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als Funktion von Molekülgröße, Gelkonzentration und Gelvernetzung

sowie seine Anwendung zur Molekulargewichtsbestimmung
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Die Abhängigkeit der elektrophoretischen Beweglichkeiten von Eigenschaften des wandernden Proteinteilchens (Volumen, Knäuelungs-
zustand) und Eigenschaften des durchwanderten Gels (Gelkonzentration T, Vernetzungsgrad C) wurde untersucht und in empirische
Gleichungen gefaßt. Die gefundenen Zusammenhänge erlauben eine schnelle und einfache gelektrophoretische Bestimmung von Mole-
kulargewichten, insbesondere auch bei wasserunlöslichen (Membran-)Proteinen.
Der Einfluß des Vernetzungsgrades C wird durch einen Vernetzungskoeffizienten kc berücksichtigt. Dieser streut bei demselben Ver-
netzungsgrad in Abhängigkeit von der speziellen Gelpräparation (gleiche Reagenzien, gleiche Polymerisationsbedingungen) und eignet
sich somit als Kontrollgröße zur Testung und Verbesserung der Reproduzierbarkeit der Gelherstellung.

The molecular sieving effect in polyacrylamide gel electrophoresis as a function of molecular si^e, gel concentration and gel cross
linkage, and its use in the determination of molecular weights

The dependence of the electrophoretic mobility on the properties of the migrating protein molecule (volume, degree of coiling) and the
properties of the supporting gel (gel concentration T, degree of cross linkage C) was studied. Several empirical equations were established,
which permit a rapid and simple gel-electrophoretic determination of molecular weights, even for water-insoluble (membrane) proteins.
As a consequence of the observed influence of the degree of cross linkage C a so-called cross linkage coefficient kc is defined. This quantity
is an approximately linear function of the square root of C and may also vary at the same degree of cross linkage depending on the parti-
cular gel preparation (same reagents, same polymerisation conditions). Therefore kc is a suitable value to control and improve the repro-
ducibility of the preparation of gels.

Die Einführung der Stärkegelelektrophorese durch mathematische Funktion von Gelkonzentration und
SMITHIES (1) und de£ Polyacrylamidgelelektrophorese Gelvernetzung einerseits und Molekülgröße und Mole-
durch RAYMOND (2) sowie DAVIS und ORNSTEIN (3) külladung andererseits dargestellt werden. Daraus er-
bedeutete eine große Bereicherung der biochemischen geben sich in mehrfacher Hinsicht praktische Konse-
Methodik. Herkömmliche Trägermaterialien, wie z. B. quenzen. Einmal wird die Bestimmung von Mole-
das Filterpapier bei der klinisch bedeutsamen Serum- kulargewichten mittels Polyacrylamidgelelektrophorese
elektrophorese, dienten vornehmlich als Antikon- routinemäßig möglich, zum anderen lassen sich für
vektionsmedium und beeinflußten die Trennung kaum schwierige Trennprobleme optimale Trennbedingungen
im positiven Sinne. Polyacrylamid- und Stärkegele vorausberechnen und dann verwirklichen. Eine genaue
nehmen dagegen am Trennprozess aktiv teil. Der Kontrolle der Gelkonzentration und des Vernetzungs-
Trennung aufgrund unterschiedlicher Teilchenladungen, grades verbessert die Reproduzierbarkeit, was eine
dem eigentlichen Prinzip jeder Elektrophorese, über- Standardisierung der Polyacrylamidgelelektrophorese
lagert sich eine Trennung aufgrund unterschiedlicher für die klinische Diagnostik erleichtern kann. Ver-
Molekülgrößen. Dieses Unterscheidungsvermögen von ständlicherweise hat sich das wissenschaftliche In-
Gelen wird als Molekularsiebeffekt1) bezeichnet. teresse gerade auf die Bestimmung von Molekular-
Es war das Ziel dieser Arbeit, experimentell zu unter- gewichten von Makromolekülen (Proteine, Nuclein-
suchen, in welchem Ausmaß der Molekularsiebeffekt säuren) mittels Gelelektrophorese konzentriert. Es ge-
vom gelartigen Träger und vom penetrierenden Teil- nügen bereits Mikrogramm-Mengen mehrerer Test-
chen abhängt. Als Resultat dieser Arbeit kann die Substanzen in einer ungereinigten biologischen Zu-
elektrophoretische Beweglichkeit jetzt als empirische bereitung zur simultanen Gewinnung mehrerer Mole-

kulargewichte. Darüber hinaus können Polyacrylamid-. .
'•sjfbefiau? 8esiebt' USW;.V " so.lltc.m.iin ™^™* gele wegen ihrer durchgehenden chemischen Vernet-den für dieses Phänomen verantwortlichen physikalischen Vor- 6 fe & .

gangen gleichsetzen (aus HEDRICK (4)). zung »* vcrscruedendsten Lösungsmitteln durchtrankt
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Die^angegebenen Näherungsgeraden wurden mittels
eines Computerprogramms nach der Methode der
kleinsten Quadrate berechnet. Die Güte der Lineantat
wurde für jede Punktfolge durch Berechnung des
PEARSON'schen Produkt-Moment-Korrelationskoeffi-
zienten r getrennt getestet. Dieser war mit Werten
zwischen —0,9999 (Transferrin) und —0,9990 (AI-
bumin-Tetramer) so wenig von —1,0 verschieden, daß
praktisch perfekte Linearität vorliegt. Für Myoglobin
war r = _o,9953. Für Fibrinogen mit r = —0,9883
erschien dagegen nur die Einzeichnung einer Aus-
gleichskurve vertretbar (Abb. 5).
Nach Gleichung (1) ist die Steigung jeder Gerade in
den Abbildungen 4 und 5 gleich ihrer Retardationskon-
stanten K, darüber hinaus ist der Ordinatenabschnitt
jeder Gerade gleich dem Logarithmus der freien Mobili-
tät m0. Letzteres konnte in diesem Rahmen experimentell
nicht geprüft werden. Jedoch fanden FERGUSON (21)
und MORRIS (8) für mehrere Proteine gute Überein-
stimmung zwischen den durch Verlängerung der
Geraden bis T = 0 extrapolierbaren freien Mobilitäten
und den diirekt mittels freier Elektrophorese gewon-
nenen freien Mobilitäten. In Abbildung 4 wurde eine
solche Extrapolation der freien Mobilitäten am Beispiel
der Albuminpolymeren durchgeführt.

Elektrophoretische Mobilität und Molekül-
größe
In Gleichung (1) ist die Molekülladung bereits eli-
miniert, denn im log (m/m0), wo beide Mobilitäten
proportional zur Effektivladung sind (24), kürzt sich
die Ladung heraus. In der Steigungskonstanten K
sollte sich deshalb nicht mehr der Einfluß der Molekül-
ladung, wohl aber der Einfluß der Molekülgröße aus-
drücken. In den Abbildungen 4 und 5 sind die errechne-
ten Steigungen notiert. In Abbildung 6 wurden diese
Steigungen gegen die Molekulargewichte der Referenz-
proteine aufgetragen. Es ergibt sich ein linearer Zu-
sammenhang, wie er bereits früher nachgewiesen
wurde (4). Abweichungen von der Geraden erklären
sich durch mangelhafte Korrelation zwischen Mole-
külgrößen und Molekulargewichten, wie sie z. B.
unterschiedliche Teilchendichten verursachen (s. Dis-
kussion). Es gilt:
(2) K = kc · M + a;

0.3 -

0.2

·1
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wobei kc eine hauptsächlich vom Vernetzungsgrad C
abhängige Größe und a eine empirische Konstante ist.
Geometrisch gesehen ist kc gleich der Steigung der
Regressionsgeraden in Abbildung 6, a gleich ihrem
durch Extrapolation für M = 0 erhaltenen Ordinaten-
abschnitt, für den sieh hier der Wert 0,046 findet.
Zusammenfassung der Gleichungen (1), (2) führt zu:
(3) log m == log ra0 — (kc · M + a) · T.
Demnach ist die elektrophoretische Beweglichkeit m
eines Teilchens im Gel als Funktion der Molekülgröße
M und der Molekülladung Q (m0 = Q/OTT«?; STO-
KEs'sches Gesetz) einerseits, als Funktion" der Gel-
konzentration T und der Gelvernetzung C andererseits
beschreibbar. Die Viskosität der flüssigen Phase im
Gel, also des Puffermediums, geht.über die freie Mo-
bilität m0 in die Gleichung ein. Die Gleichung gilt für
kompakte, nicht zu langgestreckte Moleküle mindestens
für den ganzen untersuchten Molekulargewichtsbereich
von 17800 bis 480000. Andere Experimente (4) be-
stätigen ihre Gültigkeit mindestens für Molekular-
gewichte von 50000 bis 500000. Wird die für alle
Gelkonzentrationen gültige Gleichung (3) je einmal
für zwei verschiedene Gelkonzentrationen Tx und T2
(T2 > Tj) angesetzt und die eine Gleichung von der
anderen subtrahiert, so erhält man die speziellere
Gleichung:
(4) log (mj/flig) = (kc - M + a) - (T2 — Tj).
Hier sind mx und m2 die als ÄF oder Wanderungswege
gemessenen Mobilitäten bei den zwei verschiedenen
Gelkonzentrationen Tx und T2 und ihr Verhältnis
m1/m2 der Mobilitätenquotient. Diese Größen lassen sich
experimentell einfach und schnell gewinnen und sind
praktisch anwendbar zur Bestimmung von Molekular-
gewichten und zur Vorausberechnung optimaler Trenn-
bedingungen. Nach Gleichung (4) ist der Logarithmus
des Mobilitätenquotienten linear abhängig vom Molekular-
gewicht. Da alle hier gefundenen experimentellen Werte
mit Gleichung (3) automatisch auch Gleichung (4)
gehorchen, wurde die Gültigkeit von Gleichung (4)
nochmals isoliert mittels anderer Daten in Abbildung 7
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Abb. 6
Linearer Zusammenhang zwischen den Steigungskonstanten K und
den Molekulargewichten (Gleichung (2)). Punkte: Albuminpolymere,
Kreise: Standardproteine aus Abb. 3. Katalase und Apoferritin ver-

halten sich irregulär (s. Diskussion)
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Abb. 7
Linearer Zusammenhang zwischen den Molekulargewichten und dem .
Logarithmus der Quotienten der Mobilitäten bei zwei verschiedenen
Gelkonzentrationen (Gleichung (4)). Punkte: öproz. u. 8proz. Gele,
Kreise: 5proz. u. lOproz. Gele. Die Steigungen der Geraden verhalten
sich gemäß Gleichung (4) wie die Differenzen dieser Gelkonzentrationen
(3:5). Daten nach ZwAAN(9). Standärdproteine mit Molekulargewichten:
Ovalbumin (l + 2) 45 000, Humanhämoglobin 64 000, Albuminpoly-
mere vom Rind n · 67 000, Humantransferrin 88 000, •Humanhapto-

globin l—l 89 000, Humanlactätdehydrogenase 146 000
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nachgewiesen. Es ist in diesem Zusammenhang lehr-
reich, daran zu erinnern, daß solche Quotienten von
Mobilitäten seit einem Vorschlag von ORNSTEIN (24)
mehrfach zur empirischen Abschätzung von Molekül-
größen durch Gelelektrophorese Anwendung fanden
(5, 6, 9, 25, 26).

Elektrophoretische Mobilität und
Vernetzungsgrad C
Der Vernetzungsgrad C bestimmt makroskopisch die
Formbeständigkeit und Elastizität eines Gels. Dar-
über hinaus beeinflußt er aber auch wesentlich die
elektrophoretischen Beweglichkeiten, worauf zuneh-
mend hingewiesen wird (4, 8, 27, 28, 29). Abbildung 8

Albumin
trimer
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0,1 0 ,2 0 ,5 1,0 1 ,5 2 3 4 5

Vernetzungsgrad C
[°/o Quervernetzer vom Gesamtacryiamid]

Abb. 8
Mobilitäten der Alburninpolymeren bei verschiedenen Vernetzungs-
graden, aber konstanter Gelkonzentration (T ~ 10). Selbst bei dem
extrem niederen Vernetzungsgrad C = 0,1 werden die Polymere noch
deutlich gesiebt. Die Albumine sind durch ihre Affinität zu Brom-
phenolblau direkt während der Elektrophorese anfärbbar. So wurde
ein Auseinanderfließen der weniger vernetzten Gele durch Vermeiden

der üblichen Färbeprozedur verhindert.

zeigt in einer Versuchsreihe mit Albuminpolymeren,
daß sich trotz gleichbleibender Gelkonzentration bei
Erhöhung des Vernetzungsgrades von C = 0,1 bis
C = 5 hinauf die Mobilitäten erheblich vermindern,
und zwar nicht proportional. Vergleicht man z. B. die
Albumine bei C = 4 gegenüber C = 0,1, so ist in
diesem Falle (T = 10) die Mobilität des Monomer auf
67%, die des Dimer auf 53% und die des Trimer schon
auf 42% gesunken. Es erscheint, als würde der Sieb-
effekt des Gels bei Erhöhung des Vernetzungsgrades,
ähnlich wie bei Erhöhung der Gelkonzentration, um
einen Faktor multipliziert. Vergleichbare Befunde er-
hielten FAWCETT und MORRIS (27) bei Gelchromato-
graphien mit verschieden stark vernetzten Gelkörnchen.
Nach einer von HEDRICK und SMITH (4) gemachten
Beobachtung vergrößern sich die Steigungen der
Diagramme von log m gegen T (Abb. 4,5), wenn
man den Vernetzungsgrad C erhöht. Diesem Effekt
trägt der Faktor kc in Gleichung (2), (3), (4) Rechnung.
kc ist eine hauptsächlich vom Vernetzungsgrad ab-
hängige Materialkonstante, für die der Terminus Ver-
net^ungskoeffi^ient geeignet erscheint. Der Vernetymgs-
koeffiyent kc läßt sich nach Gleichung (4) aus dem für
mindestens zwei Eichproteine experimentell ermittel-
ten Mobilitätenquotienten berechnen. Aus den Experi-
menten von ZWAAN (9), der mit Cyanogum (C = 5) ar-
beitete, ergibt sich so: kc ̂  = 9,1 -10~7. Analog errech-
net sich für diese Arbeit (C = 2): kc . a = 5,2 -10-*. Diese
Werte gelten für die Verwendung dekadischer Loga-
rithmen und für Gele, die in ungequollenem Zustand
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Abb. 9
Linearer Zusammenhang zwischen dem Logarithmus der Mobilitäten
und der Wurzel aus dem Vernetzungsgrad C bei konstanter Gelkonzen-
tration (T = 6,5). Die für C = 0 extrapolierten Näherungswerte der
Mobilitäten zeigen, daß die Polymere auch in einer 6,5proz. Polyacryl-
amidlösung deutlich gesiebt werden (vgl. Abb. 4). Ultrazentrifuga-
tionen mit Hyaluronsäure haben diesen Siebeffekt von Lösungen
Hochpolymerer bestätigt (46). Jeder eingetragene Ordinatenwert ist
der Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen, in denen die R$-

Werte auf wenigstens ± 0,01 genau reproduzierbar waren

elektrophoriert wurden. Ganz entsprechend lassen
sich verschiedendsten Vernetzungsgraden C die zu-
gehörigen Vernet^ungskoeffi^ienten kc zuordnen, was
letztlich zu einem allgemeinen funktioneilen Zusammen-
hang zwischen beiden Größen führt. Nach Gleichung
(3) ist der Logarithmus der Mobilität eine lineare Funk-
tion des Vernet^ungskoeffi-^ienten kc und damit ein Maß
für kc. In Abbildung 9 wurden in einer gewissen
Analogie zum früheren Vorgehen (vgl. Abb. 4, 5) der
Logarithmus der bei verschiedenen Vernetzungsgraden
C, aber konstanter Gelkonzentration (T = 6,5), als
ÄF-Wert gemessenen Mobilitäten der Albumine dies-
mal gegen die Wurzel aus dem Vernetzungsgrad C
aufgetragen. Der Augenschein und die berech-
neten Korrelationskoeffizienten (r =—0,992; —0,997;
—0,998) machen eine lineare Abhängigkeit wahrschein-
lich, was nahelegt, daß mit dem log m auch kc eine
lineare Funktion der ]/C ist, zumindest bei unge-
quollenen Gelen. Das erarbeitete experimentelle Material
ist begrenzt, da die Gele bei der üblichen Färbeprozedur
mit sinkendem Vernetzungsgrad zunehmend quellen,
was exakte Mobilitätsmessungen erschwert. Ziel sollte
es jedoch sein, die Mobilität auch direkt als Funktion
des Vernetzungsgrades C beschreibbar zu machen.

Elektrophoretische Mobilität entfalteter
Polypeptid ketten; Molekulargewichtsbestim-
mung von Membranproteinen
Abbildung 10 zeigt das Ergebnis einer Elektrophorese
in einem Lösungsmittel aus zwei Gewichtsteilen
Phenol und je einem Volumenanteil Essigsäure und
Wasser (19). Solche und ähnliche Systeme sind fähig,
biologische Membranen vollständig in ihre einzelnen
Lipoid- und Proteinbestandteile aufzulösen. Sie wurden
von uns zur gelelektrophoretischen Analyse von Mem-
branproteinen des Zentralnervensystems verwendet
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(5, 18). Wenn nun auch unter so extremen Bedingungen
irgendein Zusammenhang zwischen elektrophoretischer
Wanderung und Molekülgröße existierte, sollte man
dies zur Bestimmung von Molekulargewichten von
Membranproteinen nützen können. Wir haben schon
früher einen solchen Zusammenhang nachgewiesen
(5). Er ist jedoch anders als für wäßrige Systeme. Man
erhält nämlich nicht die von Gleichung (4) vorge-
schriebene lineare Abhängigkeit zwischen dem Lo-
garithmus des Mobilitätenquotienten und M (vgl. Abb. 7),
wohl aber eine befriedigende lineare Abhängigkeit
zwischen dem Logarithmus des Mobilitätenquotienten

3
und der I'M, wie in Abbildung 11 gezeigt ist:

3
(5) log (mjmj = const · J/~M~+ const3).
Acht der neun getesteten Proteine im Molekular-
gewichtsbereich von 14500 bis 90000 gehorchten dieser
Relation auf wenigstens ± 10% genau. Myoglobin

ß ( A B A B A ß Myelin | A B
?t Fibrinoaen-

«Mrypsin-Inhibitor
(Pankreas)

noch
Quellung

Gesomlmonomerkonzentrot ionT [g/100 ml ]
Abb. 10

Elektrophorese von Standardproteinen und Myelinmembranproteinen
(s. Methoden) quer zu einem linearen Polyacrylamidgel-Konzentra-
tionsgradienten in Phenol-Essigsäure-Wasser. Vernetzungsgrad C = 2.
Die zwei abwechselnd aufgetragenen Testmischungen A und B ent-
hielten die angegebenen Eiweißkomponenten (s. Methoden). Aus 1. c. (5)

90000 M
3 0 * ~ 3 5 T u A5~V^f

Molekula rgewich t M bzw. T/M
Abb. 11

ÄeÄ
^ SÄPzÄ^

(Punkte). Aus den Schnittpunkten der erhaltenen Ordinatenwerfe für
die beiden Myelinproteine (Bp = Basisches Myelinprotein P l ~ Pro
teolipidprotein) mit den nach Methode der kleinsten Quadiate berech
neten Naherungsgeraden ergaben sich aus beiden Meßrefhen fast lain-

^__ tische Molekulargewichte
3) Das „const" bezeichnet Größen, welche nicht näher untersucht
sind oder im jeweiligen Zusammenhang nicht interessieren.

bildet eine systematische Ausnahme mit +21%. Es
erschien legitim anzunehmen, daß sich auch Membran-
proteine in diesen Zusammenhang einfügen. Wir
untersuchten die Eiweißkpmponenten der Myelin-
membran, die als Prototyp einer biologischen Membran
gilt. Sie enthält wie bei den meisten Species, so auch
beim Meerschweinchen, fast ausschließlich zwei Kompo-
nenten (Abb. 10, rechte Bande), das Basische Myelin-
protein (30) und das Pr o teolipid-Protein (31). In Abbil-
dung 11 würden die Molekulargewichte dieser Eiweiße
aus ihren experimentell gewonnenen Mobilitätenquotienten
graphisch bestimmt:

Basisches Myelinprotein - 24500 ± 10%,
Proteolipid-Protein 32800 ± 10%.

Die Richtigkeit dieser Werte ist gewährleistet unter der
Voraussetzung, daß beide Proteine ein normales
Wanderungsverhalten haben. Während die frühere
Literatur 28000 als Durchschnittsmolekukrgewicht für
Myelinproteine (32) und 35—40000 als Molekular-
gewicht für das Basische Myelinprotein (33) angab, wurde
neuerdings für das Basische Myelinprotein des Rindes aus
dessen Aminosäurenzusammensetzung ein Molekular-
gewicht zwischen 15500 und 18200 errechnet (34).
Eine Erklärung für das in diesem phenolischen System
gegenüber wäßrigen Puffern ganz andersartige Wan-
derungsverhalten, wie es sich in den sehr verschiedenen
Gleichungen (4) und (5) widerspiegele, ist kaum in der
exzessiven Gelquellung (Abb. 10) zu suchen. Vielmehr
dürften die spezifischen Lösungsmittelkräfte die Pro-
teinteilchen zu statistischen Knäueln entfalten, durch
deren mögliche Deformierung der ganze Penetrations-
mechanismus anderen Gesetzen unterliegt.

Anwendungen
Die Gleichungen (1)—(5) sind praktisch anwendbar
zur Berechnung von Molekulargewichten aus gelelek-
trophoretischen Daten, zur Charakterisierung von be-
stimmten Proteinformen (Isoenzyme, Polymere)1 und
Vorausberechnung optimaler Trennbedingungen.
Prinzipiell kann nach Gleichung (4) das Molekular-
gewicht jedes Proteins aus dessen Mobilitätenquotienten
direkt berechnet werden, wenn die Absolutwerte von
T^ T2, kc, a exakt bekannt sind. So lieferte Human-
serum bei T-L = 5 und T2 =10 (C = 2) für Trans-
ferrin die ÄF-Werte 0,543 und 0,197, sowie für Al-
bumin die Ar-Werte 0,980 und 0,408. Einsetzen von
kc= 2= 5,2 · 10-7 und a == 0,046 ergibt z\ B. für das
Molekulargewicht des Transferrin (Tra) .die Zahlen-
gleichung :

log 0,543/0,197 = (5,2 - 10~7 MTra + 0,046) - (10 — 5).
Es errechnet sich: MTra = 82700 und entsprechend
für Albumin (Alb): MAlb = 59600. Beide Werte Hegen
um rund 10% unter den echten Molekulargewichten
der beiden Proteine. In der Tat hängt die Exaktheit
einer solchen Direktberechnung von der Präzision des
Versuchsansatzes und der Reproduzierbarkeit der
Methode ab. Unvollständige Polymerisation, gealterte
Reagenzien, verschiedene Feldstärken (bei Messung der
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Wanderungswege d) führen zu Diskrepanzen zwischen
den im Experiment verwirklichten Realwerten von
T!, T2> kc, a und ihren in die Gleichung eingesetzten
Idealwerten. Zur Ausschaltung dieser Feuermög-
lichkeiten wird Gleichung (4) folgendermaßen ver-
einfacht:
(6) log m1/m2 = const · M + const.
Im Versuch wird das Testprotein (die Testproteine)
simultan mit zwei Eichproteinen, die sich regulär
verhalten müssen, elektrophoriert. Dreimaliges An-
setzen von Gleichung (6) für die beiden Eichproteine
und das Testprotein liefert nach Eliminieren der beiden
Konstanten in Gleichung (6) eine Gleichung für das
unbekannte Molekulargewicht. Ein Rechenbeispiel
(Tab. 1) soll dies illustrieren. Transferrin und Oval-

Tab, i
Rechenbeispiel. Bestimmung des Molekulargewichts von Hämoglobin.
Eichsubstanzen Transferrin und Ovalbumin. Wanderungsweg d (mm)

Protein

Transferrin
Ovalbumin
Hämoglobin

4proz.
Gel

di logd t

110
240
131

2,041
2,380
2,117

12proz.
Gel logdi /d zd t log d2 (logmjma)

17
68
29

1,230
1,833
1,462

0,811
0,547
0,655

Molekular-
gewicht

90000
45000

?

bumin sind die Eichsubstanzen und das Molekular-
gewicht des Hämoglobins sei gesucht (Daten von
ZWAAN (9)).
Es ergeben sich gemäß Gleichung (6) die drei Zahlen-
gleichungen :

0,811 = const - 90000 + const,
0,547 = const - 45000 + const,
0,655 = const · MHb + const.

Daraus errechnet sich das Molekulargewicht des
Hämoglobins zu 63400.
Zwei Spezialfälle sollen nur kurz gestreift werden
Finden sich für zwei oder mehrere Proteinbanden
gleiche Steigungskonstanten K (Gleichung (3)) bzw.
gleiche Mobilitätenquotienten (Gleichung (4)), so kann
dies ein Indiz dafür sein, daß multiple Formen eines
Proteins vorliegen, z. B. Isoenzyme. Diese Kriterien
sind prinzipiell schon früher ohne Kenntnis irgend-
welcher Gleichungen angewandt worden (4, 9, 25).
Findet sich dagegen für mehrere Banden eine regel-
mäßige Zunahme der Steigungskonstanten K (Abb. 4)
oder des MobilitätenqiiotienUn (Abb. 7), so kann dies ein
Indiz dafür sein, daß polymere Formen eines Proteins
vorliegen (4, 9).
Abbildung 3 mit ihren vielfach sich überschneidenden
Kurven zeigt beispielhaft, wie sehr die Trennbarkeit
irgend zweier Komponenten, gegeben als ihr gegen-
seitiger Abstand, von der Auswahl der optimalen Gel-
konzentration T abhängt. Aus den hergestellten Gel-
gradienten lassen sich die besser und die weniger ge-
eigneten Gelkonzentrationen gezielt herauslesen und
gegebenenfalls verwirklichen. Zum Beispiel wäre T = 8
deshalb ungünstig, weil dort sowohl Apoferritin und
Fibrinogen, als auch Katalase und Myoglobin je zu

einer Bande verschmelzen. Soll die recht schwierige
Fertigung von Gelgradienten vermieden werden, so
wird aber auch mittels der aus Abbildung 3 gewon-
nenen Abbildung 5 eine geeignete Gelkonzentration
gefunden. Nach Kenntnis der hier aufgeführten Zu-
sammenhänge erhält man Abbildung 5 einfach und
schnell in folgender Weise. Das Testgemisch wird z. B.
bei T = 7 und T = 10 elektrophoriert, die Logarithmen
der gemessenen Mobilitäten werden entsprechend
Abbildung 5 gegen Tx und T2 aufgetragen und durch
die jeweils korrespondierenden Meßpunkte Geraden
gezogen, wobei die Bandenzuordnung in beiden Gelen
bekannt sein muß. Analog verfährt man mit unbe-
kannten Proben. Dieses gezielte Vorgehen ist besonders
wertvoll bei Trennungen im präparativen Maßstab, wo
Spuren einer Verunreinigung die biologische Aktivität
einer Fraktion erheblich beeinträchtigen können.

Diskussion
Die hier aufgeführten empirischen Zusammenhänge
werden zum überwiegenden Teil gut durch die Er-
gebnisse anderer Autoren gestützt (4, 8, 10, 21). Mit
gewissen anderen Arbeiten besteht aber zunächst keine
Übereinstimmung (9, 22, 23). Eine von ZWAAN (9)
vorgeschlagene Näherungsformel lautet unter Ge-
brauch der hier bevorzugten Terminologie sinngemäß :

log M · const -f- const,

wo nia/m! nach ZWAAN als „Retardationsquotient" be-
zeichnet wird. Definitionsgemäß ist diese Größe um-
gekehrt proportional zum obigen Mobilitätenquotienten.
Daraus wirden alle Werte von ZWAAN rückgerechnet
und entsprechend Gleichung (4) umgezeichnet. So
wurde beispielsweise Abbildung 7 gewonnen. Sie
beweist, daß die Messungen von ZWAAN genausogut
zur Stützung von Gleichung (4) dienen können, so daß
die eigentliche Differenz zu diesem Autor nur in der
Interpretation an sich gleicher Versuchsergebnisse
durch eine empirische Näherungsfunktion besteht.
Weiterhin wurden von TOMBS (22) eine Gleichung

M = const/T0,53

und von INGRAM (23) eine Gleichung
2r = const/To, 5 -f- const

vorgeschlagen, wo T0t5 die Gelkonzentration symboli-
siert, welche notwendig ist, um die freie Mobilität m0
eines Teilchens auf ihren Halbwert .zu reduzieren. Setzt
man entsprechend in Gleichung (3) T = T0>5 und
m/m0 = 1/2, so ergibt sich durch Auflösen nach M
jedoch die Aussage, daß M eine lineare Funktion des
Reziprokwertes von T0>5 sein sollte, was sich mit den
Gleichungen von TOMBS und INGRAM nicht verträgt.
Da letzterer seine Messungen bei pH 2,2 durch-
führte und seine Gleichung eher mit Gleichung (5)
korrelieren würde, ist es denkbar, daß die Proteine in
seinem Puffersystem ähnliche Konformationsänderun-
gen erfahren haben, wie in dem hier verwendeten
phenolischen System (pH 2,0). Diese zitierten und
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andere Arbeiten (4, 5, 6, 25, 26), welche bisher die
Möglichkeit der Molekulargewichtsbestimmung mittels
Polyacrjdamidgelelektrophorese wahrgenommen haben,
fußen auf einem gemeinsamen Prinzip insofern, als die
Elektrophorese in zwei oder mehr Gelen verschiedener
Konzentrationen durchgeführt und ein geeigneter
Wert gebildet wird, in dem die Effektivladung völlig
eliminiert ist. Auch andere Methoden wurden vor-
geschlagen. So arbeiteten SHAPIRO (35, 36) und andere
(37, 38) mit Natriumdodecylsulfat enthaltenden Puffern,
in denen dieses Detergens mit den Proteinen Komplexe
eingehen soll, wodurch die Ladungen einander ange-
glichen werden. Dieses eindimensionale Elektrophorese-
verfahren funktioniert vielleicht etwas schneller als
zweidimensionale, jedoch ist der Ladungseinfluß mög-
licherweise nicht immer völlig ausgeschaltet. Außerdem
werden die biologischen Eigenschaften der Test-
substanzen zerstört. Neuerdings wurde ein Zusammen-
hang zwischen den Molekulargewichten und den in
Richtung eines linearen Polyacrylamidgelgradienten
zurückgelegten Wanderungswegen gefunden (39). Eine
Reihe weiterer Arbeiten behandelt die gelelektropho-
retische Bestimmung von Molekulargewichten von
Nucleinsäuren. Diese finden sich gesammelt bei MAURER
(12, 13).
Da so\vohl Gelelektrophorese als auch Gelchromato-
graphie den Molekularsiebeffekt von Gelen ausschöpfen,
sind gewisse Parallelen in beiden Techniken zu er-
warten. So hat MORRIS (8) eine ausgezeichnete Korre-
lation zwischen der Retardationskonstanten K der
Gelelektrophorese und dem in der Gelchromatographie
gebräuchlichen Verteilungskoeffizienten KAV nachge-
wiesen. Neuerdings existiert sogar eine einheitliche
Theorie für Gelelektrophorese und Gelchromatogra-
phie (10). Da beide Techniken das Molekulargewicht
indirekt über die Molekülgröße messen (8, 9, 10), ist
zu erwarten, daß die Ergebnisse durch Faktoren wie
Dichte, Form, Gehalt an Kohlenhydraten, Lipoiden
und prosthetischen Gruppen in gleichem Maße mit-
bestimmt, aber auch verfälscht werden. ANDREWS (40)
hat dies bei der Gelchromatographie untersucht. Zwar
kann man die Genauigkeit der Molekulargewichts-
bestimmung mittels Polyacrylamidgelelektrophorese
grob auf ± 10% veranschlagen (4, 35, 36, 37), im
Einzelfall sind jedoch mögliche Überschreitungen nicht
vorhersehbar. Zum Beispiel scheint die prosthetische
Gruppe der Katalase eine dichtere Packung der Poly-
peptidkette zu bewirken, demgemäß verhält sie sich
hier (Abb. 4) wie in der Gelchromatographie (40) wie
ein Teilchen des Molekulargewichts 195000. Für
Apoferritin existieren widersprüchliche Angaben, ein-
mal soll es sich wie das sehr dichte Ferritin verhalten
(4, 41), was auch Abbildung 4 nahelegt, zum anderen
werden normale Werte gefunden (40). In der Apo-
ferritinfraktion ist allerdings noch eine zweite Kompo-
nente vertreten (Abb. 3, uiudentifiziertes Protein),
deren Wanderung dem Erwartungswert für Apoferritin
gut entspricht. Kohlenhydrathaltige Eiweiße spiegeln
meist überhöhte Molekulargewichte vor (40). So er-

mittelt die Gelchromatographie für das Ovomucoid
(M = 28000) mit einem Kohlenhydratanteil von 21 bis
27% ein Molekulargewicht von 55000 (40), analog
lassen die gelelektrophoretischen Daten (8) auf ein
Molekulargewicht von* 45-—55000 schließen. Ein Ein-
fluß der Molekülform ließ sich bisher nur beim lang-
gestreckten Fibrinogen signifikant nachweisen, für das
die Gelchromatographie ein Molekulargewicht von
730000 bestimmt (40). Nach den hier erzielten Er-
gebnissen verhält sich Fibrinogen insofern eigentümlich,
als bereits Gleichung (1) nicht zu gelten scheint. In
Abbildung 5 ist deshalb für dieses Protein eine Aus-
gleichskurve eingezeichnet. Demnach kann höchstens
ein Durchschnittsmolekulargewicht etwa bei 90000
angegeben werden. Da das tatsächliche Molekular-
gewicht des Fibrinogens bei 340000 liegt, deuten diese
widersprüchlichen Befunde möglicherweise darauf hin,
daß eine langgestreckte Molekülform das gelelektro-
phoretische und das gelchromatographische Verhalten
in gegensätzlichen Richtungen beeinflussen könnte.
Nebenbei sei angemerkt, daß die gelelektrophoretisch
gewonnenen Molekulargewichte in Abhängigkeit von
pH und lonenstärke etwas variieren können (4, 8, 10).
Dabei ist noch offen, ob diese Schwankungen zufällig
oder als Folge pH- oder ionenstärkeabhängiger Kon-
formationsänderungen auftreten. Alle diese Störfak-
toren sollten sich dann weitgehend ausschalten lassen,
wenn die Polypeptidketten durch Anwendung disso-
ziierender Solventien zu statistischen Knäueln ent-
faltet werden. In dem verwendeten Phenolsystem z. B.
verhält sich die Katalase-Untereinheit normal, auch
Fibrinogen wandert qualitativ richtig (Abb. 10). An-
dererseits lag das Myoglobin in wiederholten Bestim-
mungen um 21% über dem Sollwert, wobei die farb-
tragende prosthetische Gruppe offensichtlich nicht vom
Proteinanteil abgespalten wird. Dies mag darauf hin-
weisen, daß nicht immer eine ideale Entfaltung der
Polypeptidkette erreicht wird.
Wie in den Molekulargewichtsberechnüngen gezeigt
wurde, sind die beiden eingeführten Konstanten a und
kc praktisch brauchbare Größen, gleichgültig, ob die
angegebenen Formeln auch für Molekulargewichte
unterhalb 17800 gelten, was noch überprüft werden
muß. Die bei verschiedenen Vernetzungsgraden ge-
fundenen, fast identischen Werte für a = 0,046 (diese
Arbeit: C = 2) und a = 0,045 (HEDRICK (4): C = 3,3)
deuten an, daß a tatsächlich eine von C unabhängige
Konstante ist. Sie besagt, daß alle Teilchen noch
stärker als nach dem durch kc · M · T ausgedrückten
Molekularsiebeffekt 2u erwarten retardiert werden. Diese
zusätzliche Retardation durch steigende Gelkonzen-
tration zeigt sich im Experiment besonders klar an
Molekülen, die so klein sind, daß für sie kein Sieb-
effekt im obigen Sinne mehr in Frage kommt, 2. B. an
der Mobilität von Farbstoffen wie Bromphenolblau
(M == 670). Man hat versucht, diesen Effekt durch die
Abnahme des frei verfügbaren Raumes (9) oder den
endlichen Radius der Gelfäden (10) zu erklären, jedoch
scheinen noch mehr und genauere Informationen über
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das Wanderungsverhalten niedermolekularer Substan-
zen notwendig zu sein, um diese Frage schlüssig zu
beantworten. Der Vermt%ungskoeffi%ient kc berück-
sichtigt die starke Abhängigkeit der Mobilität vom
Vernetzungsgrad. Seine Definition, wie sie hier ge-
handhabt wurde, ist dann gerechtfertigt, wenn die
angeführten Gleichungen für verschiedene Vernetzungs-
grade gleichermaßen gültig sind. In der Tat passen die
Gleichungen für Daten bei C = 5 (9), C = 3,3 (4) und
C = 2 (diese Arbeit). Orienüerende Messungen an
Gelen mit C = 0,5 machen die Validität der Formeln
selbst für diesen niederen Wert wahrscheinlich. Dem-
nach verhalten sich Gele mindestens im Bereich C = 0,5
bis C = 5 insofern qualitativ gleichartig, als der Beitrag
des Moleküls zum Siebeffekt, dessen Gesamtgröße
durch das Produkt kc · M · T beschrieben ist, vom
Molekülvolumen (proportional M) bestimmt wird.
Demgegenüber vertreten andere (10) aufgrund rein theo-
retischer Überlegungen die Auffassung, daß Gele
relativ niedrigen Vernetzungsgrades (bis C = 5) (long
fiber gels) die Teilchen mehr nach der molekularen
Oberfläche, solche höheren Vernetzungsgrades (short
fiber gels) mehr nach dem Molekülvolumen sieben.
Nach Meinung des Autors erklärt dies nur unzureichend
den starken Einfluß des Vernetzungsgrades, dessen
korrekte theoretische Auslegung deshalb zum Prüfstein
jeder entwickelten Theorie werden kann. Da Ver-
netzungsgrade über C = 5 für die Praxis keine Vorteile
bieten, wurden solche Werte hier nicht untersucht.
Jedoch verdient ein Befund von HJERTEN (29) Be-
achtung, wonach bei Steigerung des Vernetzungs-
grades über C = 5 die Mobilitäten wieder zunehmen.
Demnach würden Gele dieses Vernetzungsgrades
immer den für die jeweilige Gelkonzentration größt-
möglichen Molekularsiebeffekt erzielen. Ein über-
raschend analoges Ergebnis wurde auch in der Gel-
chromatographie (8, 27) erhalten.
Da die Polyacrylamidgele aus hochgereinigten Chemi-
kalien synthetisiert werden, wird der Polyacrylamid-
gelelektrophorese eine hohe Reproduzierbarkeit nach-
gesagt. Eine kritische Durchsicht der Literatur ergibt
jedoch, daß erstens in ein und demselben Laboratorium
oft schon eine Streuung auftritt, und daß zweitens die
Ergebnisse verschiedener Laboratorien kaum mit-
einander vergleichbar sind. Um die reproduzierbare
Konstanz der Gelkonzentration T und des Vernetzungs-
grades C, welche die Mobilitäten so entscheidend be-
stimmen, immer zu garantieren, müssen die Ausgangs-
substanzen zu jedem Zeitpunkt voll reaktiv sein. Dies
soll ab und zu mittels geeigneter Tests, wie sie MAURER
(12, 13) zusammengestellt hat, überprüft werden. So
wird z.B. der Vernetzer „Bis" wegen der geringen be-
nötigten Mengen 20 bis lOOmal langsamer als das
Acrylamid im Labor umgesetzt und kommt teilweise
erst nach Jahren, durch Spontanpolymerisation er-
heblich beeinträchtigt, zur Anwendung. Die Repro-
duzierbarkeit leidet auch dann, wenn die jeweiligen
Polymerisationsbedingungen (saurer pH-Wert, Sauer-
stoffzutritt, Photopolymerisation) nur eine teilweise

Polymerisation zuließen. Für die Vollständigkeit der
Polymerisation gibt es noch keinen Test, man kann aber
einen solchen auf dem Molekularsiebeffekt des Gels
aufbauen. Wenn nämlich einmal die Vernetzungs-
koeffizienten kc für verschiedene Vernetzungsgrade
unter Idealbedingungen verbindlich festgestellt worden
sind, so können diese in jedem Labor nachbestimmt
werden. Liegen die gefundenen Werte unter den Richt-
werten, so weist dies auf gealterte Reagenzien oder
unzureichende Polymerisationsbedingungen oder beides
hin. Wesentlich ist außerdem, daß sich Gele, welche vor
der Elektrophorese gequollen waren, zumindest quan-
titativ anders verhalten, als ungequollene Gele. Aus den
von MORRIS (8) an gequollenen Gelen erzielten Er-
gebnissen lassen sich nämlich kc-Werte berechnen, die
ungefähr das l,5fache der hier für ungequollene Gele
gefundenen Werte ausmachen. Eine strikte Kontrolle
all dieser kritischen Faktoren sollte die Reproduzier-
barkeit der Polyacrylamidgelelektrophorese wesentlich
verbessern und so eine Standardisierung für die kli-
nische Diagnostik erleichtern. Auch in der Stärke-
gelelektrophorese wird eine unkontrollierbare, un-
erklärliche Schwankung der Mobilitäten beobachtet
(20, 21). Aus der chemischen Struktur des Stärke-
moleküls ergibt sich ein Vernetzungsgrad von etwa
4% (42). Dieser Wert mag je nach Herkunft des Natur-
produktes Stärke variieren und so die unterschiedliche
„Porosität" (21) verschiedener Stärkechargen er-
klären.
Obwohl die hier aufgezeigten Ergebnisse sowie deren
Interpretation rein empirisch sind, dürfte sich mög-
licherweise auch eine theoretische Grundlage für die
angegebenen Formeln finden. Physikalisch gesehen
könnte z. B. das Produkt M · T eine Maßzahl für die
Anzahl der Kollisionen zwischen Partikel und Gel-
fäden sein, während das Produkt kc · M · T ein Maß
für den bei diesen Kollisionen vom Partikel auf das
Gelnetzwerk abgeführten Impuls bilden würde, welcher
sich mit steigendem Vernetzungsgrad durch Erhöhung
der InteraktionsWahrscheinlichkeit zwischen den Gel-
ketten vergrößern müßte. Diese skizzierte mehr dy-
namische Vorstellung über den Penetrationsmechanis-
mus, welche auch den Vorstellungen anderer Autoren
mehr entspräche (43, 44), soll bewußt eine Denk-
alternative zu den für Gelelektrophorese (10, 22, 23)
und Gelchromatographie postulierten statischen Theo-
rien bieten, die in vielleicht etwas einseitiger Manier das
Gel lediglich als starres Netzwerk betrachten, dessen
Fäden von einem bewegten Teilchen nicht deplaciert
werden können. Diese Gesichtspunkte werden in
einer Monographie von MAURER (13) ausführlicher er-
örtert, welche auch alle anderen wesentlichen In-
formationen über die Polyacrylamidgelelektrophorese
bringt.
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