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CHROM. 41QI

Elektrophorese und Anfirbbarkeit von synthetischen Peptiden

Zur Auftrennung von Protein-, Peptid- und Aminosiure-Gemischen werden die
Papier-, Cellogel-, Stidrke- und Polyacrylamid-Gel-(PAG)-Elektrophorese verwendet.
Besonders PAG-Elektrophorese zeichnet sich durch ein hohes Auflésungsvermégen
aus. Diese Methode wurde bisher nur zur elektrophoretischen Auftrennung von
Proteingemischen eingesetzt. Uber die PAG-Elektrophorese von Peptiden wurde noch
nicht berichtet. PAG-Elektrophorese wird bei uns zur Trennung von Casein-Frak-
tionen eingesetzt!.

Aus der Elektrophorese und Anfirbung einiger Modellpeptide (Tabelle I) auf
verschiedenen Trigern sollte eine geeignete Elektrophorese-Methode zur Unter-
suchung von kiirzerkettigen Peptiden entwickelt werden.

Experimenteller Teil

Modellpeptide. Die in Tabelle I aufgefiihrten Peptide wurden nach der Fest-
phasen-Methode?:® synthetisiert.

Polyacrylamid-Gel-(PAG )-Elektrophorese (Lit. 4—-8). PAG-Elektrophorese wur-
de nach der frither beschriebenen Methode?! in der Zelle nach Lit. g ausgefiihrt.

Fir die Herstellung des Gels wurde folgender Ansatz verwendet: 4.275 g
Acrylamid; o.225 g N,N’-Methylen-bis-acrylamid; 30 ml Trispuffer; 2 Tropfen
N,N,N’,N’-Tetramethylendiamin; 2 Tropfen 109,ige wissrige Ammoniumpersulfat-
Loésung. Das Gel enthilt 159, Acrylamid. Fiir eine 2 mm dicke Gelplatte vom Format
10 X 20 cm musste die dreifache Menge der Reagenzien verwendet werden.

Zusammensetzung des Trispuffers (pH = 8.2-8.4): 6.0 g Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan, 28.8 g Glycin und 300 g Harnstoff mit dest. Wasser auf 1 1 auffiillen.

Puffer fiir die Elektrophoresekammern (pH = 8.2-8.4): 6.0 g Tris-(hydroxy-

TABELLIEEI

ANFARBUNG VON SYNTHETISCHEN PEPTIDEN MIT AMIDOSCHWARZ I0 B AUF CELLOGEL-TRAGER-
FOLIEN
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8 Nach vorhergehender Hitzefixierung am Triger. 4 = angefiéirbt; — = nicht angefirbt,
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methyl)-aminomethan und 28.8 g Glycin mit dest. Wasser auf 11 auffiillen.

Die Lésungen der Peptide und des entfetteten Kises wurden vor der Aufgabe
auf die PAG-Triager mit Rohrzucker und einem Tropfen Bromphenolblau in 409iger
Rohrzucker-Lo6sung versetzt. Bei einer Stromstirke von 30 mA liess man d1e Proben
1/2 h einziehen und stellte dann fiir 3 h auf 50-60 mA.

Von den in Tabelle I angegebenen Peptiden wurden jeweils 10, 20, 30, 50 und
100 ul einer 10, 20, 30 und 509%igen Lésung im Trispuffer aufgetragen. Von der
10%igen Losung des entfetteten Kises in Trispuffer wurden 2o ul aufgegeben. Nach
der Elektrophorese wurde 15 min in einer 0.5%igen Amidoschwarz 10 B Lésung in
7.5%iger wissriger Essigsdure angefidrbt. Als Entfidrber verwendeten wir 109 ige
wissrige Essigsiure. Nach dieser Methode wurde nur der Késeextrakt angefirbt.

Versuche zur Fixierung der Peptide im Gel

Um das Auswaschen der Peptide bzw. der Peptidfarbstoff-Komplexe aus dem
Gel zu verhindern, wurden dem Farbbad und dem Entfdrber 109, Perchlorsiure,
109, Trichloressigsdure, 109, Sulfosalicylsiure, 109, Phosphorwolframsiure oder
Methanol bis zu 909, zugegeben. Das Gel wurde auch 15 min in Glycerin gelegt und
danach 2 h bei 110° erhitzt. Trotz dieser Behandlungen konnten die Peptide mit
Amidoschwarz ro B nicht angefirbt werden.

Cellogel-Elektrophorvese (Lit. 1o und 11 ). Bei der Cellogel-Elektrophorese wurden
Cellogel-Streifen (Chemetron, Milano (Italien)) vom Format 4 X 17 cm verwendet.
Die Elektrophorese wurde wihrend 15 min bei einem Spannungsgefille von 30 V/cm
in dem Puffer Pyridin-Eisessig—Wasser (25:1:225) (pPH = 6.5) ausgefiihrt.

Die Cellogel-Streifen wurden auf Glasplatten aufgelegt, welche auf dem Kiihl-
block der Elektrophoresekammer lagen. Aufgetragen wurden jeweils 5 ul einer
30%igen Peptidldsung bzw. einer 10%,igen Losung des Kiseextralktes.

Anfirbung mit Amidoschwarz 10 B (Lit. r2). Die Cellogel-Streifen wurden nach
der Elektrophorese 5 min in ein Firbebad aus 0.5%, Amidoschwarz ro B in Methanol-
Eisessig (9o:10) gelegt und danach in einer Lésung von Methanol-Eisessig (9o:10)
entfirbt. Keines der Modellpeptide (Tabelle I) konnte auf diese Weise angefirbt
werden. Nur die Proteinzonen des Kiseextraktes wurden angefirbt.

Fixieren auf dem Cellogel-Triger. Die Zugabe folgender Eiweissfiallungs-
mittel!3-18 zu der Farblésung und dem Entfirber zeigte keinen Erfolg: Perchlorséure,
Trichloressigsiiure, Sulfosalicylsiure, Salicylsiure, Phosphorwolframsiure; jeweils
10%ig. Behandelt man die Cellogel-Folien nach der Elektrophorese jedoch 2-3 min
bei 110°, so werden die lysin-haltigen Peptide mit Amidoschwarz 10 B in essigsaurem
Methanol angefirbt (Fig. 1). Beim Kéiseextrakt treten nach Hitzefixierung keine
zusédtzlichen Banden auf.

Anfirbung mit dem Ninhydrin—-Cd-Acetat-Reagens (Lit. 19). Zusammensetzung
des Reagens: 0.2 g Cd-Acetat; 10 ml Eisessig; 100 ml Methanol; ro ml Wasser; 1 g
Ninhydrin.

Die Cellogel-Streifen werden nach der Elektrophorese 2—3 min auf r10° erhitzt
und durch die Ninhydrin-Cd-Acetat-Lésung gezogen. Die Streifen werden 2 h {iber
konz. H,S0, aufbewahrt, worauf sich rot gefirbte Zonen abzuzeichnen beginnen. Die
Farbentwicklung kann durch Erwidrmen der Streifen auf 60° beschleunigt werden.
Nach dieser Methode kénnen simtliche Peptide angefirbt werden.

Papierelektrophorese (Lit. 20). Fiir die Papierelektrophorese auf Schleicher &
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Fig. 1. Cellogel-Elektrophorese und Amidoschwarz 10 B Anfirbung nach vorhergehender Hitze-
fixierung von synthetischen Peptiden (Nummern aus Tabelle I).

Schiill-Papier 2043 a Mgl (3 X 30.6 cm) galten die gleichen Bedingungen wie bei der
Cellogel-Elektrophorese, jedoch waren die Peptidbanden vergleichsweise breiter und
diffuser. Der Kiseextrakt wurde nicht aufgetrennt.

Ergebnisse

PAG-Elektrophorese. Keines der synthetischen Peptide konnte auf Polyacryl-
amid-Gel angefirbt werden. Die Peptidfarbstoff-IKomplexe sind in den wissrigen
Farblésungen und Entfirbern zu gut loslich und werden vollstéindig ausgewaschen.
Auch der Zusatz von Eiweissfidllungsmitteln!®-1® zum Polymerisationsgemisch des
PAG, zu den Farbbiddern und Entfirbern brachte keine Anfiarbung der Peptide,
obwohl z.B. das Eicosapeptid und das Undecapeptid (Tabelle I) aus wissriger Losung
mit Trichloressigsidure ausgefillt werden konnen. Organische Losungsmittel, wie
Methanol oder Methanol-Eisessig-Gemische, bewirken eine starke Schrumpfung des
Gels und kénnen deshalb nicht fiir Farblésungen oder Entfirber benutzt werden.
Unsere Versuche mit PAG-Elektrophorese ergaben, dass Peptide mit einer Ketten-
linge von 2—20 Aminosiduren nach dieser Methode nicht sichtbar gemacht werden
konnen; hingegen werden die Proteinkomponenten eines Kédseextraktes auf PAG mit
Amidoschwarz gut angefirbt.

Cellogel-Elektrophorese. Mit Amidoschwarz konnten auch auf Cellogel-Trdagern
die Modellpeptide in Methanol-Eisessig-Lésung vorerst nicht angefiarbt werden. Der
Zusatz von Eiweissfillungsmitteln zu den Farblésungen und Entfirbern zeigte keinen
Effekt.

Mit der Ninhydrin—-Cd-Acetat-Fédrbemethode konnten alle Peptide angefédrbt
werden. Bei dieser Technik wird der Cellogel-Streifen nach der Elektrophorese bei
110° kurz getrocknet, durch die Ninhydrin—-Cd-Acetat-Losung gezogen und dann
tiber konz. Schwefelséiure oder im Trockenschrank entwickelt.

Erhitzt man die Cellogel-Folie nach der Elektrophorese und firbt mit Amido-
schwarz 1o B ein, so kénnen nur die lysin-haltigen Peptide angefirbt werden (Fig. 1).
Peptide, die kein Lysin enthalten, werden auf Cellogel nur vom Ninhydrin-Cd-
Acetat-Reagens angefirbt.

Die Fixierung der Peptide am Cellogel-Triger kann also nur durch Hitzebe-
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handlung erfolgen. Im Falle des Kiseextraktes treten beim Erhitzen des Streifens
vor der Anfirbung keine zusiitzlichen Banden auf.

Papierelektrophorese. Durch Papierelektrophorese wird eine sehr schlechte Auf-
trennung des Késeextraktes erreicht. Auch die Modellpeptide ergaben auf Papier
breite und diffuse Banden. Eine Hitzefixierung der Peptide auf Papier war fiir die
Anfirbung mit Amidoschiwarz 10 B unbedingt notwendig. Wie aus fritheren Ver-
suchen hervorgeht, kénnen schon Aminosiduren nach Hitzefixierung am Papier ange-
firbt werden.

Dislkussion

Bisher wurde fiir die elektrophoretische Auftrennung des Kéiseextraktes die
PAG-Elektrophorese angewandt. Es war dabei nicht sicher, ab welcher Kettenlinge
Peptide iiberhaupt erfasst wurden. Durch unsere Untersuchungen an Modellpeptiden
konnte bewiesen werden, dass bei der PAG-Elektrophorese Peptide mit 20 oder
weniger Aminosdureresten im Molekiil nicht erfasst werden. Ab welcher Kettenlinge
Peptide auf Polyacrylamid-Gel angefirbt werden kénnen, kann noch nicht gesagt
werden, da Peptide mit mehr als 20 Aminosiduren im Molekiil nicht zur Verfiigung
standen.

Fiir die Anfirbbarkeit von Peptiden mit Amidoschwarz scheint deren Lysin-
gehalt eine wesentliche Rolle zu spielen. Peptide, die kein Lysin enthalten, kénnen
selbst nach Hitzefixierung auf Cellogel- oder Papier-Trigern nicht angefirbt werden.
Mit dem Ninhydrin—-Cd-Acetat-Reagens sind jedoch alle Peptide nachweisbar.

Herrn J. FLEISCHER danken wir fiir fleissige und gewissenhafte Mitarbeit.
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