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Hatten Sie's gewusst?

In einigen Laboratorien werden ausschlieBlich Tris-Glycin-Gele verwendet,
die Mitarbeiter anderer Labors schworen auf VarioGel. Warum das so ist,

soll hier kurz erlautert werden.

Die Mobilitdt eines vollstindig denatu-
rierten Proteins in der SDS-PAG-Elektro-
phorese ist abhéingig von seiner Linge.
Dennoch zeigen manche Proteine nach
der Trennung im SDS-Gel nicht ihr
~wahres“ Molekulargewicht, das sich
aus der Aminosdure-Sequenz ergibt,
sondern ein davon abweichendes, sog.
apparentes Molekulargewicht. Beson-
ders hidufig werden diese Abweichungen
bei Proteinen festgestellt, die stark se-
kundér strukturiert sind (z.B. Kollagen,
Histone und stark hydrophobe Membra-

den mit Hilfe dieser Gele die Proteine eines
Rindermuskelextraktes getrennt und die
Bandenmuster verglichen, ergeben sich
jedoch deutliche Unterschiede (Abb. 2).
Auffillig sind in allen gezeigten Spuren
drei Banden im mittleren Drittel der Gele
und eine im unteren. Oberhalb der drei
Banden sind die Proteinbanden 1 und 2 zu
erkennen, deren Abstand im TG-Gel am
kleinsten und im VG-Gel am grofiten ist.
Dagegen sind die Proteinbanden 3 und 4
im TG-Gel deutlich voneinander getrennt,
wihrend sie im VG-Gel als eine Bande im

nproteine) oder bei Pepti-
den, bei denen sich sekun-
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der GroBe stirker auswir-
ken. Ursache fiir das be-
schriebene Phédnomen ist,
dass trotz der Anwesenheit
von SDS Elemente der Se-
kundérstruktur erhalten |=
bleiben [1] 0,600

Eine weitere Beobach-
tung ist, dass ein Protein in
den verschiedenen Puffer-
systemen fiir die SDS-PAG-
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liche Mobilitdten aufweisen
kann [2]. Werden zwei Pro-

—TG 16 %, pH 8,6

—TR10%, pH83 —VG9%, pH75

teine miteinander verg-
lichen, kann dies dazu fiih-
ren, dass der Unterschied in
der Laufstrecke in einem Gel
des einen Puffersystems sehr
groB, in einem Gel des anderen Puffersys-
tems aber sehr klein ist. Im Extremfall
kann die Reihenfolge sogar invertiert wer-
den. Diese Beobachtungen werden damit
erklirt, dass jedes SDS-Puffersystem ei-
nen anderen pH-Wert aufweist, der die
Ladung der Proteine und deren Bindungs-
kapazitat fiir SDS beeinflusst.

Ein Beispiel soll dieses Phianomen ver-
deutlichen: fiir die Protein-Elektrophorese
sind bei im Handel folgende Puffersys-
teme erhiltlich: das Tris-Glycin-SDS-Sys-
tem [3] (TG), das Tris-Tricin-SDS-System
[4] (TR) und pH-neutrale Systeme [5] wie
das VarioGel-System (VG). Bestimmte Gel-
typen dieser Systeme zeigen sehr dhnliche
Trennmuster der Proteinbanden eines
Molekulargewichtstandards, obwohl sie
sich in pH-Wert und Polyacrylamid-Kon-
zentration unterscheiden (Abb. 1). Wer-

Abb. 1: Vergleich der Trennmuster eines Molekulargewicht-Stan-
dards in Gelen verschiedener Puffersysteme

Gel wandern. Bande 5 und 6 sind im TG-
Gel unterschiedlich stark gefdrbt, im TR-
und VG-Gel dagegen gleich stark. Bande 7
und 8 sind im VG-Gel am weitesten von
einander getrennt, im TR-Gel sind die
Banden nicht separiert.

Welche Konsequenzen hat das bei der
Auswahl des Gelsystems fiir eine optimale
Elektrophorese? Ist die Mobilitdt eines
Proteins abhingig von den genannten
Faktoren, wird eine Voraussage iiber das
beste Trennsystem schwierig. Noch
schwieriger oder fast unmoglich wird es,
wenn mehrere Proteine oder komplexe
Proteingemische wie Rohextrakte unter-
sucht werden sollen. Eine universelle Ant-
wort auf alle Anforderungen gibt es nicht,
es sollte daher fiir jede Applikation die
beste Losung experimentell ermittelt
werden.
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Abb. 2: Vergleich der Trennmuster von
Rindermuskelextrakt auf Gelen verschiedener
Puffersysteme

TG (Tris-Glycin-SDS), TR (Tris-Tricin-SDS), VG
(VarioGel)
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