegeben. Die natürliche Verdoppelung der Erbinformation läuft vor der Zellteilung ab.

[ROCHE, 1998, S. 7]
[image: image23.emf]
Abb. 1 (oben): Die Struktur der DNA

Abb. 2 (links): Die Zellteilung
[image: image24.emf]
Das genetische Material einer menschlichen Zelle besteht aus DNA Doppelsträngen, die etwa 3 Billionen Basenpaare enthalten. Die DNA einer einzigen menschlichen Zelle würde in ausgestrecktem Zustand annähernd zwei Meter lang sein. Erstaunlicherweise schafft es die Natur aber, dieses 
Molekül so stark zu verdrehen und aufzuspulen, dass es in einem Zellkern von bloß 1/1000 Millimeter Platz hat. Jeweils zwei Stränge der DNA sind in einer Form, die Doppelhelix genannt wird, miteinander verdreht. Diese Doppelhelix wird so aufgespult, dass sie in den Zellkern passt.

[ROCHE, 1998, S. 8]

Abb. 3: DNA-Doppelhelix
7.1.1 DNA-Rückgrat: Zucker und Phosphat
Die beiden Holme der Leiter bestehen aus Zucker und Phosphatmolekülen. Das Zuckermolekül ist ein Pentosering und trägt an seinem 3'-C- Atom eine Hydroxylgruppe, während das 5'-C-Atom Teil einer Methylgruppe ist. Das 3'- und das 5'-C-Atom sind die Bindungsstellen für die Phosphatgruppen, mit denen gemeinsam sie das DNA-Rückgratbilden.

[ROCHE, 1998, S. 10]
[image: image25.emf]


Abb. 4: Desoxyribose 

und Phosphorsäure

7.1.2 Basen

[image: image26.emf]

Die Sprossen der Leiter werden von vier Basen gebildet, die durch Wasserstoffbrücken miteinander verbunden sind. Die Basen heißen Adenin, Guanin, Thymin und Cytosin.

Adenin und Guanin gehören zur Klasse der Purine.

Cytosin und Thymin gehören zur Klasse der Pyrimidine.
[ROCHE, 1998, S. 10]  

Abb. 5 (oben): Adenin, Guanin, Cytosin, Thymin
7.1.3 [image: image27.emf]Die Nukleotidsequenz

Die Sequenz hängt von der Abfolge der Nukleotide (Basen) ab. Beispiel: Die Nukleotidabfolge CATG wird als Sequenz bezeichnet. Diese Sequenz kann sich nur mit ihrer komplementären Sequenz GTAC paaren (hybridisieren). 
[ROCHE, 1998, S. 11]
Abb. 6 (oben): Nukleotidsequenz
7.1.3.1 Hochkonservierte Regionen 
Die spezifischen Sequenzen der Basenpaare codieren für die Abfolge der Aminosäuren. Die dadurch entstehenden Proteine sind für unterschiedliche Organismen charakteristisch. Die Erbinformation eines jeden Organismus hat hochkonservierte Regionen, die bei allen Individuen der Art gleich sind und variable Regionen, die individuell verschieden sind. Die Auswahl dieser hochkonservierten Abschnitte des genetischen Codes, die für einen Zielorganismus spezifisch sind, ermöglicht die hohe Spezifität der PCR-Technik. Die Vervielfältigung (Amplifikation) einer bestimmten Nukleotidsequenz erhöht die Sensitivität eines PCR-Tests.
[ROCHE, 1998, S. 11]
Tab. 1: DNA-Basennomenklatur

	Base
	Nukleosid
	Nukleotid
	Abkürzung
	Ringstruktur der Base

	Adenin (A)
	Adenosin
	Adenosin

Triphosphat
	dATP
	Purin

	Guanin (G)
	Guanosin
	Guanosin

Triphosphat
	dGTP
	Purin

	Thymin (T)
	Thymidin
	Thymidin

Triphosphat
	dTTP
	Pyrimidin

	Cytosin (C)
	Cytidin
	Cytidin

Triphosphat
	dCTP
	Pyrimidin


[ROCHE, 1998, S. 11]

7.1.4 Verbindung von Rückgrat und Basen

[image: image28.emf][image: image29.emf]Die Zuckermoleküle sind kovalent durch die Phosphatmoleküle miteinander verbunden. Die beiden Rückgratstränge sind in gegenläufiger (antiparalleler) Ausrichtung angeordnet. Einer läuft vom 5'- zum 3'-Ende, der andere vom 3'- zum 5- Ende. Die beiden Stränge sind somit komplementär, aber nicht identisch. Die Basen (Adenin, Thymin, Guanin und Cytosin) sind am Zuckermolekül angeheftet. Die Basen der beiden Zucker- Phosphat- Rückgratstränge sind miteinander über Wasserstoffbrücken verbunden. Guanin bindet immer mit Cytosin über drei Wasserstoffbrücken, Thymin immer mit Adenin über zwei Wasserstoffbrücken.
[ROCHE, 1998, S. 12]
Abb. 7: Verbindung von Basen, 
Zucker und Phosphatgruppen
Abb. 8: 5´- nach 3´-Orientierung 

des Zucker-Phosphat-Rückrats

7.2 Aminosäuren
Aminosäuren sind die Bausteine der Proteine. Von den über 700 in der Natur entdeckten Aminosäuren gehören allerdings nur 20 zu den so genannten proteinogenen (= Protein bildenden) Aminosäuren. Diese sind, mit Ausnahme von Prolin, das die Carbonsäure eines sekundären Amins ist, α-Aminosäuren. In der Natur liegen sie fast nur in der L-Form vor und haben alle denselben Grundaufbau. Auch eine Reihe von nicht-proteinogenen Aminosäuren übernehmen im Organismus wichtige Aufgaben.

[vgl.: FOERSTNER, Stand: 13.04.07; CHEMGAPEDIA, Stand: 13.04.07]
7.2.1 Aufbau der Aminosäuren
[image: image30.emf]Die chemischen Eigenschaften der Aminosäuren werden weitgehend von den Seitenketten bestimmt. Die unterschiedliche Ladung der Aminosäure-Seitenketten im Protein ist entscheidend für die Struktur und Funktion eines Proteins und beeinflusst z.B. katalytische Eigenschaften von Enzymen oder die Aktivität regulatorischer Proteine. Insgesamt gibt es in Proteinen 20 verschiedene Aminosäuren, die aufgrund ihrer Seitenketten alle unterschiedliche Eigenschaften besitzen. Durch Decarboxylierung entstehen aus Aminosäuren biogene Amine. Diese haben wichtige Funktionen als Mediatorstoffe und Neurotransmitter.
[CHEMGAPEDIA, Stand: 13.04.07]

[image: image31.emf]

Abb. 9: Grundstruktur der Aminosäuren
Abb. 10: Proteinogene Aminosäuren
Jede Aminosäure trägt am α-C-Atom eine Amino-Gruppe, einen Carboxy-Rest, ein Wasserstoff-Atom und einen organischen Rest R. Das C-Atom ist der Carboxy-Gruppe benachbart und wird deshalb α-C-Atom genannt. In wässeriger Lösung bei neutralem pH liegen Aminosäuren nicht als ungeladene Moleküle, sondern als dipolare Ionen oder Zwitterionen vor: die Amino-Gruppe ist protoniert (NH3+)  und die Carboxy-Gruppe dissoziiert (COO-.)  Die Aminosäuren besitzen mindestens zwei pKa-Werte und einen isoelektrischen Punkt, an dem sich die Ladungen kompensieren und die Aminosäure nach außen neutral vorliegt.

[CHEMGAPEDIA, Stand: 13.04.07]
7.3 Proteinbiosynthese
Die DNA hat die Fähigkeit Informationen zu speichern, d.h., in der unregelmäßigen Aufeinanderfolge (aperiodisch) der vier Nukleotide bzw. der vier organischen Basen in den Polynukleotidsträngen sind Informationen zur Ausbildung von Merkmalen gespeichert. Die genetisch festgelegten Informationen können nur durch Stoffwechselvorgänge ausgeprägt werden.

[WEBMIC, Stand: 13.04.07]

[image: image3.emf]


Abb. 11: Veranschaulichung Proteinbiosynthese
Für die Ausbildung einer roten Blütenfarbe ist ein Farbstoff erforderlich, der in den Zellen der Blütenblätter gebildet wird. Diese Ausbildung ist nur mit Hilfe verschiedener Enzyme möglich. Deren Struktur ist mit der Basenabfolge der DNA festgelegt. Enzyme sind Biokatalysatoren, die aus Proteinen bestehen, welche Reaktionen beschleunigen, die Aktivierungsenergie senken und selbst unverändert aus der Reaktion herausgehen.

[WEBMIC, stand: 13.04.07]

Ein DNA-Abschnitt kann auch die Information für die Bildung eines Strukturproteins, z. B. Muskeleiweiß, enthalten. Prinzipiell enthält die DNA nur die Information für die Bildung von Proteinen.
[WEBMIC, stand: 13.04.07]

7.3.1 Ribosomen

Ribosomen sind kleine Partikel im Cytoplasma oder auf dem Endoplasmatischen Retikulum, an denen Eiweiß (Protein) hergestellt wird. Alle Proteine einer Zelle werden so an Tausenden von Ribosomen sythetisiert. Die Ribosomen enthalten eine Anzahl von Enzymen, die zur Proteinbiosynthese erforderlich sind. Durch die Ribosomen verlaufen mRNA-Moleküle. Die mRNA trägt Informationen von der DNA zu den Werkstätten der Proteinbiosynthese, den Ribosomen.
[vgl.: WEBMIC, Stand: 13.04.07; BIOKURS, Stand 13.04.07]

7.3.2 mRNA

Die mRNA ist eine einsträngige Nukleotidkette; Die mRNA-Nukleotidkette ist wesentlich kürzer als die Nukleotidketten der DNA, etwa 1000 Nucleotide lang. Es handelt sich auch um ein Makromolekül. Die Erbinformation eines DNA-Abschnitts für ein bestimmtes Protein wird für die RNA kopiert und anschließend transportiert die mRNA diese Kopie zu den Ribosomen. Diesen Kopiervorgang nennt man Transkription. Die Kopie zerfällt sehr schnell, sobald die Produktion abgelaufen ist.
[WEBMIC, Stand: 13.04.07]
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Abb. 12: DNA und RNA
[Anm. d. Autoren: Kapitel 7.3.3 – 7.3.5 sind ergänzend für die Grundlagen der PCR, für die Elektrophorese kann dieses Kapitel übersprungen werden]

7.3.3 Der genetische Code

Informationen werden durch bestimmte Zeichen übermittelt, die für sich allein oder als Zeichenfolge eine Bedeutung haben. Das System der Elemente, welches für Übermittlungen von Anweisungen benutzt wird, nennt man Code. Zum Vergleich haben wir das binäre Codesystem und das Morsealphabet genommen. Den Sinn der Information erschließt man aus der Sequenz, d. h. im Fall der DNA aus der Reihenfolge der verschiedenen Basen.
[WEBMIC, Stand: 13.04.07]

Proteine bestehen aus einer bestimmten, aber unterschiedlichen Reihenfolge von meist 20 verschiedenen Bausteinen, den Aminosäuren. Wenn jede einzelne organische Base Symbol für eine Aminosäure wäre, so könnten nur 4 Aminosäuren codiert werden. Bei 2 Basen gäbe es immerhin 16 Möglichkeiten, die jedoch noch immer nicht ausreichen 20 Aminosäuren zu codieren. Somit kommt man zu dem Entschluss dass es 3 Basen sein müssen. Diese Dreierbasengruppen werden auch Tripletts genannt und ergeben 64 Möglichkeiten. Es ergibt zwar einen erheblichen Überschuss von Zeichen, aber es werden auf jeden Fall 20 Aminosäuren codiert.
[WEBMIC, Stand: 13.04.07]
7.3.4 Transkription

Die DNA befindet sich im Zellkern. Die Information muss von der DNA zu den Ribosomen gelangen, dazu wird die in Frage kommende Nucleotidsequenz der DNA zunächst abgeschrieben (transkribiert), in dem eine Messenger RNA (Bote),  auch mRNS genannt, gebildet wird. Diese mRNA ist einsträngig. Zunächst einmal müssen die Wasserstoffbindungen getrennt werden, um überhaupt eine Kopie überliefern zu können. Zum Trennen muss sich die DNA-Doppelhelix aufschrauben. Die Basen werden nun getrennt und es können sich RNA-Bausteine anbinden. Die RNA-Polymerase (Enzymkomplex) bindet an einer bestimmten Startsequenz der DNA an. Es kommt zu einer Entschraubung und Öffnung an einer bestimmten Stelle. Die RNA-Polymerase wandert in 3'--> 5'-Richtung. Es kommt zur Anlagerung von komplementären Ribonukleosidtriphosphaten am DNA-Strangabschnitt (nach dem Prinzip der Basenpaarung) der als codogener Strangabschnitt bezeichnet wird. Der gegenüberliegende Strang an dem keine Ablagerung stattfindet heißt Code-Strang. Es folgt die Verbindung der Ribonukleotide in 5'-->3-'Richtung. Daraufhin kommt es zur Freisetzung des fertigen m RNA-Stranges und Wiederherstellung der DNA-Doppelhelix. Der Transkriptionsverlauf wird durch eine bestimmte Terminationssequenz beendet.
[WEBMIC, Stand: 13.04.07]
Der Ablauf im Überblick 

1. RNA- Polymerase (Enzymkomplex) bindet an einer bestimmten Startsequenz der DNA an. 

2. Entschraubung und Öffnung an einer bestimmten Stelle. 

3. RNA- Polymerase wandert in 3' > 5'-Richtung. 

4. Anlagerung von jeweils komplementären Ribonukleosidtriphosphaten nach dem Prinzip der Basenpaarung am DNA- Strangabschnitt, d.h. an dem codogenen Strang (Anlagerung). Der andere Strang, an dem keine Anlagerung stattfindet, heißt Code-Strang (gegenüberliegender Strang).

5. Verbindung der Ribonukleotide in 5' > 3'-Richtung, dann Verdrängung des fertigen mRNA-Stranges und Wiederherstellung der DNA-Doppelhelix. 

6. Beendigung der Transkription durch eine bestimmte Terminationssequenz.
[WEBMIC, Stand: 13.04.07]
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Abb. 13: Transkription und Translation

7.3.5 Translation

Nachdem ein Teil der DNA kopiert wurde und die mRNA (die Kopie) in die Ribosomen gewandert ist, ist es nun Aufgabe der tRNA (Transfer-RNA) die entsprechenden Aminosäuren aus dem Zellplasma in die Ribosomen zu transportieren.
Die tRNA sucht sich im Cytoplasma eine Aminosäure, die an die Aminosäure-Erkennungsregion passt. Die Verbindung der tRNA mit der Aminosäure geschieht mit Hilfe von Energie (ATP), hierbei wird Diphosphat aus dem ATP frei. Das Produkt dieser „Verbindung" ist ein „aktivierter Aminosäure- Enzymkomplex". Das Enzym geht unverändert aus der Reaktion hervor und es entsteht eine mit einer Aminosäure beladene tRNA.

Diese AS-beladene-tRNA wandert in das Ribosom, und verbindet sich nach dem Prinzip der komplementären Basenpaarung über ihr Anticodon mit der mRNA.

Es wandern weitere AS-beladene-tRNA-Moleküle in das Ribosom, wobei jeweils nur zwei Moleküle gleichzeitig in das Ribosom passen. Nun verbinden sich die beiden Aminosäuren der 1. und der 2. tRNA.

Ein tRNA  Molekül trennt sich von der mRNA und der Aminosäure. Das Ribosom wandert an der mRNA weiter (vom 5´ Ende zum 3´ Ende) und eine neue 
AS-beladene-tRNA dringt in das Ribosom ein und verbindet sich mit der mRNA.

Dieser Vorgang geht solange weiter, bis das „Stop" - Triplett auf der mRNA erreicht ist. Es ist eine Aminosäurekette, ein Polypeptid in Primärstruktur, entstanden.
[WEBMIC, stand: 13.04.07]

7.4 Proteine

7.4.1 Die Peptidbindung
Wird eine Aminosäure mit einer anderen Aminosäure verknüpft, bildet die Carboxy-Gruppe der ersten Aminosäure mit der Amino-Gruppe der anzuhängenden Aminosäure eine so genannte Peptidbindung unter Freisetzung eines Wasser-Moleküls.
[CHEMGAPEDIA, Stand: 13.04.07]
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Abb. 14: Die Peptidbindung
Die nächste Aminosäure wird dann an die Carboxy-Gruppe der zweiten Aminosäure angehängt usw.. Eine Peptidkette entsteht also, indem Aminosäure für Aminosäure über eine Peptidbindung ankondensiert wird. Die Abfolge der einzelnen Aminosäuren wird auch als die Primärstruktur des Proteins bezeichnet. Die Peptidkette bekommt so eine Richtung, man spricht vom N-Terminus (konventionsgemäß linkes Ende) und C-Terminus (rechtes Ende) einer Peptidkette. Proteine bestehen aus einer oder mehreren Polypeptidketten. Die Länge dieser Ketten kann dabei von ca. 40 bis zu über 4.000 Aminosäuren variieren.
[CHEMGAPEDIA, Stand: 13.04.07]
7.4.2 Räumliche Strukturen
Untersucht man Polypeptidketten, fallen einem mehrere Besonderheiten der räumlichen Struktur auf. Diese kann man teilweise schon bei Oligopeptiden feststellen. Damit man bei einem Molekül, das aus mehreren Tausend Atomen besteht, noch den "Durchblick" hat, haben die Wissenschaftler verschiedene Darstellungsarten entwickelt.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]

Alle Atome darzustellen ist sinnlos, denn wichtige Details der Gesamtstruktur sind nicht mehr sichtbar. So verzichtet man auf bekannte oder unwesentliche Strukturen wie H-Atome oder funktionelle Gruppen.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]

Zusammengefasst:
- Peptidketten besitzen eine Primärstruktur
- Aminosäuren sind über die Peptidbindung verbunden

- Die Peptidkette hat ein Amino- und ein Carboxylende

- Die Reste stehen aus der Kette heraus.
 [BIOKURS, Stand: 13.04.07]
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Abb. 15: Glucagon mit allen Atomen
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Abb. 16: Vereinfachte Darstellung der Räumlichen Struktur (alpha-Helix)
Alle Proteine zeigen solche Eigenschaften.
· Die Aufschraubung der Primärstruktur nennt man eine Helix 
· Parallel verlaufende Primärstrukturbereiche nennt man Faltblatt
Beide Strukturen fasst man als Sekundärstruktur eines Proteins zusammen.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]

Bei der Faltblattstruktur verlaufen Primärstrukturen entweder parallel oder antiparallel nebeneinander und sind ebenfalls durch H-Brücken miteinander verbunden. Typisch sind auch die Haarnadel-Faltungen zwischen den Strängen.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]
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Abb. 17: β-Faltblatt
Unter der Tertiärstruktur versteht man die Globulärstruktur der Proteine. Dies ist die typische Struktur eines großen Teils der Proteine in der Zelle wie z. B. der Enzyme. Eine Tertiärstruktur enthält meist Sekundärstrukturen wie Helix und Faltblatt. Es gibt kaum Proteine mit Tertiär- aber ohne Sekundärstrukturen.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]
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Abb. 18: Tertiärstruktur

· Die Zusammenlagerung mehrerer Tertiärstrukturen heißt Quartärstruktur.

· Wenn ein Protein noch andere Moleküle (Nichteiweiß-) eingelagert enthält, nennt man es Proteid.

[BIOKURS, Stand: 13.04.07]
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Abb. 19: Tertiärstrukturen einiger Proteine
7.4.2.1 Stabilisierende Bindungen
Es sind die Wasserstoffbrücken, die z.B. die Faltblattstruktur und Helices stabilisieren. In einem Protein findet man hunderte solcher H-Brücken. Es gibt aber noch weitere, stärkere Kräfte: die Disulfidbrücken und Ionischen Wechselwirkungen. Allgemein ergeben sich diese Wechselwirkungen dadurch, dass in einem Protein sich die Reste der Aminosäuren in die Nähe kommen. Je nach Rest ergeben sich dann die entsprechenden Bindungen.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]
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Zwischen sauren und basischen Resten wie z. B. der Carboxylgruppe von Glu oder Asp und dem basischen Rest von Arg oder Lys kann es wegen der Bildung von Ladungen zur elektrostatischen Anziehung kommen, der ionischen Wechselwirkung.
[BIOKURS, Stand: 13.04.07]
Abb. 20: Disulfidbrücke
7.5 Elektrophorese

7.5.1 Zur Geschichte der Elektrophorese 

REUSS, ein russischer Physiker, führte nachweislich 1809 das erste Elektrophorese-Experiment durch. MICHAELIS nannte 1909 die Bewegung von Kolloid-Ionen im elektrischen Feld „Elektrophorese“. Er bestimmte die isoelektrischen Punkte der Enzyme Invertase und Katalase durch ihre Beweglichkeit bei verschiedenen pH-Werten in einem U-Rohr.

Einen weiteren Auftrieb erhielt die Elektrophorese in den Jahren 1920-1930. SVEDSBERG, zusammen mit JETTE und SCOTT, photographierten Eialbuminlösungen und werteten die grüne Fluoreszenz aus, die von den Proteinen ausgesandt wird, wenn sie durch langwelliges ultraviolettes Licht angeregt werden. Da die Ergebnisse aber noch unbefriedigend waren, wurde die Apparatur von TISELIUS modifiziert. Mit dieser trägerfreien Elektrophorese wies er die getrennten Proteinfraktionen durch das Auftreten von Schlieren nach, d.h. durch die Veränderung ihrer Brechungsindices bei Konzentrationsänderungen. Die Schlieren-Methode wurde von SVEDBERG für die analytische Ultrazentrifuge entwickelt und sie wurde nicht nur in der Elektrophorese, sondern besonders in der Ultrazentrifugation eine klassische Methode der analytischen Biochemie. Mit dieser Schlieren-Methode gelang es TISELIUS als erstem nachzuweisen das das menschliche Serum aus Albumin, Alpha-, Beta- und Gamma – Globulinen aufgebaut ist. Für diese Arbeiten erhielt er 1948 den Nobelpreis. Diese Methoden waren jedoch zu aufwendig und deshalb für die Routine nicht geeignet.

Die Elektrophorese wurde erst wesentlich vereinfacht, als man Trägermedien fand, die die Pufferphase stabilisieren. Das war zunächst Filterpapier, und die ersten Arbeiten über die Papierelektrophorese von Proteinen erschienen fast gleichzeitig im Jahre 1950 von TISELIUS und CREMER, GRASSMANN und HANNIG und DURRUM. Die Papierelektrophorese hatte schnell ihren festen Platz, vor allem in der klinischen Chemie. Die Nachteile von Papier als Trägermedium waren jedoch nicht zu übersehen und so wurde nach anderen Trägermedien gesucht. Als geeignet erwiesen sich z.B. Agar-, Agarose-, Stärke und Polyacrylamidgele. Über Zelluloseacetatfolien als Trägermedium berichtete erstmals KOHN im Jahre 1957. Wegen der leichten Handhabung werden heute Zelluloseacetatfolien in der Routine-Elektrophorese am häufigsten verwendet.

[Quelle: JURZ, Jahr Unbekannt]
7.5.2 Die Elektrophorese und ihre Systematik

Die Elektrophorese existiert schon Dutzende von Jahre, aber ihre Entwicklung hat erst nach den Erfindungen von TISELIUS einen starken Impuls bekommen. Heute erfreut sie sich einer vielseitigen Verwendung in der Forschung und Diagnostik, wo ihre Anwendungsbereich alle biologische Objekte umfasst: Peptide, Proteine, Nukleinsäuren, Viren, Chromosomen, Zellmembranen (Plasmamembran, Iysosomale und Kernmembranen), Zellorganelle (Mitochondrien, Ribosomen), Zellen (Erythrozyten, Leukozyten, Gewebezellen, Parasiten). Diese Objekte können direkt getrennt werden, wenn sie sich in einer löslichen Form befinden – wie die Serumproteine, oder indirekt, nachdem sie zuerst in eine gelöste Form umgewandelt werden – wie die Zellmembranen. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.5.3 Übersicht über die Elektrophorese
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Das Wort Elektrophorese setzt sich aus den altgriechischen Wörtern ηλεκτρον (Bernstein), der vom Altertum her mit der Elektrizität verbunden wird, und φορηιν (tragen) zusammen und bedeutet in freier Übersetzung Bewegung von geladenen Teilchen. Heute wird die Elektrophorese als Trennung von gelösten und geladenen Teilchen in einem elektrischen Feld definiert, die durch ihre unterschiedlichen Geschwindigkeiten und Wechselwirkungen mit dem Trennmedium verursacht wird. (Abb. 21) 
[Quelle: BUDIN, 1995]
Abb. 21: Elektrophorese von zwei Polyionen
Es gibt Methoden, bei denen die elektrophoretische Wanderung der geladenen Teilchen ebenfalls vorhanden ist, z.B. die Nachweismethode Blotting. Dabei handelt es sich aber nicht um elektrophoretische Verfahren, weil sie zu keiner Trennung führen. Dasselbe gilt auch für die Ionenphorese, die zum Einnehmen von Arzneimitteln verwendet wird.

Die elektrophoretische Trennung findet in einem elektrophoretischen System statt, dass gewöhnlich aus einem Trennmedium und einem Stromversorger besteht. Das Trennmedium setzt sich aus einem Puffer und einem Träger (z.B. Gel) zusammen. Es wird in der Regel in eine elektrophoretische Kammer eingelegt, wo seine Enden Kontakt mit der Anode und Kathode des Stromversorgers erhalten. Die Elektroden können direkt auf dem Träger gelegt werden (Abb. 22) oder sich in zwei voneinander getrennten Elektrodentanks befinden.

[Quelle: BUDIN, 1995]
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Abb. 22: Elektrophoretisches System
Die Probe wird auf das Trennmedium aufgetragen. Sie enthält geladene Teilchen, z.B. Proteine oder Nukleinsäuren, die wir als Polyionen bezeichnen.

Die Proteine bestehen aus Aminosäureresten. Die Aminosäurereste enthalten basische sowie saure Gruppen, deswegen verhalten sich die Proteine in einer Lösung amphoter – in sauren Lösungen als Polykationen, in alkalischen Lösungen als Polyanionen.

Bei einem bestimmten pH-Wert wird die Zahl der positiven und negativen Ladungen des Protein-Polyions gleich, dass es keine Gesamtladung mehr trägt. An diesem pH-Wert, bezeichnet als pH(I)- oder pI- Wert, wandert das Protein- Polyion in einem elektrischen Feld nicht mehr.

Die Nukleinsäuren bestehen aus Mononukleotidresten, wobei jeder von ihnen eine negative Ladung in neutralen oder alkalischen Lösungen hat. Deswegen verhalten sie sich als Polyionen. In einem elektrischen Feld wandern sie immer in Richtung Anode.

Die elektrophoretische Geschwindigkeit ν eines Polyions ist direkt proportional zu seiner Mobilität μ und er Stärke des elektrischen Feldes Ε. Die Mobilität befindet sich indirekt proportionaler Abhängigkeit zur gesamten elektrischen Ladung des Polyions und in umgekehrt proportionaler Abhängigkeit zur Viskosität des Trennmediums. Die Größe der elektrischen Ladung wird vom pH-Wert des Puffers bestimmt, während die Viskosität des Trennmediums hauptsächlich von seiner Struktur und der Temperatur abhängt.

Die Feldstärke ergibt sich aus dem Verhältnis zwischen der elektrischen Spannung und dem Abstand zwischen den beiden Elektroden. Da der Abstand während der Elektrophorese konstant bleibt, hängt die Polyion- Geschwindigkeit nur von der elektrischen Spannung ab. Die Bewegung der Ionen und Polyionen im Trennmedium bestimmt die Stärke (Größe) des elektrischen Stroms.

Die Teilchen, die in ihrer nativen Form geladen sind, können ohne jegliche Strukturänderungen elektrophoretisch getrennt werden, z.B. die Serum-, Liquor- oder Harnproteine sowie die Desoxy- oder Ribonukleate. Andere Teilchen, die sich in einer ungelösten Form befinden, müssen vor der Elektrophorese aufgelöst werden. Um den Endpunkt der Elektrophorese festzustellen, lässt man Farbstoffe mit den Polyionen laufen, die die Polyionen allmählich überholen. Bei negativ geladenen Proteinen werden am meisten Bromphenolblau oder Orange G verwendet, bei positiv geladenen Proteinen Bromkresolgrün oder Methylenblau.

Der Nachweis der getrennten Polyionen erfolgt entweder direkt im Trennmedium durch nicht spezifische oder spezifische Färbung, Enzym-Substrat-Reaktionen, Immunpräzipation, Autoradio- und Fluorographie, oder indirekt durch Immunprinting oder nach dem Blotting.

Die Elektrophorese wird in Puffern durchgeführt. Sie müsse über eine gewisse Pufferkapazität verfügen. Die Pufferkapazität hängt von zwei Faktoren ab – von den pK-Werten der puffernden Elektrolyten und von ihren Konzentrationen, die in der Puffer-Ionenstärke festgelegt sind. Je näher die pK-Werte am pH-Wert liegen und je höher die Konzentrationen sind, desto größer ist die Pufferkapazität. Die Puffer-Ionen wandern während der Elektrophorese, genauso wie die Polyionen. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.5.4 Auflösung der Elektrophorese

Die wichtigste Charakteristik einer elektrophoretischen Methode ist ihre Auflösung, die von ihrem Trennvermögen und ihrer Trennschärfe abhängt. Als Trennvermögen wird die Fähigkeit der Elektrophorese bezeichnet, zwei Probenkomponenten voneinander zu trennen. Die Trennschärfe wird mit dem reziproken Wert der Bandbreite berechnet – bei schmalen Banden ist die Trennschärfe hoch, und umgekehrt. Das Trennvermögen und die Trennschärfe hängen vom Trennmedium, von den Eigenschaften der zu trennenden Polyionen und von anderen Bedingungen, z.B. der Temperatur, ab. Die erhöhte Temperatur erhöht die Diffusion, was der elektrophoretischen Auflösung schadet. Um dies zu verhindern, wird die Elektrophorese bei relativ niedrigen Temperaturen durchgeführt – hauptsächlich bei 10-15°C.

Das gewöhnlich nach einer Färbung entstandene Muster mit elektrophoretischen getrennten Polyionen-Banden wird als Pherogramm bezeichnet. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.5.5 Vergleich zwischen der Elektrophorese und anderen Trennmethoden

Im Vergleich zu anderen analytischen und präparativen Trennmethoden zeigt die Elektrophorese bestimmte Eigenschaften, die als Vorteile oder Nachteile beurteilt werden können.

Die Elektrophorese hat gegenüber den konkurrierenden Methoden Ultrazentrifugation und Chromatographie (Dünnschicht-Chromatographie; HPLC und FPLC) wichtige Vorteile.

Bei der Ultrazentrifugation, wie bei der Elektrophorese, gibt es nur eine stationäre Phase. Die Trennung der Probenkomponenten wird aber von einem Gravitationsfeld verursacht und hängt nur von ihren Massen ab.

Bei der Chromatographie verteilen sich die Komponenten zwischen einer stationären und einer mobilen Phase. Die Elektrophorese dagegen verfügt lediglich über eine stationäre Phase – ihr Trennmedium.

Die Elektrophorese, besonders die isoelektrische Fokussierung, zeichnet sich durch eine sehr hohe Auflösung aus. Solche Auflösung kann nur noch mit der Chromatofokussierung erreicht werden.

Bei der Elektrophorese können Enzymaktivitäten oder immunologische Identifizierungen der Proteine im Gel oder indirekt auf einer Blotmembran nachgewiesen werden. Vergleichbare Möglichkeiten gibt es bei keiner der konkurrierenden Trennmethoden.

Nach der Elektrophorese werden keine teuren Detektoren zum Nachweis der getrennten Polyionen benötigt, wie bei der Chromatographie der Fall ist. Außerdem wird die Auswertetechnik (Densitometer, PC) während der Elektrophorese nicht blockiert. Solche Möglichkeit gibt es nur bei der Dünnschicht-Chromatographie.

Die Elektrophorese zeigt aber auch Nachteile: ihre Trennmedien, mit Ausnahme der Kapillar- und Free-Flow-Elektrophorese, können nur einmal verwendet werden, während eine chromatographische Säule vielfach eingesetzt werden kann.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6 Wichtigste elektrophoretische Methoden

Die Systematik der Elektrophorese lässt sich nach unterschiedlichen Kriterien gliedern: nach der Nativität der zu trennenden Polyionen; der Struktur des Trennmediums; der Position des Trennmediums und dem Volumina der getrennten Polyionen-Lösungen.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6.1 Elektrophorese von nativen und denaturierten Polyionen
In Abhängigkeit von den Polyionennetavität gibt es zwei Arten von Elektrophorese: Elektrophorese von nativen Polyionen, d.h. von Polyionen mit intakter Struktur und biochemischen Eigenschaften, und Elektrophorese von denaturierten Polyionen, d.h. von Polyionen mit veränderter Struktur und biochemischen Eigenschaften. Die erste Elektrophorese wird als native Elektrophorese bezeichnet, die zweite als denaturierte Elektrophorese. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6.2 Trägerfreie und Träger-Elektrophorese
Die Elektrophorese von nativen oder denaturierten Polyionen kann in flüssigen oder festen Trennmedien durchgeführt werden. Die flüssigen Trennmedien stellen Pufferlösungen dar, die oft Glycerin, D-Sorbitol, Saccharose oder andere Chemikalien enthalten, die viskose Lösungen bilden. Die Elektrophorese in flüssigen Trennmedien heißt Träger-freie-Elektrophorese und wird zur Trennung von größeren Teilchen eingesetzt, wie z.B. Viren, Bakterien und Zellen. Bei ihr hängt die Trennung ausschließlich von den Ladungen der Polyionen ab und wird stark von der Diffusion beeinflusst. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

Die festen Trennmedien enthalten auch Pufferlösungen, die aber die Poren eines Trägers, meist Gels, ausfüllen. Bei dieser Methode, bekannt als Träger-Elektrophorese, können die Polyionen nicht nur nach ihren elektrischen Ladungen, sondern auch nach ihren Volumina (Masse) getrennt werden. Somit funktioniert der Träger wie ein Sieb, was zur Erhöhung der elektrophoretischen Auflösung führt.

Es sind unterschiedliche Gele bekannt – aus Stärke, Agarose, Polyacrylamid. Das Polyacrylamidgel ist heutzutage das gebräuchlichste elektrophoretische Trennmedium, weil die Größe seiner Poren berechnet werden kann und somit bestimmte Protein-Polyionen nach ihren Volumen (Masse) „durchsiebt“ werden können. Außerdem enthält es fast keine geladenen Gruppen, die, wie z.B. beim Agarosegel, Elektroosmose verursachen. Die Verwendung der Stärkegele hat nach der Einführung der Polyacrylamidgele stark nachgelassen und wird heute zur Trennung von Enzymen verwendet.

Bei der trägerfreien Elektrophorese unterliegen die zu trennenden Polyionen der Diffusion und Konvektion, die die elektrophoretische Auflösung stören. Die trägerfreien Trennmedien werden aber bevorzugt, wenn größere Teilchen (Viren, Bakterien, Zellen) getrennt werden sollen.

Bei der Träger-Elektrophorese sind die Diffusion und Konvektionen im Puffer bzw. Puffersystem verringert. Der Träger kann unterschiedlich sein: Papier, Acetylzellulosefolie, Stärke-, Agarose- oder Polyacrylamidgel.

Die Acetylzellulosefolie- Zonenelektrophorese wird gewöhnlich in der klinischen Diagnostik verwendet. Sie ist eine routinemäßige Trennmethode, die wichtige analytische Vorinformationen liefern kann. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6.3 Gel-Elektrophorese
Die Träger Elektrophorese in Gelen hat eine wachsende Bedeutung gegenüber der Elektrophorese in anderen Träger, weil sich die Porengröße bestimmen lässt. Heutzutage sind das Agarose- und Polyacrylamidgel am meisten verbreitet. Das Polyacrylamid gilt als das beste elektrophoretische Gel, weil es keine Ladungen hat, im Gegensatz zum Agarosegel, das störende elektroosmotische Effekte verursacht.

Die elektrophoretischen Methoden können in nichtrestriktiven oder restriktiven Gelen durchgeführt werden. In den nichtrestriktiven Gelen trennen sich die Polyionen der Proteine, Enzyme oder Nukleinsäuren abhängig von ihren elektrischen Ladungen, in den restriktiven Gelen trennen sie sich entsprechend ihren elektrischen Ladungen sowie ihren Volumina (Massen). 
[Quelle: BUDIN, 1995]

Nichtrestriktive Gele sind das Agarosegel oder ein Polyacrylamidgel mit niedriger Konzentration, restriktive Gele sind Polyacrylamidgele mit hoher Konzentration. Falls die Poren eines restriktiven Gels mit dem Polyionenvolumina vergleichbar sind, funktioniert das Gel wie ein Sieb, was die Auflösung der Elektrophorese erhöht.

Das Agarosegel hat sehr große Poren. Deshalb beeinflusst nicht die Geschwindigkeit der Polyionen – die elektrophoretische Trennung wird nur von Ladungsunterschieden bestimmt. Das ist der Grund dafür, dass das Agarosegel zur Trennung von Desoxyribonukleaten eingesetzt wird.

Die Gel-Elektrophorese kann in Rund- oder Flachgelen durchgeführt werden. Die Flachgele, besonders die dünnen und ultradünnen Flachgele, haben wichtige Vorteile gegenüber den Rundgelen. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6.3.1 Gelmedien
Es sind verschieden Gele bekannt – Stärke-, Agarose-, Polyacrylamidgel. Sie haben einen wichtigen Vorteil gegenüber den anderen Trägern – ihre Porenstruktur lässt sich entsprechend der Anwendung einstellen.

Mit der Optimierung der Elektrophorese haben sich überwiegend die Agarose- und Polyacrylamidgele durchgesetzt. Sie können als Rund- oder Flachgele bzw. nichtrestriktive oder restriktive Gele verwendet werden. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6.3.1.1 Stärkegel – Struktur und Eigenschaften

Stärkegele wurden 1955 von SMITHIES eingeführt. Sie waren das erste Trennmedium, bei dem der Siebeffekt während der Elektrophorese beobachtet wurde. Stärkegele aus teilweise hydrolysierter Kartoffelstärke werden in einer Konzentration von 8-15g/dl als 5-10mm dicke Schichten gegossen.

Das Stärkegel, als ein Naturprodukt, stellt ein enzymfreundliches Trennmedium dar.
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Deswegen wird es immer noch für die Zonenelektrophorese von multiplen Enzymen in der Human- und Populationsgenetik verwendet. Ansonsten ist heute das Stärkegel, wegen seiner variierenden Eigenschaften, was zu mangelnder Reproduzierbarkeit führt, fast völlig vom Agarose- und Polyacrylamidgel verdrängt worden. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

Abb. 23: Stärkegel
7.6.3.1.2 Agarosegel – Struktur und Eigenschaften

Die Agarse ist eine der beiden Hauptkomponenten des Agars, das heute aus den roten Meeresalgen gewonnen wird. Sie ist aus Polysaccharid-Ketten aufgebaut, die ihrerseits aus jeweils ca. 400 Resten des Agarobiose-Monomers bestehen. Agarobiose enthält eine 

[image: image37.png]


1,3-verknüpfte β-D-Galaktopyranose und eine 1,4-verknüpfte 3,6-Anhydro-α-Galaktopyranose. Die Agarose-Polymere haben Mr von 100000 bis zu 200000. Im Vergleich zum Agar besitzt die Agarose viel weniger ionisierte chemische Gruppen, wie z.B. Sulfat-, Pyruvat- und Carboxylgruppen.

Abb. 24: Struktur der Agarobiose
Die Agarosegele sind nicht toxisch, chemisch innert und ihre Herstellung benötigt keine Katalysatoren. Ihre Struktur erweist sich als sehr stabil im pH-Berecihn4-9, obwohl ihre Poren sehr groß sind – z.T. über 10nm. Solche Poren üben keine restriktive Wirkung auf die Wanderung der Polyionen aus. Daher sind sie für die Elektrophorese von Protein-Polyionen mit sehr hohen Massen, von Nukleaten, Chromosomen und Viren geeignet.

Die chemisch unbehandelte Agarose löst sich im Wasser bei 90-100°C und geliert beim Abkühlen bei über 40°C. Bei diesem Vorgang bilden die Agarose-Polysaccharidketten Doppelhelices mit einer relativen Atommasse Mr von 120000, die sich danach in Fäden zusammenlagern.

Agarose wird gewöhnlich in Konzentrationen von 0,05 bis 2,0g/dl verwendet. Bei einer Konzentration von 0,16g/dl hat das Agarosegel Poren mit einem Durchmesse von 500nm, bei einer Konzentration von 0,075g/dl erreicht der Durchmesser 800nm. Für Protein- und DNA-

Trennungen werden in der Regel 1g/dl Gele verwendet, die einen Porendurchmesser von ca. 150nm besitzen. Agarosegele mit einer Konzentration über 1g/dl zeigen hohe Elektroosmose. Deswegen werden sie selten verwendet.

Wie erwähnt, ist die Elektroosmose typisch für die Agarosegele, was auf ihre geladenen Gruppen zurückzuführen ist. Um die Elektroosmose zu verhindern, wurden in den letzten Jahren unterschiedliche chemisch modifizierte Agarose-Arten auf den Markt gebracht, die viel weniger saure Gruppen tragen. Die ladungsfreien Agarosen haben unterschiedliche Reinheit und Trenneigenschaften, die sich durch ihre Schmelztemperaturen (35-95°C) und den Grad der Elektroosmose (mr-Wert) unterscheiden lassen. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.6.3.1.3 Polyacrylamidgel-Struktur und Eigenschaften

Polyacrylamidgel (PAA-Gel) ist heutzutage der beste elektrophoretische Träger. Es hat, den anderen Trägern gegenüber, zwei wichtige Vorteile:

· Polyacrylamidgel, tritt in keine Wechselwirkungen mit den zu trennenden Polyionen, da es chemisch innert ist und keine elektrischen Ladungen trägt, die Elektroosmose verursachen.

· Es kann einen Siebeffekt ausüben, der eine zusätzliche Trennung nach Massen möglich macht.

Das Polyacrylamidgel, erstmals 1959 von RAYMOND und WEINTRAUB für die Elektrophorese eingesetzt, stellt ein Copolymer zwischen dem Monomer Acrylamid und dem Comonomer N,N’-Methylen-bis-acrylamid (BIS, Bisacrylamid, N,N’-Methylandiacrylamid) dar. Das Acrylamid und BIS werden oft als Monomere bezeichnet und ihre Gesamtlösung als Monomerlösung.

Das stark neurotoxische Acrylamid kristallisiert in weißen Kristallen, die in Wasser, Methanol, Glycerin, Aceton, Trichlormethan und anderen Lösungsmitteln löslich sind. Sein Siedepunkt liegt bei 84,5 ± 0,3°C. Beim längeren Aufbewahren polymerisiert Acrylamid spontan. In polymerisierten Zustand ist das Gel nicht Giftig, falls es keine Reste von Acrylamid enthält.

Der Vernetzer N,N’-Methylandiacrylamid ist eine mindergiftige weiße Substanz, die in Wasser gut löslich ist. Es schmilzt bei 185°C und polymerisiert auch spontan bei längerem Aufbewahren.

Die Copolymerisation des Acrylamids und BIS verläuft in zwei Etappen: zuerst verbinden sich die Vinyl-Gruppen des Acrylamids in Polymerketten, dann werden sie von BIS vernetzt. Auf diese Weise entsteht die räumliche Struktur des Polyacrylamidgels, die mit der eines Schwammes verglichen werden kann (Abb. 25).
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Die Konzentration des Monomers und Comonomers bestimmen die Porengröße des Polyacrylamidgels. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

Abb. 25: Copolymerisation von Acrylamid und BIS in Polyacrylamidgel
7.6.4 Vertikal- und Horizontalelektrophorese
In Abhängigkeit von der Gelposition werden Vertikal- und Horizontalelektrophorese unterschieden. Die Vertikalelektrophorese kann in Rund- oder Flachgelen durchgeführt werden, während die Horizontalelektrophorese nur in Flachgelen stattfindet. Die Horizontalelektrophorese bietet zahlreiche Vorteile gegenüber der Vertikalelektrophorese: einfachere Handhabung, Verwendung von mit Puffer getränkten Elektrodenstreifen statt Tankpuffer, Auswahl der Auftragstelle (wichtig für die Nativelektrophorese und die isoelektrische Fokussierung), freier Zugang zur Geloberfläche während der Elektrophorese etc.

Während die Vertikalelektrophorese in Rund- sowie Flachgelen durchgeführt werden kann, findet die Horizontalelektrophorese nur in Flachgelen statt. 
[Quelle: BUDIN, 1995]
[image: image39.emf]


7.6.4.1 Horizontale Apparaturen

Horizontale Systeme: Die Gele sind auf dem Träger aufgebracht, und von flüssigem Puffer umgeben.

Die Wärmeabfuhr wird durch Kühlung mittels der Puffer geregelt.

Abb. 26: Horizontale Apparatur für die Gelelektrophorese
7.6.4.2 Vertikale Apparaturen
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Vertikale Systeme: Die Gele sind in Kassetten oder auf Trägermaterial (Glasplatten, Polycarbonatplatten) befestigt und von flüssigem Puffer umgeben. Die Proben werden in Taschen am oberen Ende der Gele aufgegeben. Die Proben laufen von oben nach unten. Die schweren und großen Proteine befinden sich im oberen Teil des Gels.

Die Wärmeabfuhr wird durch Kühlung mittels der Puffer geregelt.
Abb. 27: Vertikale Apparatur für die Gelelektrophorese
7.6.5 Analytische und präparative Elektrophorese
Die meisten Elektrophorese zählen zu den analytischen Verfahren. Es sind auch Methoden bekannt, die die präparative Trennung der geladenen Teilchen ermöglichen. Die isoelektrische Fokussierung kann ebenfalls analytisch oder präparativ durchgeführt werden.

Die wichtigste Charakteristik eines elektrophoretischen Systems sind die verwendeten Puffer. Abhängig davon können alle elektrophoretischen Verfahren generell nach einer der folgenden Hauptmethoden gegliedert werden: der Zonenelektrophorese, Isotachophorese und der isoelektrischen Fokussierung. Zusätzlich gibt es Kombinationen zwischen den elektrophoretischen Hauptmethoden. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7 Zonenelektrophorese

Die Zonenelektrophorese wird in einem Puffer durchgeführt, also in einem elektrischen Feld kontinuierlicher Stärke. Kontinuierlich bleibt auch der pH-Wert des Puffers während der Elektrophorese. Die Zonenelektrophorese ist ebenso unter dem Namen kontinuierliche oder konventionelle Elektrophorese bekannt.

7.7.1 [image: image41.emf]

TISELIUS-Zonenelektrophorese
Bei der klassischen Tiselius-Zonenelektrophorese (Methode der wandernden Grenzschichten) handelt es sich um eine freie Zonenelektrophorese. Bei ihr werden die zu trennenden Teilchen mit einem Puffer gemischt, in ein U-Rohr aus Glas eingefüllt und in den beiden Schenkeln des Rohrs mit dem Puffer überschichtet. Beim Anlegen eines elektrischen Feldes trennen sich die Polyionen in einige Schichten auf (Abb. 28).

Abb. 28: Tiselius Zonen-Elektrophorese
Die Tiselius-Zonenelekktrophorese wird heute hauptsächlich zur Messung von Ionenstärken verwendet. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.2 Free-Flow-Zonenelektrophorese
Bei der Free-Flow-Zonenelektrophorese fließt ein Puffer senkerecht zu einem elektrischen Feld, wobei sich die getrennten Fraktionen unten separat gesammelt werden. Sie wird zur Trennung von Polyionen sowie Zellorganellen und Zellen eingesetzt. Es sind ebenso Free-Flow-Zonenelektrophorese und Free-Flow-Zonenelektrophorese-Fokussierung bekannt. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.3 Acetylzellulose- Zonenelektrophorese
Die Acetylzellulose- Zonenelektrophorese 

(Zelluloseacetat- Zonenelektrophorese) ist das einfachste Zonenelektrophoreseverfahren, dass heute verwendet wird. Sie wird immer mehr von den Zonenelektrophoresen in Agarose- und Polyacrylamidgelen verdrängt. Da die Acetylzellulose- Folien und die verwandten Cellogel- Streifen großporig sind, ist die elektrophoretische Trennung nur ladungsabhängig.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.4 Agarosegel- Zonenelektrophore
Die Agarosegel- Zonenelektrophore ist sehr verbreitet. Sie wird mit gleichem Erfolg zur Trennung von Proteinen sowie Nukleaten eingesetzt. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.5 Submarine- Zonenelektrophorese
Die Submarine- Zonenelektrophorese ist eine horizontale Agarosegel- Zonenelektrophorese, die unter einem Puffer durchgeführt wird – dadurch trocknet die Geloberfläche nicht aus. Sie wird als Standardmethode zur Trennung, Identifizierung und Reinigung von DNA- und RNA- Fragmenten verwendet.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.6 Pulsfeld- Zonenelektrophorse
Die Pulsfeld- Zonenelektrophorse ist eine modifizierte Submarine- Zonenelektrophorese. Sie wird zur Trennung von Chromosomen eingesetzt.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.7 Immunelektrophorese
Als Immunelektrophorese wird die Kombination zwischen einer Zonenelektrophorese in einem Agarosegel und einer oder mehreren Immunreaktionen bezeichnet. Die Immunglobuline können auf die Oberfläche eines Agarosegels aufgetragen werden oder sich in einem anderen Agarosegel oder Acetylzellulose- Folie befinden, die zusätzlich aufgelegt wird. Die erste Methode ist als Immunfixation, die zweite als Immunprinting bekannt.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.8 Affinitätselektrophorese
Die Zonenelektrophorese, die in einem Liganden-haltigen Agarosegeldurchgeführt wird, wird als Affinitätselektrophorese bezeichnet. Sie beruht auf Wechselwirkungen zwischen unterschiedlichen Liganden und ihren spezifischen kompelbildenden Verbindungen.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.9 Polyacrylamid- Zonenelektrophorese
Die Polyacrylamid- Zonenelektrophorese wird heute überwiegend zur Trennung von Nukleinsäuren verwendet.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.10 Gradientengel- Zonenelektrophorese
Eine Gradientengel- Zonenelektrophorese kann in homogenen oder Gradientengelen durchgeführt werden. Die Gradientengele wirken wie ein Molekülsieb, das die Polyionen nach ihren Volumina (Massen) und Konformation trennt. Es werden lineare oder exponentielle Gradientenpolyacrylamidgele verwendet.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.7.11 SDS- Zonenelektrophorese
Die SDS- Zonenelektrophorese wird in einem Polyacrylamidgel durchgeführt, das SDS (von Sodium dodecylsulfate = Natriumdodecylsulfat) enthält. SDS denaturiert die Polyionen und lagert sich so an, dass sie stark negativ geladen werden. Da die Proportion Ladung/Masse bei allen Polyionen ähnlich wird, trennen sich die Polyionen nur abhängig von ihren Massen.

[Quelle: BUDIN, 1995]
7.8 Isotachophorese

Die Isotachophorese verläuft in einem Puffersystem aus zwei oder mehreren Puffern. Zwischen den Puffern bilden sich wandernde Ionengrenzen, an den sich die Polyionen konzentrieren.

Im Gegensatz zur kontinuierlichen Elektrophorese verteilt sich die Stärke des elektrischen Feldes diskontinuierlich und der pH-Wert verändert sich während der Elektrophorese. Die Isotachophorese ist auch als die Moving- Boundary- Elektrophorese bekannt.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.8.1 Kapillar- Elektrophorese
Die Kapillar- Elektrophorese wird auch als HPCE (High performance capillary electrophoresis) bezeichnet. Sie kann eine hochauflösende freie Isotachophorese darstellen, bei der die konzentrierten Polyionen durch Spacer voneinander getrennt werden können. Neben der Kapillar- Isotachophorese existieren ebenso Kapillar- Zonenelektrophorese und Kapillar- Isoelektrische- Fokussierung.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.9 Isoelektrische Fokussierung

Die isoelektrische Fokussierung ist ein Trennverfahren, bei dem die Proteine entsprechend ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennt werden. Trennmedium ist ein elektrisches Feld stabiler pH-Gradient. Zum Aufbau des pH-Gradienten werden so genannte Trägeramphlyte (Ampholine) verwendet. Sie bestehen aus einer Vielzahl von Polyamino-polycarbonsäuren mit entsprechend vielen eigenen isoelektrischen Punkten, wobei die Differenz von Ampholyt zu Ampholyt ca. 0,02 pH-Einheiten beträgt. Der pH-Gradient baut sich in einer solchen Mischung im elektrischen Feld selbständig auf. Die zu trennenden Proteine aus der Probe wandern im pH-Gradienten getrieben durch das elektrische Feld, bis sie eine Zone erreichen, wo der pH ihrem jeweiligen isoelektrischen Punkt entspricht (Abb. 29). Hier wird die Gesamtladung des Proteinmoleküls und damit die Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld gleich null. In dieser Zone erfolgt daher eine Konzentrierung (Fokussierung) des Proteins, denn sobald es aus dieser Zone heraus diffundieren will, wird es durch das elektrische Feld gleich wieder zurückgeschickt. Aufgrund der Fokussierung ist die Trennleistung dieses Verfahrens sehr hoch und nur von der Feinheit des pH-Gradienten abhängig.

Der Probenauftrag kann an beliebiger Stelle auf dem Gel erfolgen, da die Auftrennung immer entlang des pH-Gradienten stattfindet.
[Quelle: Thieme Verlag, Verfasser Unbekannt]
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Abb. 29: Isoelektrische Fokussierung in Abhängigkeit des pH-Wertes
7.9.1 Isoelektrische Fokussierung mit Trägerampholyten
Die Trägerampholyte bewegen sich in einem elektrischen Feld bis sie ihre Ladung an ihren isoelektrischen Punkten verlieren. Dabei bilden sie einen pH-Gradienten. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.9.2 Isoelektrische Fokussierung in Agarosegelen
Das Agarosegel stellt eine Alternative zum Polyacrylamidgel für die isoelektrische Fokussierung dar, weil es, wenn auch in niedrigen Konzentrationen, ein festes Trennmedium mit großen Poren ist.

[Quelle: BUDIN, 1995]

7.9.3 Isoelektrische Fokussierung in immobilisierten pH-Gradienten
Die Immobiline sind Acrylamid- Derivate mit puffernden Gruppen. Sie werden in das Polyacrylamidgel einpolymerisiert, so dass ein immobilisierter pH- Gradient (IPG) noch vor Beginn der Elektrophorese entsteht. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.10 Kombinationen zwischen den wichtigsten elektrophoretischen Methoden

Durch Kombination zwischen den wichtigsten elektrophoretischen Methoden ist eine Palette von zahlreichen elektrophoretischen Verfahren entstanden, die sich einer vielseitigen Verwendung erfreuen. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.10.1 Disk- Elektrophorese
Die Disk- Elektrophorese stellt eine Kombination zwischen einer Isotachophorese und einer Zonenelektrophorese dar. Die Proteine konzentrieren sich zuerst in einem Sammelgel nach dem Prinzip der Isotachophorese, danach trennen sie sich voneinander in einem Trenngel nach dem Prinzip der Zonenelektrophorese. 
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[Quelle: BUDIN, 1995]

Abb. 30: Prinzip der diskontinuierlichen Elektrophorese
7.10.2 SDS- Disk- Elektrophorese
Die SDS- Disk- Elektrophorese ist eine Disk- Elektrophorese, die in einem SDS- haltigen Gel- Pufferdurchgeführt wird. Sie ist zurzeit die am häufigsten verwendete Elektrophorese. 
[Quelle: BUDIN, 1995]

7.10.3 Zweidimensionale Elektrophorese
Die zweidimensionale Elektrophorese besteht aus einer isoelektrischen Fokussierung und einer SDS- Disk- Elektrophorese, die nacheinander in zwei aufeinander senkrechten Dimensionen durchgeführt wird. 
[Quelle: BUDIN, 1995]
7.11 Theoretische Grundlagen der Elektrophorese

In einem elektrischen Feld wirken unterschiedliche Kräfte auf ein geladenes Teilchen:

Beschleunigende Kraft:
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Reibungskraft:
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E: elektrische Feldstärke

fc: Reibungskoeffizient


ν: Wanderungsgeschwindigkeit

Stehen die Kräfte im Gleichgewicht, bewegen sich die Teilchen mit einer konstanten Geschwindigkeit im elektrischen Feld.
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· Der Faktor u ist ein Proportionalitätsfaktor zwischen der Wanderungsgeschwindigkeit und der Feldstärke

· Er wird als Mobilität bezeichnet und ist substanzspezifisch

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.1 Effekte die auf ein Teilchen im elektrischen Feld wirken
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Abb. 31: Kräfte die auf ein Teilchen im elektrischen Feld wirken
Fe: Beschleunigungskraft

FRET: Retardationskraft


Auf Grund dieser Effekte nimmt die 

FREL: Relaxionskraft



Mobilität bei zunehmender Ionenstärke ab.

Fr: Reibungskraft

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.2 Retardationseffekt

Nach der DEBYE-HÜCKEL Theorie ist um das Zentralion eine Ionenatmosphäre entgegengesetzter Ladung aufgebaut. Sie bewirkt, dass das Teilchen durch eine Lösung wandert, die entgegengesetzt fließt. → Retardationseffekt

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.3 Relaxionseffekt

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes wird die Ionenwolke hinter dem 
Zentralion her gezogen, das Ion wird abgebremst. → Relaxionseffekt
· Bei schwachen Basen und Säuren ist nicht die Mobilität des vollständig 
dissoziierten Teilchens wichtig, sondern die effektive Mobilität ueff.

· Sie wird über den Dissoziationsgrad α mit der Ionenmobilität verknüpft:
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α: Dissoziationsgrad

· Die Wanderungsgeschwindigkeit kann bei schwachen Säuren und Basen über pH-Wert Einstellungen optimiert werden.

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.4 Puffersysteme

· Bei Durchführung einer Elektrophorese wandern nicht nur die Probenionen, sondern auch die dissoziierten Pufferionen.

· An beiden Elektroden müssen daher Pufferreservoirs mit ausreichend Puffer vorhanden sein.

· Verwendet werden Säure/Base- Systeme, z.B. Tris-Chlorid, Tris-Borid

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.5 Puffer und Stromleitung in Elektrophoresekammern

Bei einigen Elektrophoresekammern befindet sich der Puffer in zwei vom Elektrodenraum getrennten Pufferräumen. Bei anderen Elektrophoresekammern ist der Elektrodenraum gleichzeitig auch der Pufferraum. Aus den Pufferräumen diffundiert der Puffer in das Trägermedium bis zur Sättigung. Bei großen Trägeroberflächen oder geöffneter Elektrophoresekammer kann, je nach Luftfeuchtigkeit oder – temperatur, die Verdunstung größer als die Geschwindigkeit der Pufferdiffusion aus den Pufferräumen in das Trägermedium sein. Dabei kommt es wegen der unterschiedlichen Pufferkonzentrationen auf dem Trägermedium zu elektrischen Feldinhomogenitäten.

Vom Netzgerät wird der Strom über Platinelektroden in den Pufferraum oder über Filterpapierdochte, die den Elektrodenraum mit dem Pufferraum verbinden, in die Elektrophoresekammer geleitet.

Der Stromfluss erfolgt vom Netzgerät bis zu den Platinelektroden als Elektronenleitung, von den Platinelektroden über den Pufferraum und das Trägermedium als Ionenleitung.

Der Stromfluss wird über den Stromkreis durch Elektrolyse, die an den Elektroden in der Pufferlösung stattfindet, aufrechterhalten.

[Quelle: JURZ, Jahr Unbekannt]

7.11.6 Ionenstärke des Puffers
Bei elektrophoretischen Trennungen mit niedriger Gleichspannung muss wegen der geringeren Feldstärke auf dem Trägermedium die Ionenstärke des Puffers erhöht und die Trennzeit verlängert werden.

Bei elektrophoretischen Trennungen mit hoher Gleichspannung muss wegen der höheren Feldtstärke auf dem Trägermedium die Ionenstärke des Puffers herabgesetzt werden. Wegen der starken Wärmeentwicklung muss das Trägermedium abgekühlt werden. Höhere Feldstärken auf dem Trägermedium liefern aber eine bessere Auflösung bei kürzeren Trennzeiten. 
[Quelle: JURZ, Jahr Unbekannt]

7.11.6.1 Einige Puffer die bei der Elektrophorese verwendet werden

Tab. 2: Häufig Verwendete Puffer in der Elektrophorese
	Puffer und pH
	Konzentrationen

	
	

	Saure Puffer
	

	Acetat-Puffer
	0,60mol/l Na-Acetat

	10x, pH = 5,3
	

	TRIS-Chlorid-Puffer
	0,5mol/l TRIS

	4x, pH = 6,8
	HCl

	
	

	Neutrale Puffer
	

	TRIS-Citrat-EDTA-Puffer
	0,25mol/l TRIS

	10x, pH = 7,2
	0,01mol/l Na2-EDTA

	Hydrogenphosphat-Puffer
	0,004mol/l KH2PO4

	10x, pH = 7,3
	0,007mol/l Na2HPO4

	
	

	Alkalische Puffer
	

	TRIS-Hydrogenphosphat
	0,35mol/l TRIS

	EDTA-Puffer, 10x, pH = 7,7
	0,35mol/l Na2HPO4

	
	0,01mol/l Na2-EDTA

	TRIS-Formiat-Puffer
	1,29mol/l TRIS

	10x, pH = 7,8
	1,00mol/l Ameisensäure

	TRIS-Hydrogenphosphat-
	0,80mol/l TRIS-

	EDTA-Puffer, 10x, pH = 8,00
	Hydrogenphosphat

	
	0,02mol/l Na2-EDTA

	TRIS-Acetat-EDTA-Puffer
	2,00mol/l TRIS

	50x, pH = 8,3
	0,05mol/l Na2-EDTA

	TRIS-Borat-EDTA-Puffer
	0,89mol/l TRIS

	10x, pH = 8,3
	0,82mol/l Borsäure

	
	0,02mol/l Na2-EDTA


7.11.7 Wärmeabfuhr

Durch den Einsatz von Strom wird bei einer Elektrophorese Joul`sche Wärme entwickelt. Pro Volumeneinheit entwickelte Wärme W gilt:
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c = Molare Konzentration des Elektrolyten

λ = Äquivalenzleitfähigkeit

F = Faraday-Konstante

E = elektrische Feldstärke

ui = Mobilität

zi = Anzahl

Für λ gilt:
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· Die Wärmeabfuhr erfolgt über die Wände oder eine Seite des Systems

· Ein Temperaturgradient entsteht

· Bei trägerfreier Elektrophorese kommt es zur Durchmischung

· Bei einer Kapillar- oder Gelelektrophorese sollten geringe Innendurchmesser bzw. dünne Schichten verwendet werden, damit die Temperaturdifferenz gering gehalten werden kann

· Die Materialien sollten eine gute Wärmeleitfähigkeit haben.

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.8 Elektrochemische Doppelschicht

· [image: image43.jpg]


Auf der Oberfläche vieler Materialien (Glas, Teflon, Papier, Agarose) bildet sich bei Kontakt mit Elektrolytlösungen eine elektrochemische Doppelschicht.
· Grund: Oberflächenladungen

· Erläuterungen an einem Beispiel aus fused Silica-Kapillaren:

· Bei der Dissoziation von Silanolgruppen werden negative Ladungen an der Wand ausgebildet

· Diese werden durch positive Gegenladungen aus der Lösung kompensiert

· Die obige Abbildung (Abb. 32) zeigt einen Potentialabfall

· In der starren Schicht an der Wand ist der Abfall linear

· In diffusen Schichten in der Lösung liegt ein exponentieller Abfall vor
[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

Abb. 32: Potentialverlauf der 
elektrochemischen Doppelschicht
7.11.9 Elektroosmotischer Fluss (EOF)

· Durch die Doppelschicht bedingt wird bei Anlegen einer elektrischen Spannung das Lösungsmittel in einen Fluss (EOF) in Richtung der Kathode gebracht. Eine Strömung in der flüssigen Phase tritt auf.

· Grund: positive Gegenladungen der Doppelschicht.

· Geschwindigkeit des EOF: abhängig vom ξ-Potential
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ε: Dielektrizitätskonstante






ξ: Zeta-Potential

E: elektrische Feldstärke

η: Viskosität

· In der Gelelektrophorese tritt die Elektroendosmose auf.

· Folgen: da der EOF der Richtung der Probenionen entgegengesetzt ist, sind Verzerrungen und Verdünnungen der Zonen die Folge.
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Abb. 33: Elektroendosmose
Elektroendosmose: Aufgrund fixierter Ladungen an der Matrixoberfläche entsteht im elektrischen Feld ein der Elektrophoreserichtung entgegen gesetzter Fluss.

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

7.11.10 Nachweis der getrennten Proteine 

[image: image44.jpg]Acrylamid

(I1H=CH2
c=0

|

NH2

CH:CH2
c=0

NH
4

BIS

+ CH:CH2 +

c=0

& Cl—l=Cl~{2 s

CH=CH2
Cc=0

NH2

CH=CH
2
c=0

NH
2

=Bl @l ~ Ol ~ 8, ~ Bl = gl =

|
Cc=0
|
NH2

|
C=0
|
NH
2

c=0 c=0
[ |
II\TH NH,
CH
| 2
NH
|
c=0

—CH—CHZ—CH—CHZ—CH—CHZ—

|
c=0
|
NH
2




7.11.10.1 Färbemethoden

7.11.10.1.1 Coomassie-Brilliant Blue

· Einfachste Methode, kurze Färbemethode

· Proteine werden blau angefärbt

· Empfindlichkeit: 100ng – 1µg pro Bande

[Quelle: KASPER, Jahr Unbekannt]

Abb. 34: Coomassie-Brilliant Blue gefärbtes Gel
7.11.10.1.2 [image: image45.jpg]


Silberfärbung

· Silberionen werden von Proteinen gebunden und durch Reduktion in Silber umgewandelt. Mechanismus ähnlich dem der Fotografie

· Empfindliche Methode, längere Färbezeiten

· Empfindlichkeit: ng-Bereich pro Bande

[Quelle: Kasper, Jahr Unbekannt]
Abb. 35: Mit Silber gefärbtes Gel
7.11.10.1.3 [image: image46.jpg]


Ethidiumbromid

· Ehtidiumbromid schiebt sich zwischen die Basen der DNA - die "Sprossen der Strickleiter".
Abb. 36: Mit Ethidiumbromid gefärbtes Gel
7.11.10.1.4 [image: image47.jpg]


Ponceau-S

· Findet bei der Zelluloseacetatfolien Elektrophorese Anwendung.
Abb. 37: Zelluloseacetatfolie 
gefärbt mit Ponceau-S
8 Durchführung der Untersuchungen

8.1 Sicherheit

8.1.1 Blut

Humanproben sollten vermieden werden. Aufgrund der großen physiologischen Unterschiede zwischen Mensch und Tier ist eine Krankheitsübertragung unwahrscheinlich wodurch der Einsatz von Tierblut als Probe in Frage kommt.
Sollte Blut als Probe verwendet werden ist höchste Sorgfalt geboten. Jede Körperflüssigkeit ist als potentiell Infektiös zu betrachten. Handschuhe sollten bei jedem Arbeitsschritt getragen werden, Arbeitsplatzhygiene ist hier genauso Pflicht, Hautkontakt vermeiden!
8.1.2 Färbung mit Ethidiumbromid im Gel

[Wird nur hier behandelt!]

Ethidiumbromid eine gute Färbemöglichkeit für DNA, ist jedoch Mutagen, also Krebserregend (Handschuhe! Hautkontakt vermeiden). Die Färbung erfolgt mehr Passiv indem in das Gel und der Puffer vor dem Lauf mit 0,5µg/ml davon versetzt werden. Nach der Trennung ist kein weiterer Schritt mehr notwendig und die Auswertung erfolgt unter UV- Licht.

8.2 Gelelektrophorese

8.2.1 Benötigte Geräte und Reagenzien

· Agarose oder Agar Agar [0,3 – 3,0 g / 100 ml deion. Wasser, zum Gießen einer Gelplatte (7x8 cm) werden 20 ml benötigt]
· Glycerin

· Färbung
· Ponceau S (Proteinfärbung, Farbstofflösung [1,7 g Ponceau S Pulver in 300 ml 7,5% Trichloressigsäure und auf dem Magnetrührer homogenisieren]), 
· Carolina BLU (DNA Färbung)
· TBE Puffer pH 8,3 
· Vollpipetten und Kolbenhubpipetten in verschiedenen Größen
· Heizplatte

· Apparatur und Zubehör für Gelelektrophorese

· Färbewannen

· Diverse Glaswaren und Laborgeräte

Abb. 38 (unten): Gelkamm[image: image48.jpg]£
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Abb. 39 (oben): Gelkammer 







8.2.2 Vorbereitung

· Gießen der Gele
· Für unsere Läufe wurden Agar Agar Gele von 1,0% verwendet

· Die benötigte Menge an Wasser erwärmen und Agar Agar darin unter erwärmen lösen

· Die Lösung auf etwa 60°C abkühlen lassen

· Je 20 ml des Gels in die zu verwendenden Kammern übertragen, zuvor den gewünschten Kamm (6 oder 10 Loch) einsetzen
· etwa 30 min. abkühlen und erstarren lassen, anschließend den Kamm unter leichtem Klopfen entfernen
· Nicht verwendetes Gel kann man jederzeit Erstarren lassen und wenn man es wieder benötigt erneut Aufschmelzen.
· Die Gelkammer in die Elektrophoresekammer legen so dass die Taschen Kathodenseitig liegen (schwarzer Anschluss)

· Füllen der Kammer mit entsprechendem Puffer bis ca. 5 mm über das Gel
· [image: image50.jpg]PR ——



Je 0,9 ml Probe mit 0,1 ml Glycerin mischen (dient dem Beschweren der Proben für einfacheres Pipettieren)

· Die Proben verdünnen wenn die Banden nach der Färbung zu intensiv sind

· Blut: Es kann Vollblut verwendet werden, oder man nimmt Serum (geronnenes Blut 10 min. bei 3000 U/min Zentrifugieren, der Überstand ist das Serum)
Abb. 40: Gießen des Gels
Abb. 41 (unten): Einlegen der Gelkammer[image: image51.jpg]
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Abb. 42 (oben): Netzgerät 





8.2.3 Durchführung

· Einbringen der Proben in die Geltaschen (kleine Taschen 4µl, große Taschen 8µl)
· Vorsicht beim Pipettieren damit die Geltasche nicht durchstoßen wird

· Deckel schließen und Gerät einschalten
· Auftrennung bei 150 V für 30 min.
· Die Laufstrecke sollte bis 5 mm vor dem mittleren Kamm, bzw. 5 mm vor dem Ende der Gelplatte, reichen

· Abschalten des Gerätes und Gelkammer entfernen

· Die Gelplatte von der Form auf eine Alufolie übertragen und auf dieser für genau 4 min mit dem Entsprechenden Farbstoff färben und anschließend mit Deionisiertem Wasser spülen

· Die Färbung überdeckt nun die Banden; Das Gel nun bis zum nächsten Tag in einem Feuchten Behälter oder Beutel entwickeln lassen
· [image: image53.jpg]EENGEL, . G0 f




Am nächsten Tag das Gel in einem Wasserbad (deionisiertes Wasser) entfärben. Der Vorgang dauert einige Stunden bis die Hintergrundfarbe nahezu vollständig Verschwunden ist. Das Wasser dabei regelmäßig (alle 2-3h) wechseln
· Fotografieren und Auswerten
· Ein trocknen der Gele ist möglich, dazu auf einer glatten Oberfläche aufbringen und einige Tage an der Luft Trocknen lassen. Liegt es jedoch nicht gut auf und löst sich vom Untergrund sieht es aus wie in Abb. 43.
Abb. 43: getrocknetes Gel
Der Puffer kann wieder verwendet werden, jedoch ist davon abzuraten da sich dieser recht schnell verbraucht und somit keine (gute) Auftrennung mehr möglich ist.
8.2.4 Auswertung

Die Auswertung der Proteintrennungen erfolgt normalerweise über ein 
Densitometer welches die Farbdichte der Banden misst und als Diagramm darstellt. 
[image: image54.jpg]


Sollte keines Verfügbar sein wird optisch verglichen, welches bei DNA Bandenmustern standardmäßig auch angewandt wird.

Das Ergebnis schließt man aus dem Vergleich, je nachdem welche Vergleichsproben oder Standards man mitlaufen lässt kann man Unterschiede oder Ähnlichkeiten feststellen. 
Bei Abb. 40 wurden 2 Blutproben verglichen. Links Human, Recht Tierblut (Schwein). Dieses Muster ist typisch für Blut, eine intensive Fraktion des Albumins oben, eine deutliche Bande der γ- Globuline unten, dazwischen liegen die für das Auge schwierig zu sehende Fraktionen der α- und β- Globuline.
Abb. 44: Blut Pherogramm in Gel
[image: image55.jpg]


Ausführliche Aussagen sind nur dann möglich, wenn genügend Vergleichsmaterial vorhanden ist. Das Muster ändert sich leicht je nach Zusammensetzung, sollten mehr Immun- (γ-) Globuline vorhanden sein wird die Bande intensiver und eine Erhöhung der 
Immunglobuline lässt auf eine mögliche krankhafte Veränderung schließen. Wenn eine Krankheit eine Auswirkung auf die Bluteiweißzusammensetzung und -verteilung kann man dies in einem Pherogramm sehen, es Unterscheidet sich in bestimmten Punkten von dem Pherogramm eines Gesunden und auch zu anderen Krankheiten hin, durch diese Vergleiche kommt man zu dem Ergebnis. 
Die Schlussfolgerungen bei DNA Banden sind wieder ganz andere. Hier gibt es Identisch oder nicht. Falls ja, stammen die Proben von derselben Person. Vergleiche mit Nachfahren sind etwas schwieriger. Das Kind bekommt je den Halben Chromosomensatz der Eltern, welche ist jedoch nicht bekannt. Es sind also nur Banden der Eltern vorhanden, aber nicht alle.
Abb. 45: DNA Banden

8.3 Elektrophorese auf Zelluloseacetatfolie
8.3.1 Benötigte Geräte und Reagenzien

· Vollpipetten und Kolbenhubpipetten in verschiedenen Größen
· TAE Puffer, pH 8,3
· Zelluloseacetatfolien
· Farbstofflösung [1,7 g Ponceau S Pulver in 300 ml 7,5% Trichloressigsäure und auf dem Magnetrührer homogenisieren]

· Entfärbelösung [96% Essigsäure + Methanol im Verhältnis 1:20, Herstellung auf Vorrat möglich]

· Dehydrierlösung [Methanol]

· Transparenzlösung [96% Essigsäure + Methanol im Verhältnis 1:4, Täglich wechseln]

· Filterpapier
· Färbewannen

· Diverse Glaswaren und Laborgeräte
8.3.2 Vorbereitung

· Befüllen der Elektrophoresekammer mit TAE Puffer bis zur Fülllinie
· Aufstellen und befüllen der Färbewannen mit den entsprechenden Lösungen

· Wanne 1: TAE

· Wanne 2: Färbelösung

· Wanne 3: Entfärbelösung

· Wanne 4: Dehydrierlösung

· Wanne 5: Transparenzlösung

· Eventuelle Probenvorbereitung (verdünnen)

8.3.3 Durchführung

· Zelluloseacetatfolien in der Pufferlösung vorpuffern [~ 5 min]

· Die Folie vor dem Einspannen in die Halterung vorsichtig mit Filterpapier von überschüssigem Puffer entfernen

· Einspannen der Folie und Auftragung der Proben

· Auftrennung: 250 V, 20 min

· Färbung: 5-10 min

· Entfärbung: Die Folie muss bis auf die Färbung der Banden weiß werden

· Dehydrieren: min. 1 min

· Transparenzbad: ~ 30 sec

· Vorsicht! Nach diesem Schritt wird die Folie sehr weich und schwierig zu handhaben, zuvor sollte die Folie luftblasenfrei auf eine Glasplatte übertragen werden

· Trocknung: 15 min bei 90°C

· Auswertung (wie in 8.2.4.)
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Abb. 46 (links): Kammer und Folienhalterung für Zelluloseacetatfolien


Abb. 47 (rechts): Angeschlossene Kammer für Zelluloseacetatfolien
9 Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

In den ersten Läufen wurde versucht verschiedene Milchsorten mittels der Elektrophorese auf Zelluloseacetatfolien zu trennen, ohne Erfolg. Läufe im Gel waren ebenfalls nicht Auswertbar. Vermutlich ist unbehandelte Milch eine zu komplexe Probe.
Verschiedene Eiweißhaltige Pulver wie z.B. Kaffee, Milch, Ei- Pulver sind einfacher zu trennen, jedoch war es durch die längeren Vorbereitungs- und Laufzeiten in der vorhandenen Laborzeit nicht möglich weitere Versuche mit Pulvern durchzuführen.

Die Versuche auf Zelluloseacetatfolien mussten abgebrochen werden da die Apparatur einen für uns nicht behebbaren Defekt bekam.
Das DNA Schüler-Kits von Schlüter Biologie (Kat. Nr. 111/111a+b, 115, 116, 117) liefen nahezu reibungslos in unserer Apparatur. Die Banden waren erkenn und auswertbar, durch eine zu hohe Resthintergrundfärbung konnten allerdings keine verwertbaren Fotos gemacht werden.

Blutauftrennung im Gel brachte die besten Pherogramme hervor. Der Ponceau S Farbstoff ließ sich am nächsten Tag einfach aus dem Gel Waschen und die 
Banden waren sehr gut zu Erkennen.
Fazit
Für Schülerversuche ist die Auftrennung von vorbereiteten DNA Proben oder von Tierblut im Gel geeignet. Es ist keine große Vorbereitung der Proben notwendig und die Läufe sowie sonstigen Vorbereitungen sind einfach. So werden in der Praxis generell meist Gelsysteme eingesetzt.
Die eingesetzten Chemikalien sind in verwendeter Konzentration und üblicher Laborsicherheit (Arbeitsmäntel, Abzugshauben) unbedenklich. Eine Färbung mit 
Ethidiumbromid könnte gegebenenfalls von einem Lehrkörper vorbereitet werden.

Elektrophorese mit Zelluloseacetatfolien ist schwieriger in der Handhabung und ein zusätzliches Gesundheitsrisiko ist durch die zu verwendenden Reagenzien gegeben und somit nicht zu empfehlen.

10 Zusammenfassung und Ausblick

Es konnten bis zum letzten Labortag nicht alle geplanten Versuche durchgeführt werden, die Auftrennung von proteinhältigen Pulvern in Gel und die Färbung mit Ponceau-S wirken viel versprechend und könnten weiter ausgearbeitet werden.

Die DNA Trennung beschränkt sich hier auf die vorbehandelten Proben der verwendeten Testkits, mit Zugang zu einer PCR-Apparatur könnte z.B. die DNA einer Blutprobe Amplifiziert (vervielfältigt) und anschließend getrennt werden, die Amplifikation ist jedoch Teuer, man benötigt einen Thermocycler und die entsprechenden RNA-hältigen Reagenzien.

Es wäre eine PCR von Milch oder Ei denkbar, ist wirklich DNA darin vorhanden lässt sich die Herkunft und die Art des Tieres unter Verwendung entsprechender Vergleichsproben vielleicht bestimmen.

Die Nachbildung einer PCR mit laboreigenen Mitteln ist unwahrscheinlich, es sind etwa 20-30 Temperaturzyklen notwendig sowie die RNA-hältigen Reagenzien.
Die Temperaturzyklen sind empfindlich und eine Abweichung von einigen °C zuviel könnte bereits die DNA beschädigen oder zu einem unvollständigen Annealing (anlagern) führen, zusätzlich können die Temperaturen nicht sehr schnell geändert werden. Neue PCR Reagenzien sind zu Teuer für Schullaborversuche, Abgelaufene, Aussortierte könnte man in Betracht ziehen, doch unter der Wahrscheinlichkeit dass sich die RNA bereits abbaut.

Die Trennung von Vollblut und Färbung mit Ethidiumbromid könnte weiters Versucht werden ob hier auswertbare Ergebnisse entstehen würden.
Für die Durchführung im Gel sind zwei aufeinander folgende Labortage nötig, einer für die Durchführung, einer für die Entfärbung, möglicherweise jedoch lassen sich die Gele auch nach einer Woche feuchter Lagerung noch entfärben, ebenso könnte man Probieren die Gele am selben Tag noch zu entfärben, jedoch könnten sich die Banden zu stark entfärben.

11 Preisliste der Chemikalien und verwendeten Geräte

Die Untersuchung von Proteinhaltigen Proben mittels Elektrophorese ist eine sehr teure Analysenmethode, dies spiegelt sich auch in der unten aufgeführten Tabelle der Geräte und Chemikalien wieder.
Die Anschaffungskosten für die Elektrophoresegeräte entfielen da diese bereits vorhanden waren.

Tab. 3: Preisliste

	Bezeichnung
	Menge
	Bestell Nummer
	Preis
	Lieferant/Firma

	Tris-Acetat EDTA pH (8,3)
	1,0l
	1.06023.1000
	34,50€
	VWR-International

	Tris-Borat EDTA pH (8,3)
	2,5l
	1.06029.2500
	42,25€
	VWR-International

	Coomassie-Brilliant Blue R250
	10g
	75970-10G
	19,50€
	Fluka

	Coomassie-Brilliant Blue G250
	25g
	27815-25G
	36,80€
	Fluka

	Methanol
	1l
	65543-1L
	15,40€
	Fluka

	Zellulose-Acetat Folien
	100Stück
	42518-100EA-F
	102,90€
	Fluka

	Ponceau-S
	10g
	78376-10G-F
	21,40€
	Fluka

	Trichloressigsäure
	100g
	33731-100G
	13,30€
	Fluka

	Agar-Agar
	250g
	05040-250G
	44,00€
	Fluka

	Essigsäure
	2,5l
	423220025
	41,40€
	Acros Organics

	Instrumentenkasten
	3x
	216-1402
	32,40€
	VWR-International

	Deckel für Instrumentenkasten
	3x
	216-1412
	32,70€
	VWR-International

	Glycerin
	1l
	158920010
	35,60€
	Acros Organics


12 Zeitplan
Tab. 4: Zeitplan

	Arbeitsphase
	Aktivität
	Dauer (Wochen)


	
	
	

	Vorlauf
	Erste Überlegungen zur Themenwahl
	-4

	
	Gespräche mit dem Betreuer
	

	
	Festlegung auf einen Themenvorschlag
	-2

	
	Literaturrecherche
	laufend.

	
	Erstellung eines Arbeitsplans
	1.

	
	
	

	Experimente
	Vorbereitung der Experimente vor Ort
	1.

	
	Durchführung der Experimente
	2. – 12.

	
	
	

	Redaktion
	Literaturrecherchen und –Verarbeitung
	11.

	
	Erstellen der schriftlichen Arbeit
	4.- 13.

	
	Mögliche Reihenfolge:
	

	
	· Material und Methoden
	4. -13.

	
	· Einleitung
	5.

	
	· Literaturübersicht
	7.

	
	· Diskussion
	13.

	
	· Schlussfolgerungen
	13.

	
	· Zusammenfassung
	13.

	
	
	

	
	
	

	
	Gegenlesen der kompletten Rohfassung
	7.

	
	Abgabe der Rohfassung
	7.

	
	Einarbeiten von Korrekturen
	laufend.

	
	
	

	Abschluss
	Druck, Kopieren, Binden
	14.

	
	Abgabe der Arbeit
	14. 
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