Versuch  3: Elektrophorese von Serumproteinen auf SDS-Polyacrylamid-Gel nach Fraktionierung in Albumin und Globulin 

Prinzip der SDS-PAGE von Albumin und Globulin:

· Proteine wandern aufgrund ihrer Ladung im elektrischen Feld

· Wanderungsstrecke u.  –geschwindikeit wird durch Nettoladung, Größe und Gestalt bestimmt

· SDS-PAGE dient der Molekülmassenbestimmung, da das Verfahren Proteine nach ihrem Molekulargewicht auftrennt

· Träger: Polyacrylamidgel

· Wird erst direkt vor dem Lauf durch Polymerisierung von Monomeren hergestellt (hochvernetzt)

· Porengröße kann durch Variation des Vernetzungsgrades so eingestellt werden, dass sich eine optimale Auftrennung der Proteine ergibt

· Wässrige Lösung enthält das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS)

· Sulfatester des Dodekanols (Alkohol mit 12 CH2 –Gruppen)

· Detergenz bindet mit seinem Fettsäureanteil an hydrophobe Bezirke der Proteine

( Wechselwirkungen zw. den Proteinen und / oder anderen Substanzen werden aufgehoben

· Zugabe von DDT zur Reduktion von Disulfidbrücken

( Proteine zerfallen in ihre Untereinheiten

· SDS lädt Proteine durch Anlagerung negativ auf, Eigenladungen von Proteinen werden so effektiv überdeckt

( es entstehen negativ geladene Moleküle mit einer konstanten Nettoladung pro Masseneinheit

· Zahl der angelagerten SDS-Moleküle ( Molekulargewicht  der Proteine

· „Streckung“, Denaturierung der Proteine durch Kochen 

( unterschiedliche Molekülformen und Ladungen werden ausgeglichen

· Praktische Vorteile der SDS-Elektrophorese:

· Da SDS-Protein-Komplexe hoch geladen sind, haben sie eine hohe elektrophoretische Mobilität. Dies garantiert eine schnelle Trennung.

· Alle Fraktionen laufen, wegen der negativen Ladung der SDS-Protein-Mizellen, in eine Richtung, zur Anode.

· Kleinere Moleküle laufen schneller, da sie am wenigsten von der Netzstruktur des Gels in ihrer Mobilität behindert werden. 

· Einfache Molekulargewichts- oder Reinheitsbestimmung möglich

Versuchsdurchführung:

· Fraktionierung des Serums durch Ammoniumsulfat-Fällung

· Proteine sind schlecht wasserlöslich, da sich die Ladungen gegenseitig anziehen 
(elektrische Dipole)

· Ionen des Ammoniumsulfats konkurrieren mit den polaren AS-Resten um die Hydrathülle

( Hydrathülle verringert sich

( Protein fällt aus (Aussalzen)

· Löslichkeit einzelner Proteine hängt von der Salzkonzentration ab

( Proteine können in Fraktionen aufgetrennt werden

· Hier: Ausbildung zweier Fraktionen:

· Gelöste Albumin-Fraktion

· Ungelöste Globulin-Fraktion

· Reinigung der Globulin-Fraktion

· Entsalzung der Albumin-Fraktion

· SDS-PAGE

· SDS-PAGE-Gel färben und fotographieren 

Auswertung:

· Vergleich der Bandenmuster von Albumin, Globulin und Serum

· Albumin: eine Prominente Bande im Bereich zw. 50 und 84 kDa

· Globulin: eine prominente Bande im Bereich zw. 116 und 202 kDa

· Serum: keine wirklich prominente Bande, Albumin ist aber deutlich zu erkennen

· Laufstrecken der Markerproteine:

· Rf-Werte = Laufstrecke des Markerproteins / Laufstrecke des Frontmarkers

	
	Rf-Werte
	Gewicht in kDa
	log kDa

	Myosin
	0,1875
	202
	2,31

	(-Galactosidase
	0,375
	116
	2,06

	BSA
	0,475
	84
	1,92

	Ovalbumin
	0,6875
	50,1
	1,7

	Carbonic anhydrase
	0,8
	35,7
	1,55

	Soybean trypsininhibitor
	0,8625
	29,3
	1,47

	Lysozyme
	0,9125
	21,2
	1,33

	Aprotinin
	0,9625
	7,5
	0,88


· Eichgerade erstellen
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· Molekulargewichtsbestimmung des Globulins:

Rf-Wert (Globulin) = 0,275 (abgemessen)

( Abgelesenes Gewicht: 158 kDa

· Rein qualitative Aussage über die Abtrennung der Globuline, da Mengen nicht erschließbar
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