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Grundlagen der Proteinreinigung

[.  Warum reinigt man uberhaupt Enzyme?

Detaillierte Studien Uber die Wirkungsweise eines Enzyms flhren erst dann zum
Erfolg, wenn es gelingt das Protein zu isolieren und von den hunderten anderen
Proteinen einer Leberzelle, einer Hefe oder eines Bakteriums zu trennen. Um
beispielsweise die durch Enzym x katalysierte Umsetzung von Verbindung A nach
Verbindung B eindeutig zu charakterisieren bedarf es der Entfernung aller
Aktivitaten, die ebenfalls Einflu? auf A und B nehmen (gestrichelte Pfeile).

Nur Umsétze von Verbindung A mit homogenen Enzym x |
ermoglichen einen zweifelsfreien quali- und quantitativen +
Nachweis von Produkt B und seiner Bildungsgeschwin- Enzym x

; : A— B >
digkeit. N -

Die Bestimmung der Aminosaurezusammensetzung und ; A~

der N-terminalen Sequenz, Kristallisationsversuche zur

Rontgenstrukturaufklarung, massenspektrometrische Untersuchungen und zahl-
reiche weitere Techniken der Proteincharakterisierung erfordern ebenfalls homo-
genes Protein.

Otto Warburg legte mit zahlreichen inspirierenden Vero6ffentlichungen (1930) und
Techniken den Grundstein zur Disziplin der Enzymreinigung. Seitdem hat sich das
Repertoire an Methoden sprunghaft entwickelt, wobei der Schwerpunkt des letzten
Jahrzehntes vorrangig in der Miniaturisierung, Automatisierung und Optimierung be-
kannter Prinzipien lag.

MeRlatte jeder Enzymreinigung ist das Erreichen der maximal mdglichen spezifi-
schen Aktivitat, des Verhaltnisses von Aktivitat zu Proteinmenge. Mit jedem erfolg-
reichen Reinigungsschritt sollte dieses Verhdltnis zunehmen, bis es schlieZlich mit
der homogenen Enzympré&paration einen Maximalwert erreicht. In der Praxis trubt
jedoch ein mit der Reinigung oftmals einhergehender Aktivitatsverlust des Enzyms
die theoretisch zu erwartende Zunahme des Anreicherungsfaktors.

Der Verlust katalytischer Aktivitat ist die haufigste unerwiinschte Begleiterscheinung.
Sie ist der Grund dafir, daf? Enzymaufreinigungen in der Regel zlgig durchgefuhrt
werden missen. Einmal aus dem schitzenden physiologischen Zustand des
Zellinneren befreit, geraten Enzyme wahrend Aufreinigungen haufig in Kontakt mit
hohen lonenkonzentrationen, absorbierenden Glasoberflachen, erhdhtenen
Temperaturen, Metallen, Sauerstoff und weiteren potentiell schadlichen EinfliRR3en.
Alle diese Faktoren fuhren haufig dazu die fragile Struktur von Enzymen irreversibel
zu denaturieren. Enzyme sollten also nicht als stabile chemische Verbindungen
angesehen werden sondern vielmehr als labile Biomolekile, welche beim Umgang
besondere Aufmerksamkeit erfordern.

Ein schmutziges, nicht ausreichend gereinigtes Glasbehaltnis an dem noch Spuren
eines Tensids oder eines Metallsalzes haften kbnnen die Aktivitat irreversibel
zerstdren und so moglicherweise tage-, wochen- oder monatelange Arbeit mit einem
Schlag zunichte machen.

[I. Anzucht, Ernte und Herstellung von Extrakten prokaryotischer Zellen

a) Anzucht

Dem Zellaufschluf3 geht die Anzucht und Ernte der entsprechenden Organismen
voraus. Bei der Auswahl des Substrates und der Wachstumsbedingungen muf3 als
erstes gewabhrleistet sein, dafl} das gewunschte Enzym induziert und exprimiert wird.
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Pseudomonas putida wachst auf NB-Komplexmedium zwar hervorragend, exprimiert
auf diesem Nahrmedium allerdings keinerlei Enzyme des Aromatenabbaus. Erst bei
Wachstum auf Benzoat als alleiniger Energie- und Kohlenstoffquelle oder zumindest
in dessen Gegenwart werden Enzyme wie Brenzkatechin-1,2-Dioxygenase oder
Muconat-Cycloisomerase induziert.

b) Ernte

Entscheidend ist weiterhin, daf} die Zellen zu einem Zeitpunkt geerntet werden, an
dem die Expression und somit die Konzentration des gewlnschten Proteins maximal
ist. Bei metabolischen Enzymen ist dies meist wahrend der exponentiellen Wachs-
tumsphase der Fall. Um gleichzeitig eine maximale Zellausbeute zu erzielen wird
normalerweise in der spaten exponentiellen Wachstumsphase geerntet (Abb. 1).

idealer Zeitpunkt
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Abb. 1: Das Phasen des Wachstums von Mikroorganismen in Batch-Kultur und die gunstigste
Erntephase

Die Ernte von Zellen erfolgt durch Zentrifugation. Dieser und alle folgenden Schritte
der Proteinreinigung sollten nach Méglichkeit gekihlt (+4°C) erfolgen, um Aktivitats-
verluste zu minimieren. Durch mehrfaches Waschen (= Resuspendieren und er-
neutes Abzentrifugieren) des Zellpellets mit dem fur den spateren Zellaufschluf3
geeigneten Puffer wird verhindert, dall Reste des Kulturmediums mitgeschleppt
werden, welche die spatere Reinigung oder Stabilitét des Proteins negativ beeinflus-
sen. Der Wahl des AufschluRpuffers und eventueller stabilisierender Additive kommt
eine hohe Bedeutung zu. Das zu reinigende Protein sollte in seiner Aktivitat und
Stabilitat durch den Puffer nicht negativ beeinflu3t werden (z.B. durch Komplexierung
von Metallen oder Cofaktoren). Hohe Pufferkonzentrationen sollten vermieden
werden, da sie bei spateren chromatographischen Schritten in der Regel storen.
AulRerdem sollten in Vorversuchen verschiedene Additive auf ihre potentielle
Schutzwirkung getestet werden. Beispiele sind Phenylmethylsulfonylfluorid und das
reduzierend wirkende Dithiothreitol (DTE) als Proteasehemmer bzw. Antioxidations-
mittel. Auch kann die Zugabe bestimmter Metallionen auf die Aktivitat stabilisierend
wirken (z.B. Mn®* bei Muconat-Cycloisomerase).

Kénnen geerntete Zellen nicht direkt weiterverarbeitet werden oder ist die bengtigte
Zellmenge nur Uber einen langeren Zeitraum zu gewinnen kann bei -20 bis -70°C
gelagert werden. Lagerung bedeutet jedoch zumeist Aktivitatsverlust und ist falls
maoglich zu vermeiden.



Praktikum ,Proteinbiochemische Methoden* fiir Nats Vers 2.0

c) Zellaufschlufd
Der Zellaufschluf3 zur Herstellung zellfreier Lysate ist der einleitende Schritt im An-
reicherungsprozel3 von Proteinen. Da er nicht zuletzt EinfluR auf die Gesamtmenge
des anzureichernden Proteins, seine biologische Aktivitat, seine Unversehrtheit
gegenuber proteolytischen Verdau, seine Assoziation mit anderen zellularen Be-
standteilen sowie auf die Anwesenheit zusatzlicher Kontaminationen hat, kommt der
verwendeten Methode eine wichtige Bedeutung zu. Man unterscheidet generell
zwischen Methoden der enzymatischen Lyse und denen der mechanischen Lyse.
Methoden der enzymatischen Zelllyse basieren auf dem Verdau von Zellwand-
komponenten (Peptidoglykan-Gerist) der Zellwand beispielsweise durch Lysozym.
Die freigelegten hochsensiblen Protoplasten werden anschlieBend durch Detergen-
tien, osmotischem Schock, oder mechanische Behandlung gedffnet.
Enzymatische Methoden der Zelllyse minimieren die Proteindenaturierung, funktio-
nieren unabhangig von der Gré3e des Ansatzes und erlauben in bestimmten Fallen
eine gewisse Selektivitat im Freisetzen zellularer Komponenten. Nachteile sind eine
Vielzahl von Faktoren, die den Erfolg der Lyse beeinflussen kénnen und zum ande-
ren der Zusatz von Substanzen, welche mit spateren Reinigungsschritten interferie-
ren konnen.
Methoden der mechanischen Zelllyse beinhalten Verfahren des Schittelns mit
gleichzeitiger Schirfung und Verfahren der Scherung.
Im Rahmen der Schittelmethode wird eine Zellsuspension in einer geschlossenen
Kammer zusammen mit feinen Glasperlen unter hoher Frequenz geschiittelt
(Schwingmihle). Die Wucht des Aufpralls der Perlen sowie gleichzeitig auftretende
Scherkréafte fragmentieren die Zellen. Fir eine ausreichende Kihlung ist Sorge zu
tragen.
Eine verbreitetes Gerat zur Zell6ffnung durch
Scherung in Flissigphase ist die sog.
French-Presse. In ihr wird die Zellsuspension
unter hohem Druck durch eine winzige
Offnung geleitet, hinter der es zur plotz-
lichen Entspannung und damit zum Auftreten
starker Scherkrafte kommt. Variablen sind
die Hohe des gewahlten Druckes (7.000 bis
10.000 psi) und die Anzahl der Durchlaufe.
j } Ultraschall ist eine weitere verbreitete Me-
thode der Zello6ffnung. Eine Ultraschallsonde
L wird dabei direkt in die zu behandelnde
Zellsuspension getaucht und Pulse von 30
bis 45 sec. Dauer erzeugt. Nachteil dieser
Methode ist eine recht starke Warme-
~ entwicklung. Eine intensive Kihlung und das
" Arbeiten mit Pulsintervallen sind notwendig.

Abb. 2: French-Presse mit kleiner Auf-
schluRzelle

Die Vorteile der rein mechanischen AufschluBmethoden liegen neben der Ab-
wesenheit moglicherweise storender Additive insbesondere in den grol3en
bearbeitbaren Zellmengen. Auch unterscheiden sich Zellen hinsichtlich der zur
Offnung notwendigen Parameter verhaltnismaRig wenig.

Je nach gewahlter AufschluBmethode enthalt das gewonnene Lysat mehr oder weni-
ger chromosomale DNA. lhre Entfernung ist aufgrund der hohen Viskositat und auf-
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grund von Wechselwirkungen mit chromatographischen Reinigungsschritten
notwendig und erfolgt im allgemeinen durch Zugabe von DNAse. Die Entfernung
unléslicher Membran- und Zellwandbestandteile gelingt durch Ultrazentrifugation. Bei
dem dabei erhaltenen klaren Uberstand spricht man von zellfreiem Rohextrakt
(englisch: cellfree crude extract).

[ll. Bestimmung von Proteingehalt und Aktivitaten zellfreier Enzyme

a) Aktivitatsbestimmung

Der spezifische Nachweis des anzureichernden Proteins im Rohextrakt sowie in
Fraktionen chromatischer Trennungen geschieht mit Hilfe von Aktivitatsbestimmun-
gen. Diese lassen sich je nach Vorgehensweise in kontinuierliche, gekoppelte und
diskontinuierliche Nachweise einteilen.

Kontinuierliche Nachweise sind vom arbeitstechnischen Aufwand her die einfachsten.
Bei ihnen kann die enzymatische Reaktion online photometrisch verfolgt werden,
indem entweder die Abnahme des Substrates, die Zunahme des Produktes oder die
Ab-/Zunahme eines erforderlichen Cosubstrates gemessen wird. Auch mit Hilfe
geeigneter anderer Mel3techniken (Fluoreszens, pH-Wert, Viskositat, Warmeent-
wicklung) sind kontinuierliche Nachweise maéglich.

Gekoppelte Nachweise werden dann erforderlich, wenn keine der an der Reaktion
beteiligten Komponenten UV/VIS-spektroskopisch detektierbar ist. Durch Kopplung
der Reaktion mit einer zweiten (oder dritten) Reaktion, welche ihrerseits einen
chromophoren Reaktionsteilnehmer aufweist, kann unter gewissen Rahmenbedin-
gungen auf die Geschwindigkeit der Ursprungsreaktion rickgeschlossen werden
(Abb. 3).
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Abb. 3: Prinzip eines gekoppelten Enzymtests fur Phosphofructokinase mit Lactat-Dehydrogenase
als Indikatorenzym (NADH-Abnahme wird gemessen)

Diskontinuierliche Nachweise erfordern die Isolation des Produkts aufgrund seiner
speziellen Detektion (z.B. Nachweis von Radionukleiden, HPLC- und GC-Detektion).
Um Umsatzgeschwindigkeiten zu bestimmen mussen mehrere Parallelumsatze zu
unterschiedlichen Zeiten gestoppt (,gequencht) und jeweils die Konzentration an
Substrat oder Produkt bestimmt werden.
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Die Enzymaktivitat wird beeinflu3t durch die Konzentration der Substrate, von Akti-
vatoren, Inhibitoren, der Salzkonzentration, des pH-Wertes, der lonenstarke und der
Temperatur. Obwohl der Enzymtest unter optimierten Bedingungen ablauft ist die
Berucksichtigung aller Faktoren in der Regel nicht notwendig.
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Abb. 4. Effekt des Substratverbrauchs auf die Enzymaktivitat: (a) Abhangigkeit der Umsatzrate von
Substratkonzentration; (b) gemessene Anfangsumsatzraten in Abhéngigkeit der Substrat-
konzentration

Die Aktivitat eines Enzyms ist formal bei unendlich hoher Substratkonzentration am
hochsten (Abb. 4a), ein Umstand der nicht realisierbar ist. Gehorcht das Enzym der
Michaelis-Menten-Kinetik, sollte die experimentell eingesetzte Substratkonzentration
mindestens den 10-fachen Wert des ky-Wertes des Substrates betragen. Die Ge-
schwindigkeit sollte bei [Substrat] = 10 x ky, theoretisch 91% der maximal mdglichen
bei [Substrat] =  betragen.

Die Verwendung hoher Substratkonzentrationen hat mehrere Vorteile; zum einen
wirken sich auch gréf3ere MelBungenauigkeiten in der Substratzugabe nur relativ ge-
ringfugig auf die gemessene Umsatzgeschwindigkeit aus, zum anderen bewirkt die
Substratabnahme zu Beginn der Reaktion keine merkliche Verringerung der Umsatz-
geschwindigkeit (Abb. 4b). Auch sind inhibitorische Effekte von Produkten in Gegen-
wart hoher Substratkonzentrationen geringer.

Als Grundlage der Aktivitatsbestimmung dient die gemessene Anfangsgeschwindig-
keit der Reaktion, welche sich innerhalb der ersten Minute(n) nach Mischung aller
Komponenten einstellt. Die Enzymprobe ist eventuell vorher so weit zu verdinnen,
daR sich die Anfangsgeschwindigkeit noch bequem messen lal3t, der Reaktionsver-
lauf also weder zu schnell noch zu langsam erfolgt. Von der gemessenen Aktivitat ist
eine eventuell zu beobachtende Blindreaktion zu subtrahieren. Eine Blindreaktionen
resultiert aus einer unspezifischen Abnahme des Substrates/Cosubstrates, bei-
spielsweise durch Zerfall oder durch Reaktion mit anderen Enzymen der Protein-
probe.

Enzymaktivitaten werden meist in Enzymeinheiten (units, U) angegeben. Eine
Enzymeinheit U wird definiert als die Aktivitat, die den Umsatz von 1 pmol Substrat
bzw. die Bildung von 1 pmol Produkt in einer Minute bei 25°C katalysiert. Die
spezifische Aktivitat wird in Einheiten pro mgerotein angegeben (U/ mgprotein)-

b) Proteinbestimmung
Neben der spezifischen Quantifizierung des gewiinschten Enzyms durch Aktivitats-
messung ist die Bestimmung des Gesamtproteingehaltes fur die Ermittlung der spe-
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zifischen Aktivitat notwendig. Letztere gibt Auskunft Gber den Erfolg und die Effiziens
eines Reinigungsschrittes.
Die gebrauchlichsten Methoden zur Proteinbestimmung sind:
- Biuret-Reaktion (relativ niedrige Empfindlichkeit 0,05-5 mg/ml)
- Lowry-Methode (empfindlich 0,05-0,5 mg/ml, stéranfallig)
- UV-Absorption (einfachstes Mel3prinzip, kein Probenverbrauch,

0,05-2 mg/ml (280 nm), 0,01-0,05 (205 nm))
- Farbstoff-Bindung (sehr empfindlich 0,01-0,05 mg/ml, sehr popular)
- BCA-Reagenz (sehr emfindlich 0,005-0,05 mg/ml, &hnlich der Lowry-Methode)
Die am haufigsten eingesetzte Farbstoff-Methode bedient sich dem Reagenz
Coomassie Blau G-250. Das Reagenz ist in Saure geldst und besitzt im protonierten
Zustand eine rotbraune Farbe. Wenn es an positiv geladenen Proteinreste bindet
schlagt die Farbe nach blau um und ist bei 595nm zu detektieren. Linearitat ist nur in
einem bestimmten Konzentrationsbereich (ca. 1 — 10 pug Protein/ml) gegeben. Pro-
blematisch kann die Ablagerung blauer Farbstoffreste auf Klivettenoberflachen sein,
da sie bei nachfolgenden Messungen zu hohe MeRwerte vortduscht, die Verwen-
dung von Einmal-Plastikklvetten ist daher vorteilhatft.

c) Zusammenfassung der Mel3werte
Der Verlauf von Anreicherungen wird zusammenfassend meist in Form einer
Anreicherungstabelle dargestellt (Tab. 1).

Tab. 1: Typische Anreicherunstabelle einer Proteinreinigung
(hier: Maleylacetat Reduktase aus Pseudomonas sp. B13

Reinigungsschritt Gesamt- Gesamt- Gesamt- | Spezifische | Anreicherungs- | Ausbeute
volumen protein Aktivitat Aktivitat faktor

[mi] [mg] [U] [U/mgProt.] [%]
Rohextrakt 160 3200 12352 3,9 1 100
lonenaustausch- 200 627 10214 16,3 4,2 83
Chromatogaphie
Hydrophobe Interaktions- 55 45 7931 176,2 45,2 64
Chromatographie
Affinitdtschromatographie 75 7,9 4482 567,3 145,5 36
Gelfiltration 12 4,8 2798 582,9 149,5 23

IV. Prazipitations-Methoden

In den frihen Tagen der Proteinreinigung waren Prazipitationsmethoden von Pro-
teinen, basierend auf Veranderung der Losungsmitteleigenschaften die einzig ver-
fugbare Strategie der Anreicherung. Dies hat sich bis heute in einigen urspringlichen
Proteinbezeichnungen niedergeschlagen hat (z.B. Globuline, Serumglobuline, Albu-
mine, Prolamine).

Die Loslichkeit eines Enzyms in einem Ldsungsmittel wird u.a. von der Verteilung
hydrophiler (wasserliebender) und hydrophober (wasserabstol3ender) Strukturmerk-
male auf seiner Oberflache bestimmt. Obwohl hydrophobe Strukturelemente bevor-
zugt im Inneren des Enzyms vorliegen, befindet sich (je nach Proteintyp) eine nicht
unbedeutende Menge von ihnen auf der Oberflache und gerét in Kontakt mit dem
Ldsungsmittel (Abb. 5A).

Das Losungsmittel der Prazipitationsmethoden ist in den meisten Fallen Wasser. Die
Lésungseigenschaften von Proteinen konnen durch Anderungen der lonenstarke,
des pH-Wertes, der Temperatur, durch Zugabe wasserloslicher organischer L6-
sungsmittel, organischer Polymere oder einer Kombination verschiedener Faktoren
verandert werden. Am gebrauchlichsten ist dabei die Verwendung neutraler Salze.
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Abb. 5:A) Verteilung von Ladungen und hydrophoben Strukturen auf der Oberflache eines typischen
Enzyms
B) Elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Proteinmolekiilen und kleinen Aggregaten
C) Ldaslichkeit eines Proteins vom Globulin-Typ nahe seines isoelektrischen Punktes

a) Die Loslichkeit von Proteinen bei niedrigen Salzkonzentrationen

Die meisten Proteine liegen im Zellinneren in geloster Form vor. Das Zytoplasma

beinhaltet dabei eine hohe Konzentration verschiedenster Proteine (= 40%) unter

physiologischen Bedingungen (lonenstarke 0,15 — 0,2 M, neutraler pH-Wert). Extra-

hiert man den Zellinhalt kann man diese Bedingungen verandern.

Die Loslichkeit eines Proteins ist das Resultat mehrerer Effekte:

- polarer Wechselwirkungen geladener Strukturelemente mit dem Losungsmittel

- ionischer Wechselwirkungen mit geléstem Salz

- abstolRender elektrostatischer Krafte zwischen gleichgeladenen Molekilen oder
kleinen Aggregaten (Abb. 5B)

Einige Enzyme (z.B. Globuline) bilden bereits Prazipitate, wenn die lonenstérke des

Mediums zwischen 0 und dem physiologischen Wert liegt. Dies kann zwei Ursachen

haben:

- groRe hydrophobe Oberflachenanteile vermindern polare und ionische Wechsel-
wirkungen mit Losungsmittel bzw. Salz

- eine Nettoladung von Null (isoelektrischer Punkt) minimiert elektrostatische Ab-
stol3ung und begunstigt hydrophobe Wechselwirkungen untereinander

Proteine besitzen demnach ganz allgemein ihre geringste Ldslichkeit im Bereich des

isoelektrischen Punktes und lassen sich (ausreichend niedrige Ldslichkeit vorausge-

setzt) durch entsprechende pH-Anderung prazipitieren (Abb. 5C).

b) Proteinfallung durch Aussalzen bei hohen Salzkonzentrationen

Diese Technik ist die am haufigsten benutzte. Im Gegensatz zur ,Salting in“-Methode
welche wesentlich von der Ladungsverteilung auf der Proteinoberflache und den da-
durch resultierenden polaren Wechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel abhangt,
beruht der ,Salting-out“-Effekt primar auf dem Vorhandensein hydrophober Ober-
flachenstrukturen.

Ein geeignetes Modell zur Veranschaulichung ist folgendes: Wassermolekile
orientieren sich in direkter Nachbarschaft einer hydrophoben Oberflache und bilden
geordnete Hydrathillen (Abb. 6). Dadurch wird die Ann&herung und Assoziation
zweier solcher hydrophober Oberflachen verhindert. In dem Mal3e wie nun Salz
einem solchen System zugefligt wird werden die Wassermolekule zur Hydratisierung
der wesentlich polareren lonen bendétigt und zunehmend von der Proteinhille
abgezogen. Die freien hydrophoben Flachen kdnnen nun aggregieren, das Protein
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fallt aus. Proteine mit einem hoheren Anteil hydrophober Oberflachenstrukturen ag-
gregieren bei steigender Salzkonzentration entsprechend friher.

Wassermolekiile

S )o Q
__wse T
TRy

Abb. 6: Anornung von Wassermolekillen um hydrophobe Oberflachenstrukturen

Die Art der lonen spielt beim Aussalzen eine grof3e Rolle. Glnstig sind Salze aus
mehrwertigen Anionen (Sulfat, Phosphat) und ,unschadlichen* Kationen (Ammonium,
Kalium, Natrium). Ammoniumsulfat ist aus mehreren Grinden das am h&ufigsten
benutzte ionische Fallungsmittel. Es ist ausreichend gut wasserldslich (bis 4 M), zeigt
keine signifikante Losungswarme, hat in walriger Losung eine ginstige Dichte (fur
das Abzentrifugieren von ausgefallenem Protein wichtig), stabilisiert Enzymaktivitaten
und verhindert in konzentrierteren Losungen mikrobielles Wachstum.

Fur das Aussalzen von Proteinen existieren verschiedene Methoden. Ist das Volu-
men der Proteinldsung grol3 empfiehlt sich die Fallung mit festem Salz. Es wird in
fein pulverisierter Form unter Ruhren des gekihlten Fallungsansatzes portionsweise
zugegeben, bis die gewiinschte Konzentration erreicht ist. Nach ausreichender Aqui-
librierung wird Prazipitat und Lésung durch Zentrifugation getrennt und auf Aktivitat
untersucht. Bei einer fraktionierten Arbeitsweise wird der Uberstand einer weiteren
Salzzugabe unterzogen, erneut abzentrifugiert, usw.

Ist das Probenvolumen gering und spielt keine Rolle oder ist die zur Fallung notwen-
dige Salzkonzentration niedrig (< 50% Sattigung) kann alternativ auch mit konzen-
trierter Salzlésung gefallt werden. Der Vorteil liegt in einer schnelleren Aquilibrierung
und der Vermeidung von punktuellen Uberkonzentrationen, wie sie zwangslaufig bei
Zugabe von festen Salz entstehen.

Ein groRRer Vorteil der Ammoniumsulfat-Fallung ist die haufig beobachtete Stabilisie-
rung von Enzymen. Ein 2-3 mol/l (NH4).SO4-haltiges Enzymprazipitat behalt seine
Aktivitat oftmals Uber Jahre unverandert (typische Handelsform von Enzymen). Soll
eine Anreicherungsprozedur fur langere Zeit unterbrochen werden, ist daher die La-
gerung als Ammoniumsulfat-Prazipitat zu bevorzugen. Aufgrund der zum Fallen not-
wendigen hohen Konzentrationen an Ammoniumsulfat kénnen sich Verunreinigun-
gen mit Schwermetallen bereits im Spurenbereich auf die Enzymaktivitat ungunstig
auswirken. Eine Eliminierung gelingt durch Zugabe geringer Mengen EDTA.

c¢) Proteinfallung durch organische Losungsmittel

Die Fallung von Proteinen durch wasserlésliche organische Lésungsmittel (z.B.
Ethanol, Aceton, Methanol, n-Propanol) findet vergleichsweise geringe Anwendung.
Da sie auf anderen Ph&nomenen beruht als die Fallung durch Aussalzen stellt sie
eine zusatzliche Mdglichkeit zur Anreicherung dar. Ein Vorteil von Was-
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ser/Losungsmittel-Gemischen ist die Moglichkeit des Arbeitens bei Temperaturen
unter 0°C, was jedoch auch notwendig ist, da bei Temperaturen oberhalb 10°C De-
naturierung signifikant wird.

d) Proteinfallung durch Denaturierung; Hitzefallung

Besitzt das aufzureinigende Enzym eine Uberdurchschnittliche Hitzestabilitdt auf
(=50<C) ist die Hitzefallung eine aul3erordentlich einfache Moglichkeit der Anreiche-
rung. Proteine, welche diese Temperatur nicht verkraften und koagulieren kdnnen
abzentrifugiert werden.

V. Trennung durch Adsorption; Chromatographische Techniken

Proteine adsorbieren an eine Vielzahl fester Phasen, meistens in spezifischer Art und

Weise. Der Einsatz adsorptiver Techniken insbesondere im Rahmen der S&ulen-

chromatographie ist populér und liefert zumeist hochste Anreicherungen. Adsorptive

Batch-Verfahren bieten zwar eine vergleichsweise schlechtere Auflosung, zeichnen

sich aber durch einfachere und schnelle Durchfihrbarkeit aus und haben insbeson-

dere bei gro3en Ausgangsmengen ihre Berechtigung.

Als spezifische Adsorptionsmittel fir Proteine dienen:

- lonenaustauscher

- Hydrophobe Materialien

- Anorganische Verbindungen (Calciumphosphat, Hydroxyapatit)

- Fixierte Liganden

- Affinitdtadsorptionsmittel (immobilisierte Substate, Inhibitoren, Cofaktoren, Anti-
korper)

Zumeist sind diese Verbindungen auf einer Gelmatrix (Agarose-, Cellulosepartikel)

immobilisiert. Letztere soll eine Auswaschung des Adsorbens verhindern, durch ihre

Kugelform einen hohen Eluentenflul3 gewahrleisten und gleichzeitig eine hohe Ober-

flache und damit Kapazitat bieten. Weisen die Partikel zudem Poren auf, kann der

daraus resultierende Molekularsiebeffekt eine zusatzliche Selektion bewirken.

a) lonenaustauschchromatographie

Proteine binden an lonenaustauscher aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen
ihrer geladenen Oberflache und den geladenen Resten des lonenaustauschers, wo-
bei es zur Verdrangung einer entsprechenden Menge an Gegenionen kommt (Abb.
7). Um ein Gefuhl fur die Gréienordnung der Anzahl dieser Wechselwirkungen zu
verdeutlichen: der durchschnittliche Abstand geladener Gruppen eines Diethyl-
aminoethylcellulose-lonenaustauschers (DEAE-Cellulose) betragt ca. 1,5 nm, der
Durchmesser eines globuléaren Proteins der Gré3e 30 kDa ungefahr 4 nm.

Aufgrund der potentiell hohen Proteinbindungskapazitat bietet sich die lonenaus-
tauschchromatographie als einleitender Schritt einer Enzymanreicherung an.
Allerdings hangt die Kapazitdt gegentber einem bestimmten Protein wesentlich von
seiner GroRe ab. Je gréRBer ein Protein ist, umso geringer ist seine
Bindungskapazitat. Besonders grof3e Proteine (> 10° Da) binden allenfalls noch auf
der Oberflache, nicht aber in den Poren des Austauschers und werden
ausgeschlossen (- Trisacryl[d).
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Abb. 7: Bindung eines negativ geladenen Proteins an einen Anionenaustauscher. Sieben positiv
geladene lonen (z.B. HTris+) die mit dem Protein assoziiert sind werden zusammen mit
sieben negativen Gegenionen (CI-) des lonenaustauschers ausgetauscht.

Die beiden Entscheidungskriterien fur die Wahl des Adsorbens sind:

- die Ladung, + oder — und die Natur der geladenen Gruppe

- die Art der Matrix (Teilchenform und -gro3e), Flu3rate, Kapazitat, Kosten

Die Uberwiegende Anzahl Proteine besitzen bei einem pH-Wert zwischen 7 und 8
eine negative Gesamtladung und lassen sich unter diesen Bedingungen mit einem
Anionenaustauschermaterial adsorbieren.

Tab. 2: Wabhl des lonenaustauschers zur Reinigung eines Proteins mit bekanntem isoelektrischen

Punkt
isoelektrischer lonen- Puffer pH
Punkt austauscher
8,5 kationisch <70
7,0 kationisch <6,0
anionisch >8,0
5,5 anionisch >6,5

Der pH-Wert innerhalb eines lonenaustauschers ist nicht identisch mit dem des Elu-
tionspuffers. Verantwortlich hierfir ist der Donnan-Effekt, der die Adsorption und
Freisetzung von Protonen aus der Matrix beschreibt. Generell ist der pH-Wert inner-
halb von Anionenaustauschern um 1 Einheit héher, innerhalb von Kationenaustau-
schern um 1 Einheit niedriger. Der Unterschied ist dabei umso hdher, je niedriger die
lonenstéarke des verwendeten Puffers ist. Es ist daher generell ein Puffer zu wahlen,
der bei gegebener lonenstarke die hochste Pufferwirkung besitzt. Der Donnan-Effekt
muf3 im Hinblick auf das pH-Stabilitatsoptimum eines Enzyms bertcksichtigt werden.

Die Elution eines gebundenen Proteins kann generell durch zwei Methoden erfolgen:

- Anderung des pH-Wertes des Eluenten (pH-Erniedrigung bei Anionenaustauschern,
pH-Erh6hung bei Kationenaustauschern)

- Erhbhung der lonenstarke des Eluenten (Verringerung der elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen Protein und Adsorbens)

Da die pH-Methode mit zahlreichen Schwierigkeiten und Einschrankungen verbun-

den ist, bedient man sich bis auf wenige Ausnahmen abgesehen der Hochsalzgra-

dientenmethode, meist unter Einsatz von Natrium- und Kaliumchlorid.
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Die desorptive Wirkung des Salzes kann zum Einen durch den lonenaustauscheffekt
erklart werden (die lonen des Salzes verdrangen die geladenen Proteinreste), zum
Anderen schwacht die steigende lonenstarke die zur Bindung notwendigen elektro-
statischen Wechselwirkungen (siehe auch ,salting out®).

b) Hydrophobe Interaktionschromatographie

Hydrophobe Wechselwirkungen besitzen grof3e biochemische Bedeutung. Sie sind
wesentlich an der Stabilisierung dreidimensionaler Tertiarstrukturen von Proteinen,
an Antikorper-Antigen-Reaktionen und an Enzym-Substrat-Bindungsreaktionen
beteiligt.

Unter hydrophober Interaktion versteht man das Phanomen, dal3 2 hydrophobe
Molekdle in einer polaren Umgebung (z.B. Wasser) spontan aggregieren. Treibende
Kraft hierzu ist eine Zunahme an Entropie, welche thermodynamisch stets begunstigt
ist. Daraus folgt, dal3 hydrophobe Interaktion keine Kraft per se ist, sondern allein
durch eine polare Umgebung erzwungen wird.

Durch Losen eines Salzes und Erhéhung der lonenstrarke des Mediums nimmt auch
die hydrophobe Wechselwirkung zweier unpolarer Molekiile zu.

Proteine besitzen, mehr oder minder hohe Anteile hydrophober Oberflachenstruktu-
ren. Bei entsprechend hoher lonenstarke sind sie daher in der Lage sich an
hydrophobe Adsorbentien zu heften. Die Starke der Interaktion kann neben dem
Salzgehalt durch die Wahl des Adsorbens gesteuert werden. Materialien mit geringer
Hydrophobizitat (verknUpfte Butylreste) werden bevorzugt fur stark hydrophobe
Proteine eingesetzt, Materialien mit hoher Hydrophobizitat (z.B. Octylreste) entspre-
chend fur gering hydrophobe Proteine. Gele mit Phenylresten sind in ihrer Hydropho-
bizitat etwa in der Mitte einzuordnen und fur die meisten Proteine geeignet.

Die Adsorption erfolgt in Gegenwart hoher Salzkonzentrationen, die Elution
entsprechend mit einem absteigenden Salzgradienten. Fur die Wahl der lonen gelten
die gleichen Kriterien wie fir die Proteinfallung, Ammoniumsulfat ist das
gebrauchlichste Salz.

¢) Hydroxyapatit-Chromatographie, Affinitdtschromatographie, Farbstoff-Ligan-den-
Chromatographie, Immunoadsorption
Es wird auf allgemeine Literatur zur Proteinreinigung verwiesen (siehe Punkt VII.).

VI. Trennung in Lo6sung; Gelfiltration (GroRenausschlul3-Chromato-graphie),
Elektrophoretische Methoden

a) Gelfiltration (GroRenausschlu3-Chromatographie)

Die Fraktionierung von Proteinen aufgrund von Grél3enunterschieden gibt der
Gelfiltration eine Sonderstellung unter den chromatographischen Techniken zur
Proteinreinigung. Der Ausdruck Gelfiltration ist unglucklich gewahlt, da im Gegensatz
zur ublichen Filtration keine Komponenten zuriickgehalten werden. Die Abwesenheit
adsorptiver Phanomene birgt die Vor- und Nachteile der Gelfiltration. Zum Einen
werden empfindliche Proteine nicht durch Bindung beeintrachtigt, zum Anderen
verschlechtert das Fehlen einer spezifischen Bindung die chromatogra-phische
Auflésung dieser Technik.

Gelfiltration erfordert eine pordse Gelmatrix méglichst genau definierter Porengréf3e
(Abb. 8A). Eine Saule, welche mit solchen kugelférmigen Gelpartikeln gepackt ist,
besitzt 2 unterschiedliche mefRbare Flussigkeitsvolumen. Das Ausschluf3volumen,
welches dem Volumen der Flussigkeit auf3erhalb und zwischen den Gelpartikeln
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entspricht, und dem Einschluvolumen, welches im wesentlichen der Flissigkeit
innerhalb der Gelpartikel entspricht.

Eine Mischung von Proteinen wird in einem moglichst kleinen Volumen auf die
Oberfache einer Gelfiltrationssaule aufgegeben und durch sie durchlaufen gelassen.
Grol3e Molekile kdnnen nicht in die Poren diffundieren und wandern innerhalb des
Ausschluf3volumens als erste durch die Saule. Kleine Proteine diffundieren in die
pordsen Gelpartikel und eluieren entsprechend spéter (Abb. 8B). Fur die Trennung
entscheidend ist also sowohl die Porengrof3e als auch der Durchmesser (Stokes
Radius) des Proteins. Die zutreffendere Bezeichnung Groéf3enausschluf3-Chromato-
graphie findet zunehmend Verwendung.

A Partikel- B

oberflache
Protein- ,
molekiile __.’

Puffer-
303 fluR

Abb. 8: Verlauf der GréRenausschlul3-Chromatographie

A Zweidimensionale Darstellung der Poren einer Gelmatrix und ihrer Zuganglichkeit fur
Molekile verschiedener Grof3e (keine realistischen Gro3enverhaltnisse).

B Einfache Veranschaulichung des zeitlichen Verlaufs einer GréRenausschluf3-Chromato-
graphie. GroRe Molekile werden vom grofdten Teil des vorhandenen Bettvolumens
ausgeschlossen und wandern nahezu ungehindert mit der Laufmittelfront.

Besitzen alle Proteine einer Mischung ahnliche kugelférmige Struktur entspricht die
Reifenfolge der Elution ihrer reziproken Molekulargewichte.
Das Elutionsprofil einer Gelfiltration ist in Abb. 9A skizziert. Das Leer- oder Aus-
schluf3volumen Vq der S&ule wird durch Elution einer Verbindung mit sehr hohem
Molekulargewicht (z.B. Dextranblau 2000 MW > 2 Mio.) ermittelt. Das Elutionsvolu-
men V; fur das kleinste Standardprotein entspricht der Summe aus Leervolumen V
und dem EinschluRvolumen der Gelmatrix. Elutionsvolumen von Proteinen zwischen
diesen Grenzbereichen werden mit Ve bezeichnet.
Die Mobilitat eines Proteins kann in Form seines Verteilungskoeffizienten K,, ange-
geben werden:

Kav = Ve - Vo / Vi- Vo

Die halblogarithmische Auftragung von K., gegen das entsprechende Molekular-
gewicht (Abb. 9B) ergibt einen sigmoiden Verlauf. Die Auftrennung von Proteinen ist
im linearen Bereich (Ka, : 0,2 — 0,8) am grof3ten, dieser Bereich wird deshalb auch als
Trennungs- oder Fraktionierungsbereich einer Gelmatrix angegeben. Je steiler der
sigmoide Bereich innerhalb des Fraktionierungsbereichs verlauft umso hoher ist das
Auflésungsvermogen des Saulenmaterials. Zur Auftrennung von Proteinen mit gerin-
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gen Molekulargewichtsunterschieden wird Material mit moéglichst kleinem Fraktio-
nierungsbereich benutzt.

Volume (mi)
0 20 40 60 80
i } V i A
\/e—-1
-\
AA I
1 2 3

s 1

1 : 248
1 10 100 1,000
Molecular Weight (/07

Abb. 9: Chromatographische Leistung einer GrolRenausschluf3-Matrix

A beschreibt ein einfaches Elutionsprofil. Komponente 1 ist vollstandig aus der Matrix
ausgeschlossen (Vy), Komponente 2 teilweise (V) und Komponente 3 nicht (Vy).

B beschreibt die sigmoide Abhangigkeit des Verteilungskoeffizienten K,, vom Logarithmus
des Molekulargewichts.

Das Trennverfahren einer Gelfiltrationssaule ist auf maximal 10 Proteine begrenzt
und ermdglicht daher nur moderate Anreicherungsfaktoren. Zumeist wird Gelfiltration
deshalb zu einem relativ spaten Zeitpunkt innerhalb einer Anreicherung eingesetzt,
an dem die Anzahl der verbliebenen Kontaminationen bereits gering ist.

b) Elektrophoretische Methoden

Elektrophoretische Methoden ermoglichen die hochauflosende Auftrennung von
Proteinen primar im analytischen Bereich. Inshesondere die SDS-Polyacrylamidgel-
elektrophorese ist fur die Reinheitskontrolle von Praparationen im Verlauf einer Pro-
teinaufreinigung pradistiniert und wird dafir routinemalig eingesetzt.

Das elektrophoretische Prinzip:

Ein Proteinmolekul besitzt in waldriger Losung bei jedem pH-Wert, der nicht dem iso-
elektrischen Punkt entspricht, eine bestimmte Nettoladung. Diese bewirkt im elektri-
schen Feld eine Bewegung des Proteinmolekuls. Die spezifische Mobilitat v ist dabei
proportional der Anzahl der Nettoladungen pro Molekil z und umgekehrt proportional
der Viskositat des Mediums n sowie des Partikelradius r (Stokes Radius):

v=z/6mr

Die Auftrennung von Proteinen bei der Elektrophorese in freier Losung erfolgt auf-
grund ihrer unterschiedlichen Ladung und ihrer unterschiedlichen Gréf3e und wird
durch Diffusion und intermolekulare elektrostatische Wechselwirkungen verschlech-
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tert. Die Diffusion wird durch moglichst niedrige Arbeitstemperaturen minimiert, die
elektrostatischen Wechselwirkungen durch hohe lonenstarke oder ein anionisches
Detergens. Da eine Erhohung der lonenstérke auch eine Erhdhung der Stromstarke
wahrend der Elektrophorese bewirkt ist fir ausreichende Warmeabfiihrung Sorge zu
tragen. Zusatzlich werden als Elektrolyte Puffer eingesetzt, bei denen die lonen eine
hohe Molekilgrofie und damit eine geringe Mobilitdt und Leitfahigkeit haben (z.B.
HTris™). Elektrophoresen werden meist bei neutralen oder schwach alkalischem pH-
Wert durchgefiihrt, bei denen die meisten Proteine zur Anode wandern.

Der Elektrophorese in freier Losung beztglich Trennleistung weit Uberlegene Technik
ist die Gelelektrophorese. Hier findet die Elektrophorese innerhalb einer netzartigen
Matrix statt, welche Poren unterschiedlichen Durchmessers aufweist. Diese Poren
fuhren in Abh&ngigkeit der Molekiilgrof3e zu unterschiedlichen effektiven Viskositaten
des Mediums. Gelelektrophorese trennt daher sowohl auf der Basis der Ladung als
auch der Grol3e; das Gel kann Uber den Vernetzungsgrad fur ein bestimmtes Trenn-
problem (einen aufzutrennenden Groéf3enbereich) optimiert werden. Ein Hauptvorteil
von Gelsystemen liegt in der Minimierung von Konvektion und Diffusion von Pro-
teinen, was sich in der hohen Bandenscharfe wahrend des gesamten Elektrophore-
seprozesses zeigt.

A B C

e
Kathoden- " ™ 7
puffertank N
__ Réhren mit
Gelzylindern

Anoden- _—< |
puffertank “

_ Puffertiberstand

proteinhaltige Probe in Kathode

~__» Gelzonennach  propenpuffer
-~~~ Farbung

Glasplatten

‘ ‘H, Gel zwischen

Abb. 10: (A) Versuchsaufbau zur Disk-Gelelektrophorese; (B) Lokalisierung von getrennten Proteinen
in Disk-Gelen; (C) Aufbeu eines Slab-Gels

Die frUhen Starke-Gele wichen in den 60er Jahren (1964) synthetischen Polyacryl-
amidgelen, deren Eigenschaften kontrollierbarer und reproduzierbarer waren. Als
gunstigste Gelform entwickelte sich die thin-slab-Form (Abb. 10C), die im Gegensatz
zur lang benutzten Disk-Form (Abb. 10A,B) die Aufgabe mehrerer Proben ermdglicht,
gleichzeitig durch die hohe Oberflache eine bessere Warmeabflihrung ermaoglicht.

Einfache (Native) Gelelektrophorese:

Die Proteine werden hier in ihrer aktiven unveranderten (nativen) Form aufgetrennt.
Proben- und Laufpuffer enthalten weder SDS noch Harnstoff. Die Auftrennung erfolgt
nach GroRe und Ladung. Die meisten Proteine sind in dem verwendeten schwach
alkalischen Laufpuffer (pH 8-9) negativ geladen und wandern zur Anode. Alle unter
diesen Bedingungen positiv gelagenen Proteine gelangen nicht in das Gel sondern
diffundieren in den Kathodenpuffer.

Die native Gelelektrophorese bietet die Grundlage fur einen Aktivitatsnachweis von
Proteinen auf dem Gel.
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SDS-Gelelektrophorese (SDS-PAGE):

Bei dieser popularsten aller gelelektrophoretischen Methoden werden die Enzyme

vor der Auftrennung mit Hilfe des Detergenz SDS (Natriumdodecylsulfat) denaturiert.

Die Zugabe von 2-Mercaptoethanol dient der Spaltung vorhandener Disulfid-

Briickenbindungen.

Gegenuber der nativen Gelelektrophorese bietet sie zwei Vorteile:

- die Auftrennung ist hier ausschlie3lich von der Grél3e des Proteins abhangig, sehr
hohe Auflosung (=1% of MW)

- Aggregate und unlésliche Partikel werden gel6st, in die einzelnen Proteine Gberfihrt
und sind anschlie3end auftrennbar

natives Protein + SDS denaturiertes Polypeptid in Form
einer stark negativ geladenen Kette

Mobilitat [mm]

Abb. 11: Die denaturierende Wirkung von SDS

log (MG)

Abb. 12: Auftragung der Mobilitdét gegen
das Molekulargewicht fir eine
Reihe von Proteinen (Grol3en-
standards)

SDS bindet stark an Proteine. Die resultierenden Polypeptidketten enthalten 1 Mole-
kil SDS auf jeweils 2 Aminosaurereste. Oligomere, bei denen die Polypeptide nicht
kovalent miteinander verbunden sind werden in die individuellen Untereinheiten
gespalten. Jedes SDS-Molekil besitzt eine negative Ladung, fiir ein typisches Poly-
peptid der Masse 40000 ergeben sich so 180 negative Ladungen. Dies Ubersteigt die
Zahl der Nettoladungen des Proteins bei neutralem pH bei weitem. Entsprechend ist
das Ladungs-GroRen-Verhaltnis fir alle Proteine praktisch das gleiche und die
Auftrennung ist ausschlie3lich ein Resultat des Molekularsieb-Effekts der Gelporen.

Trotz der Tatsache dall SDS-PAGE keine Auftrennung von Proteinen identischer
GroRRe ermdglicht bietet es als einfache Standardmethode doch die héchste Auf-
l6sung. Durch gleichzeitiges Auftragen von GrofRenstandards kann das gesamte Gel
kalibriert werden. Die graphische einfach-logarithmische Auftragung der Mobilitat von
Proteinen gegen ihr Molekulargewicht liefert innerhalb eines gewissen Bereiches
eine lineare Abhangigkeit.

Der Vernetzungsgrad des Polyacrylamid Gels und damit seine Porengr6R3e kann
Uber einen weiten Bereich der Gro3e der aufzutrennenden Proteine angepaldt wer-
den. Zwei Variationen sind méglich :

- Veranderung des Acrylamid-Gehalts (3-20%)

- Veranderung des Quervernetzer-Gehalts Bisacrylamid (0,1-1%)

Sehr grof3e Proteine (< 1000 kDa) werden mit niedrig konzentrierten (3-4% Acryl-
amid, 0,1% Bisacrylamid) Gelen getrennt, sehr kleine Proteine (= 10 kDa) bendtigen
stark vernetzte Gele (20% Acrylamid, 1% Bisacrylamid). Standardmafig werden
12%ige Gele eingesetzt.
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Isoelektrische Fokussierung:
Bei der IEF befindet sich zwischen Kathode und Anode eine walrige Losung ver-
schiedener Ampholyte. Bei Anlegen eines elektrischen Feldes bilden diese einen
linearen pH-Gradienten aus. Ampholyte sind hochkomplexe Mischungen (mehrere
hundert bis tausend) sehr kleiner Proteine, von denen jedes seinen individuellen pl
aufweist und bei Anlegen eines elektrischen Feldes aufbaut. Der ,lineare” pH-Gra-
dient beruht also in Wirklichkeit auf der Ausbildung einer Vielzahl diskreter pH-Werte,
die den angegebenen Bereich relativ gleichmaf3ig abdecken. Zugegebene Proteine
wandern in diesem Feld bis zu der Stelle, an der der vorherrschende pH-Wert ihrem
isoelektrischen Punkt entspricht. Die neutrale Gesamtladung verhindert eine weitere
Wanderung, durch besonders hohe Felder wird zuséatzlich ein Fokuseffekt erreicht.
Das verwendete Gel hat hier lediglich die Aufgabe den pH-Gradienten zu stabilisie-
ren. Proteine sollen nicht durch Molekularsieb-Effekte in ihrer Bewegung beeintrach-
tigt werden, die verwendeten Gelkonzentrationen sind daher moglichst niedrig. Bei
der IEF bedient man sich fir gewdhnlich sdulenférmiger Gele. Ein Vorteil der IEF ist
ihre hohe Auflésung was im Terminus Fokussierung bereits hervorgeht. Die meisten
anderen Proteintrennungsmethoden gehen mit Diffusion und Mischungsphanomenen
einher, welche mit zunehmender Zeit negative Auswirkungen zeigen. Bei der IEF
spielt Diffusion keine Rolle mehr. Bewegt sich ein Proteinmolekil aus den Bereich
seines isoelektrischen Punktes wird es geladen und wandert sofort zurtick. Ist die IEF
beendet befindet sich das System im Gleichgewicht und es findet (bei angelegtem
Feld!) theoretisch keinerlei Bewegung mehr statt. Aufgrund der Abwesenheit leiten-
der lonen flie3t nahezu kein Strom und die dadurch mdglichen hohen Spannungen
bewirken eine zusétzliche Bandenschérfe.
Bestimmte Phanomene kénnen die Anwendung der IEF einschranken:
- das Protein ist bei seinem isoelektrischen Punkt nicht stabil (z.B. Zerfall in Unter-
einheiten)
- das Protein ist bei seinem isoelektrischen Punkt nicht hinreichend I6slich
- das Protein bildet mit den Ampholyten Komplexe (was sich in der Ausbildung meh-
rerer Banden bemerkbar machen kann)
Die IEF ist die 1. Stufe bei der hochstauflosenden 2D-Gelelektrophorese, bei der
durch Kombination mit SDS-PAGE als 2. Stufe die Auftrennung selbst komplexester
Proteingemische gelingt.

Farbung und Detektion von Proteinen nach Gelelektrophoresen:

Nach Gelelektrophorese mussen proteinhaltige Zonen sichtbar gemacht werden, was

i.d.R. mit Hilfe eines organischen Farbstoffes geschieht, welcher fest an Proteine

bindet. Die Wahl des Farbstoffes richtet sich nach:

- seiner Nachweisempfindlichkeit

- seiner Fahigkeit alle Typen von Proteinen gleichmaliig zu farben

Bekannte Farbstoffe sind Coomassie Blau R-250, Coomassie Blau G250, Amido

Schwarz, Nigrosin.

Die Farbung mit org. Farbstoffen beinhaltet folgende Schritte:

- unmittelbar nach elektrophoretischer Trennung werden die Proteine durch Denatu-
rierung fixiert (da es ansonsten zu einer Diffusion der Banden kame).
gebrauchlich: Methanol/Essigsaure/Wasser im Verhéltnis 3:1:6.

- Gel wird in Farbstofflésung bis zur vélligen Durchtrankung inkubiert.

- Uberschussiger, nicht gebundener Farbstoff wird durch Schwenken in Entfarbe-
l6sung entfernt.

Eine gegeniiber Coomassie Blau um den Faktor 10-20 empfindlichere Farbemethode

ist die Silver-Stain-Methode. Die Behandlung des Gels mit Silbernitrat bewirkt
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nichtstdchiometrische Bindung von Silber an Proteine. Diese Komplexe werden nach
Reduktion als schwarze bis braune Banden sichtbar. Durch die hohe Empfindlichkeit
minimiert sich die notwendige Probemenge und Uberladungseffekte werden
vermieden. Nachteil ist, daf3 sich Proteine gegeniber Silver-Stain in ihrem
Farbeverhalten sehr unterschiedlich verhalten kbnnen.

Die spezifische Detektion eines Proteins auf dem Gel gelingt mit Hilfe eines
geeigneten Aktivitatstests (nur bei nativen Gelen) oder mit Hilfe entsprechender
monoklonaler Antikorper.

VII. Vertiefende Literatur:
Protein Purification. 1994. Robert K. Scopes. 3th edition. Springer-Verlag, New York

Methods in Enzymology. Vol. 182. Guide to protein purification. 1990. ed: Murray P.
Deutscher. Academic Press San Diego
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