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XV

Geleitwort

Die Anzahl der elektrophoretischen Trennmethoden hat seit Tiselius’ grundle-
genden Arbeiten, die mit einem Nobelpreis ausgezeichnet wurden, drastisch zu-
genommen. Der Weg von der Papier-, Celluloseacetat- und Stärkegelelektropho-
rese über die Molekularsieb-, Disk-, SDS- und Immunelektrophorese bis hin zur
Isoelektrischen Fokussierung einschließlich der hochauflösenden zweidimensio-
nalen Elektrophorese hat zusammen mit der Silber- und Goldfärbung, der Au-
toradiografie, Fluorografie und den Blottingverfahren zu immer höherer Auflö-
sung, Nachweisempfindlichkeit und Spezifität in der Proteinanalytik geführt. Des
Weiteren hat sich die Gelelektrophorese als einzigartiges Werkzeug für die DNA-
Sequenzierung erwiesen, während die hochauflösende zweidimensionale Elek-
trophorese den faszinierenden Weg vom isolierten Protein über die Aminosäu-
rensequenzanalyse zum Gen und nach dessen Klonierung zur Proteinsynthese
geebnet hat.
Das Spektrum des Analysenmöglichkeiten ist somit immer vielfältiger gewor-

den, sodass eine zusammenfassende Darstellung der elektrophoretischen Trenn-
methoden nicht nur für den Anfänger, sondern auch für den erfahrenen Prakti-
ker wünschenswert erscheint. Mit dieser Zielsetzung ist dieses Buch geschrieben
worden.
Der Autor gehört zum Kreis der Bluefingers und hat dies 1979 in Mailand haut-

nah erfahren müssen, als er nach getaner Laborarbeit in einem Zigarettenkiosk
aufgrund der Coomassie-gefärbtenHände in den Verdacht des Geldfälschens ge-
riet, und Prof. P.G. Righetti und ich ihn aus einer bedrohlichen Situation befreien
mussten. Somit ist bei diesem Buch gemäß Maurers Definition (Proceedings of
the first small conference of the bluefingers, Tübingen 1972) ein Experte amWerk
gewesen, der den Weißfingern, die die Methoden nur vom Hörensagen kennen,
erzählen kann, wie sie z. B. keine blauen Finger bekommen.
Wie dem auch sei, ich bin sicher, dass die zusammenfassende Darstellung der

Methoden nicht nur dieWeißfinger, sondern auch die Gemeinschaft der Bluefin-
gers, Silverfingers, Goldfingers usw. erfreuen und mit vielen technischen Details
bereichern wird.

Weihenstephan, im Februar 1990 Priv.-Doz. Dr. Angelika Görg





XVII

Vorwort

25 Jahre nach dem Erscheinen des „Elektrophorese-Praktikums“ und nach vier
Auflagen der englischen Version „Electrophoresis in Practice“ gibt es wieder ei-
ne deutschsprachige Version mit dem neuen Namen „Elektrophorese leicht ge-
macht“. Der Titel deutet an, dass auch dieser Band keine tiefgründige theoreti-
sche Ableitungen und Erklärungen der Methoden und Phänomene enthält. Der
erste Teil soll einen Überblick über die diversen Techniken nach neuestem Stand
vermitteln und konzentriert sich auf Hinweise zur praktischenDurchführung von
Elektrophoreseexperimenten. Im zweiten Teil findet man praktische Anleitungen
zu 14 Methoden und Problemlösungen, die aufgrund der Erfahrungen im tägli-
chen Geschäft eines „Produktspezialisten für Elektrophorese“ bei verschiedenen
Technologieanbietern nochmals deutlich erweitert wurden.

Freising, im Juli 2016 R. Westermeier





XIX

Vorwort zur ersten Auflage

Dieses Buch ist für die Praktiker im Elektrophoreselabor verfasst worden. Auf
physikochemische Ableitungen und Formeln elektrophoretischer Phänomene
wurde deshalb verzichtet.
Die Art und Weise der Erklärungen und die Darstellungsform hat sich aus

der jahrelangen Erfahrung bei Anwenderseminaren und -kursen, Abfassung von
Bedienungsanleitungen und Lösungen von Anwendungsproblemen ergeben. Sie
sollten für technische Assistenten ebenso verständlich sein wie für in der For-
schung stehende Wissenschaftler.
InTeil I wird so knappwiemöglich – eineÜbersicht über den Stand derTechnik

in der Elektrophorese – gegeben.Die Literaturzitate erheben keinenAnspruch auf
Vollständigkeit.
Der Teil II enthält exakte Arbeitsanleitungen für 12 ausgewählte Elektrophore-

semethoden, die mit einer apparativen Ausrüstung durchgeführt werden können.
Die Reihenfolge der Methoden wurde in der Weise festgelegt, dass man danach
einen Elektrophoresekurs für Anfänger und Fortgeschrittene zusammenstellen
kann. Mit diesen Methoden ist der Hauptteil der für das biologische, bioche-
mische, medizinische und lebensmittelchemische Labor notwendigen Techniken
abgedeckt.
Sollten – trotz exakten Nacharbeitens der Methodenbeschreibungen – uner-

klärliche Effekte auftreten, kannman deren Gründe und die zu ihrer Vermeidung
notwendigen Maßnahmen im Anhang unter der Rubrik „Problemlösungen“ fin-
den.
Für zusätzliche Hinweise und Problemlösungen aus der Leserschaft ist der Au-

tor dankbar.

Freiburg, im März 1990 R. Westermeier
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Abkürzungen

A Ampere
A, C, G, T Adenin, Cytosin, Guanin, Thymin
ACES N-(2-Acetamido)-2-aminoethansulfonsäure
AEBSF Aminoethylbenzylsulfonylfluorid
APS Ammoniumpersulfat
AU Absorptionseinheiten (units)
16-BAC Benzyldimethyl-n-hexadecylammoniumchlorid
BAC Bisacryloylcystamin
Bis N ,N ′-Methylenbisacrylamid
BNE Blau-Nativ-Elektrophorese
bp Basenpaar
BSA Rinderserumalbumin
C Vernetzungsgrad (Crosslinking) (%)
CAPS 3-(Cyclohexylamino)propansulfonsäure
CCD charge-coupled device
CHAPS 3-(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio-1-propansulfat
CM Carboxymethyl
CoFGE Komparative (vergleichende) Fluoreszenzgelelektrophorese
const. konstant
CTAB Cetyl-trimethylammoniumbromid
Da Dalton
DBM Diazobenzyloxymethyl
DEA Diethanolamin
DEAE Diethylaminoethyl
DIGE Differenzgelelektrophorese
Disk diskontinuierlich
DMF Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DPT Diazophenylthioether
dsDNA Doppelstrang-DNA
DTE Dithioerythritol



XXII Abkürzungen

DTT Dithiothreitol
E Feldstärke, angegeben in V/cm
EDTA Ethylendinitrilotetraessigsäure
EEO Elektroendosmose
EPO Erythropoietin
ESI Elektrospray-Ionisation
g/v Gewicht pro Volumen (Massenkonzentration)
GC gruppenspezifische Komponente
GLP Gute Laborpraxis
GMP Gute Herstellungs (Manufacturing)-Praxis
h Stunden
HED Hydroxyethyldisulfid
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N ′-2-ethansulfonsäure
HMW high molecular weight
HPCE High Performance Capillary Electrophoresis
HPLC High Performance Liquid Chromatography
I Stromstärke, angegeben in A, mA
IEF Isoelektrische Fokussierung
IgG Immunglobulin G
IPG Immobilisierte pH-Gradienten
ITP Isotachophorese
kb Kilobasen
kDa Kilodalton
konz. konzentriert
KR Retardationskoeffizient
LED light-emitting diode
LIF Laserinduzierte Fluoreszenz
LMW low molecular weight
mA Milliampere
MALDI Matrix-assistierte Laserdesorptionsionisierung
MCE Mikrochipelektrophorese
MEKC Mizellare elektrokinetische Chromatografie
MES Morpholinoethansulfonsäure
MG Molekulargewicht
min Minute
mol/L Einheit der Molarität
MOPS Morpholinopropansulfonsäure
mr relative elektrophoretische Mobilität
MS Massenspektrometrie
Msn Massenspektrometrie mit n Massenanalyse-Experimenten
MS/MS Tandem-Massenspektrometrie
MW Molekulargewicht
NAP nucleic acid purifier
Nonidet nicht ionisches Detergens
NEPHGE Non-Equilibrium pH-Gradient Elektrophoresis



XXIIIAbkürzungen

NHS N-Hydroxy-Succinimid
O.D. optische Dichte
P Leistung (power) angegeben in W
PAG Polyacrylamidgel
PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese
PAGIEF Polyacrylamidgel-Isoelektrische-Fokussierung
PBS phosphatgepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline)
PC Personal Computer
PCR Polymerasekettenreaktion
PEG Polyethylenglycol
PFG Pulsed Field Gel(-Elektrophorese)
PGM Phosphoglucomutase
pI isoelektrischer Punkt
PI Proteaseinhibitor
pK-Wert Dissoziationskonstante
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid
PPA Piperidinopropionamid
PVC Polyvinylchlorid
PVDF Polyvinylidendifluorid
r Molekülradius
RAPD Random Amplified Polymorphic DNA
Rf-Wert relative Laufstrecke
RFLP Restriktions-Fragmente-Längen-Polymorphismus
Rm relative elektrophoretische Mobilität
RNA Ribonukleinsäure
RT Raumteil (Volumenanteil)
RuBP Ruthenium-II-tris-bathophenantrolindisulfonat
s Sekunde
SDS Natrium (sodium) dodecylsulfat
SNP single nucleotid polymorphism
SSCP Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus (single strand

conformation polymorphism)
ssDNA single strand (Einzelstrang) DNA
T Totalacrylamidkonzentration (%)
t Zeit (time), angegeben in h, min, s
TBE Tris-Borat-EDTA
TBP Tributylphosphin
TBS Tris-gepufferte Salzlösung (Tris-buffered saline)
TCA Trichloressigsäure (acid)
TCEP Tris(2-carboxyethyl)phosphine
TEMED N ,N ,N ′ ,N ′-Tetramethylethylendiamin
TF Transferrin
ToF Time of Flight (Flugzeit)
Tricin N-Tris(hydroxymethyl)-methylglycin
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan



XXIV Abkürzungen

U Spannung, angegeben in V
UpM Umdrehungen pro Minute
UV ultraviolettes Licht
V Volt
V Volumen, angegeben in L
v Wanderungsgeschwindigkeit, angegeben in m/s
v/v Volumen pro Volumen (Volumenanteil)
W Watt
WiFi Wireless Local Area Network (Kunstwort)
ZE Zonenelektrophorese



Teil I
Grundlagen

Übersicht

Elektrophoretische Methoden sind neben chromatografischen Methoden die
meist verwendeten Trenntechniken für die Analysen von Proteinen, Peptiden,
Nukleinsäuren undGlykanen.Mit relativ geringem apparativenAufwand erreicht
man hohe Trennleistungen. Haupteinsatzgebiete sind dieMolekularbiologie, bio-
logische und biochemische Forschung, Proteomik, Pharmazeutik, forensische
Medizin, klinische Routineanalytik, Veterinärmedizin und Lebensmittelüberwa-
chung. Da die getrennten DNA-Fraktionen mithilfe der Polymerase-Kettenreak-
tion („PCR“) und Proteine mit hochempfindlichen Massenspektrometriemetho-
den weiter analysiert werden können, verwischt sich die Einteilung in analytische
und präparative Anwendungen. Aber grundsätzlich sind elektrophoretische im
Gegensatz zu chromatischen Methoden zur industriellen Proteinaufreinigung
nicht geeignet, weil bei der Trennung joulescheWärme entsteht.
Als eines der ausführlichsten und am meisten praxisbezogenen Bücher über

Elektrophoresemethoden sei die Monografie von Andrews (1986) empfohlen. Im
vorliegenden Buch Elektrophorese leicht gemacht sollen die Grundlagen der Elek-
trophoresemethoden und ihre Anwendungen in wesentlich kürzerer Form zu-
sammengestellt werden.

Das Prinzip

In einem elektrischen Gleichstromfeld wandern geladene Moleküle und Partikel
jeweils in die Richtung der Elektrodemit entgegengesetztemVorzeichen.Die Pro-
bensubstanzen befinden sich dabei in wässriger Lösung. Verschiedenartige Mo-
leküle und Partikel eines Gemisches wandern aufgrund unterschiedlicher Ladun-
gen undMassenmit unterschiedlicherGeschwindigkeit und werden dabei in ein-
zelne Fraktionen aufgetrennt.
Die elektrophoretische Mobilität, welche die Wanderungsgeschwindigkeit di-

rekt beeinflusst, ist eine signifikante und charakteristische Größe eines gelade-
nen Moleküls oder Partikels und ist abhängig von den pK-Werten der geladenen
Gruppen und der Molekül- bzw. der Partikelgröße. Sie wird beeinflusst von Art,
Konzentration und pH-Wert des Puffers, Temperatur, elektrischer Feldstärke so-
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wie der Beschaffenheit des Trägermaterials. ElektrophoretischeTrennungen wer-
den entweder in freier Lösung, in trägerfreien Pufferschichten, Kapillaren oder
Mikrochips oder in stabilisierenden Medien durchgeführt, wie z. B. auf Dünn-
schichtplatten, Folien oder Gelen. Ausführliche theoretische Grundlagen findet
man im Buch „Bioanalytik“, herausgegeben von Lottspeich und Engels (2012).
Meistens findet man Angaben über die relative elektrophoretische Mobilität

(mr oder Rm) von Substanzen. Dabei bezieht man sich auf die Laufstrecke ei-
ner mitaufgetrennten Standardsubstanz, um unterschiedliche Feldstärken und
Trennzeiten auszugleichen.
Es gibt drei grundsätzlich verschiedene elektrophoretische Trennmethoden:

a) Elektrophorese, korrekterweise Zonenelektrophorese genannt,
b) Isotachophorese,
c) Isoelektrische Fokussierung.

Blotting ist keine Trenn-, sondern eine Nachweismethode.
In Abb. 1 sind die drei Trennprinzipien dargestellt.
Zu a): Bei einfachen Elektrophoresen verwendetman homogene Puffersysteme,

die über die gesamte Trenndistanz und -zeit den gleichen pH-Wert gewährleis-
ten. Die in einem definierten Zeitabschnitt zurückgelegtenWanderungsstrecken
sind damit ein Maß für die elektrophoretische Mobilität der verschiedenen Sub-
stanzen. Dies gilt auch für die Disk-Elektrophorese; das diskontinuierliche System
existiert nur zu Beginn und verwandelt sich dann von selbst in ein homogenes.
Zu b): Bei der Isotachophorese (ITP), auf Deutsch Gleichgeschwindigkeitselek-

trophorese, wird die Trennung in einem diskontinuierlichen Puffersystem durch-
geführt. Die ionisierten Probensubstanzen wandern zwischen einem „schnellen“
Leitionelektrolyten (L) und einem „langsamen“ Folgeionelektrolyten (T, von ter-
minierend) mit gleichen Geschwindigkeiten. Dabei sortieren sich die verschiede-
nen Probenkomponenten nach ihrer elektrophoretischen Mobilität auseinander
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Abb. 1 Die drei elektrophoretischen Trennprinzipien. Nähere Erläuterungen im Text.
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und bilden einen Stapel: Die Substanzenmit der höchstenMobilität folgen direkt
dem Leition, die mit der niedrigsten Mobilität wandern direkt vor dem Folgeion.
Diese Methode wird hauptsächlich für quantitative Analysen eingesetzt.
Die ITP wird im Vergleich zu sonstigen elektrophoretischen und chromato-

grafischen Trennungen als exotisch eingeschätzt, weil sich keine Zwischenräume
zwischen den Zonen ergeben; die Banden sind keine „Peaks“ (gaußsche Vertei-
lung), sondern „Spikes“ (konzentrationsabhängige Breiten).
Zu c): Die Isoelektrische Fokussierung (IEF) findet in einem pH-Gradienten statt

und kann ausschließlich mit amphoteren Substanzen, wie Peptiden und Prote-
inen, durchgeführt werden. Die Moleküle wandern hierbei – je nach Ladung – in
Richtung Anode bzw. Kathode, bis sie im Gradienten an dem pH-Wert ankom-
men, wo ihre Nettoladung null ist.
Dieser pH-Wert ist der isoelektrische Punkt kurz pI, der jeweiligen Substanz. Da

sie dort nichtmehr geladen sind, hat das elektrische Feld keinen Einfluss mehr auf
sie. Entfernen sie sich – aufgrund von Diffusion – von dieser Stelle, erhalten sie
wieder eine Nettoladung und werden durch das elektrische Feld wieder auf ihren
pI zurücktransportiert. Das ergibt einen Konzentrierungseffekt; daher der Name
Fokussierung.
Bei der IEF ist es wichtig, die optimale Stelle im pH-Gradienten für den Pro-

benauftrag zu ermitteln und zu verwenden, da manche Proteine bei bestimmten
pH-Werten instabil sind oder zum Aggregieren neigen.

Anwendungsbereich

Man verwendet diese Methoden für die qualitative Charakterisierung einer Sub-
stanz oder eines Substanzgemisches, für Reinheitsprüfung, Gehaltsbestimmun-
gen und mikropräparative Zwecke.
Der Anwendungsbereich erstreckt sich von ganzen Zellen und Partikel über

Nukleinsäuren, Proteine, Peptide, Aminosäuren, organische Säuren und Basen,
Drogen, Pestizide bis zu anorganischen Anionen und Kationen – kurz: über alles,
was Ladungen tragen kann.

Die Probe

Ein wichtiges Kriterium zur Auswahl der geeigneten Elektrophoresemethode ist
die Art der Probesubstanzen, die analysiert werden sollen. In den Probenlösun-
gen dürfen keine festen Partikel oder Fetttröpfchen suspendiert sein, weil diese
die Trennung stören, indem sie die Poren derMatrix verstopfen.Meist werden die
Probenlösungen vor der Elektrophorese zentrifugiert. Problemlos sind im Allge-
meinen Trennungen von Substanzen, die ausschließlich negativ oder positiv ge-
laden sind.
Die Probenaufgabe erfolgt bei Gelen, die sich unter Puffer befinden, wie z. B.

Vertikal- und Submarine-Systemen, mit Spritzen in vorgeformteGeltaschen oder
in Glasröhrchen durch Unterschichten der mit Glycerin oder Saccharose be-
schwerten Probe unter den Puffer.
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Beispiele solcher Anionen oder Kationen sind: Nukleinsäuren, Farbstoffe, Phe-
nole, organische SäurenoderBasen.AmphotereMolekülewieAminosäuren, Pep-
tide, Proteine und Enzyme haben je nach dem pH-Wert des Puffers positive oder
negative Nettoladung, weil sie sowohl saure als auch basische Gruppen besitzen.
Makromoleküle, wie Proteine und Enzyme, sind teilweise gegenüber bestimm-

ten pH-Werten oder Puffersubstanzen empfindlich, es könnenKonfigurationsän-
derungen, Denaturierungen, Komplexbildungen und zwischenmolekulareWech-
selwirkungen auftreten. Dabei spielen auch die Substanzkonzentrationen in der
Lösung eine Rolle. Besonders beim Eintritt der Probensubstanzen in eine Gel-
matrix können leicht Überladungseffekte auftreten, wenn die Probenkonzentra-
tion beimÜbergang von der Lösung in das stärker restriktive Gel einen kritischen
Wert überschreitet. Bei derNatriumdodecylsulfat (SDS)-Elektrophoresemuss die
Probe vorher denaturiert, d. h., die Probenmoleküle müssen in die Form vonMo-
lekül-Detergens-Mizellen gebracht werden. Die Methode der selektiven Proben-
extraktion bzw. die Extraktion von schwer löslichen Substanzen bestimmt häufig
die Art des verwendeten Elektrophoresepuffers.
Bei offenen Oberflächen wie bei Horizontalsystemen (z. B. in der Celluloseace-

tat-, Agarosegel- und automatisierten Elektrophorese) verwendetman Probenap-
plikatoren oder pipettiert mit Mikroliterpipetten in Schlitzmasken, Lochbänder
oder vorgeformte Gelwannen. Bei Kapillar- und Mikrochiptechniken verwendet
man ebenfalls Spritzen, die meisten Geräte haben jedoch eine automatische Pro-
benaufgabe.

Der Puffer

Die elektrophoretische Trennung von Substanzgemischen erfolgt bei einem ge-
nau eingestellten pH-Wert und bei konstanter Ionenstärke des Puffers. Die Io-
nenstärke des Puffers wird möglichst niedrig gewählt, dann sind der Anteil der
Probeionen am Gesamtstrom und damit ihreWanderungsgeschwindigkeiten ge-
nügend hoch.
Die Pufferionen werdenwährend der Elektrophorese ebenfalls – wie die Probe-

ionen – durch das Gel transportiert: negativ geladene zur Anode und positiv gela-
dene zur Kathode. Man will mit möglichst geringer Leistung auskommen, damit
während der Elektrophorese nicht zu viel joulesche Wärme entsteht. Es ist aber
eine Mindestpufferkapazität erforderlich, damit der pH-Wert der Probesubstan-
zen keinen Einfluss auf das System nehmen kann.
Für die Aufrechterhaltung konstanter pH- und Pufferbedingungen müssen die

Volumina der Elektrodenpuffervorräte genügend groß sein. Sehr praktisch, wenn
auch nur in horizontalen Trennsystemen möglich, ist die Verwendung von Gel-
Pufferstreifen oder -dochten. Man verwendet bei anionischen Elektrophoresen
sehr basische, bei kationischen Elektrophoresen sehr saure Puffersysteme.
Bei Vertikal- und Kapillarsystemen wird der pH-Wert so eingestellt, dass mög-

lichst alle vorhandenenProbesubstanzmoleküle entweder negativ oder positiv ge-
laden sind, sodass sie im elektrischen Feld in die gleiche Richtung wandern.


