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Gelelektrophorese

• Qualitätskontrolle von Proteinen

• Untersuchungen zur Proteinexpression
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Vorteile der (2-D)-Gelelektrophorese:
• hervorragende Trennleistung und 

Selektivität

aber: Nachteile:
• lange Analysenzeiten
• unbefriedigende Reproduzierbarkeit

– für Flächen werden in der Literatur 15-70% 
RSD% angegeben
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KISS - Algorithm

• 3D Gel-Darstellungen werden in ein 2D 
Elektropherogramm umgewandelt

• Grauwerten werden mit MATLAB Zahlen 
zugeordnet

Simone Schröder, Hui Zhang, Edward S. Yeung, Lothar Jänsch, 
Claus Zabel, Hermann Wätzig, submitted to J. Proteom Res.
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KISS - Algorithmus
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KISS - Algorithmus
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Visualisierung mittels nativer Fluoreszenz

H. Zhang, E. Yeung, Electrophoresis 2006

H. Zhang, E. Yeung, S. Schröder, H. Wätzig, in preparation
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Kalibriergerade bei Verwendung 
nativer Fluoreszenz: Lysozym
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RSD% ≈ 10%

Simone Schröder, Hui Zhang, Edward S. Yeung, Lothar Jänsch, 
Claus Zabel, Hermann Wätzig, submitted to J. Proteom Res.
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Linse
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Experimenteller Aufbau für die Fluoreszenz-Detektion von Proteinen mittels Laseranregung
(side entry) 
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spot intensity

conversion

12% SDS-PAGE 

15 ul of Precision Plus Protein Standard 

Stained with Biosafe Coomassie (Bio-Rad)

conversion

12% SDS-PAGE 

15 ul of Precision Plus Protein Standard 

Stained with Biosafe Coomassie (Bio-Rad)

RSD% ≈ 5%

S. Schröder, 
A. Ahmed,   
H. Wätzig,    
in preparation
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< 10 %further minor error sources include:
sample preparation, IPG strip rehydration, protein 
loading, gel scanning, integration software, impact 
of the gel / interaction between gel and separated 
proteins, temperature changes etc…

10 – 15 % [section 3.1.]

13 – 70 % [section 3.2.]
12 – 16 % [section 3.3.]

10 % [ section 3.4.]

major error sources
transfer between first and second dimension
visualization:

staining methods
native fluorescence

analyst

15 – 70 % 15, 17, 18, 36total variability in quantitative 2-DE

aus: Simone Schröder, Hui Zhang, Edward S. Yeung, Lothar Jänsch, 
Claus Zabel, Hermann Wätzig, submitted to J. Proteom Res.
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Verbesserungsmöglichkeiten

1. Probenvorbereitung
2. IPG-Streifen: Rehydratisierung
3. 1. Dimension (IEF)

– Beladung
– Fokussierungszeiten

4. IPG-Streifen: Equilibrierung
5. 2. Dimension (SDS-PAGE)

– Geldicke
– Polymerisationsbedingungen

6. Visualisierung/Datenanalyse
– ggf. Anfärbung; 
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Verbesserungsmöglichkeiten

1. Probenvorbereitung
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– Fokussierungszeiten

4. IPG-Streifen: Equilibrierung
5. 2. Dimension (SDS-PAGE)

– Geldicke
– Polymerisationsbedingungen

6. Visualisierung/Datenanalyse
– ggf. Anfärbung; 

Übergang
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Schlussfolgerungen:

• Das Hintergrundsignal ist meist die 
Hauptfehlerquelle

• Dieses kann durch Detektion mittels
nativer Fluoreszenz oder NIR 
wesentlich reduziert werden

• Eine RSD% von 5% ist in Reichweite



18



19

GE
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Native Fluorescence 
Detection

16 ng 8 ng 4 ng 1.6 ng 0.8 ng

lysozyme (Mr 14 400 Da)

trypsin inhibitor (Mr 21 500 Da)

carbonic anhydrase (Mr 31 000 Da)

ovalbumin (Mr 45 000 Da)

serum albumin (Mr 66 200 Da)
phosphorylase b (Mr 97 000 Da)
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Experimental setup for fluorescence detection of proteins with laser side-entry excitation, 
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NIR detector precision data

5.2671.56029.62031.98326.68529.57529.44430.07029.55830.0258

6.3242.30636.46740.55333.28836.55735.93936.18634.83637.9097

5.4862.38743.50847.74740.36843.46843.25244.03941.24344.4416

3.8090.84822.26623.31020.87422.62622.52122.65121.33522.5485

6.2601.75628.05730.77126.23029.03928.38328.31625.47828.1854

6.1940.92114.86515.68213.98315.95815.14415.20513.37214.7113

4.8010.3787.8768.5577.8658.2117.5127.7457.6667.5792

5.5751.06419.09220.56818.03320.29618.03019.50818.97018.2371
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IPG - strip equilibration

• Sodium dodecyl sulphate (SDS) 
saturates the IPG strip and forms 
negatively charged protein-SDS 
complexes

• Disulfide bonds are cleaved by thiol-
reducing agents (dithiothreitol = DTT)

• Iodoacetamide alkylates thiol groups to 
prevent their reoxidation during 
electrophoresis
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IPG - strip equilibration

polyacrylamid gel

agarose
2. Dimension2. Dimension
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IPG - strip equilibration

1 2
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MrMr [[kDAkDA]]
SDSSDS--
concentrationconcentration: : 

2 %
8080

2 %

1: 1: glucoseoxidaseglucoseoxidase

2: 2: albuminalbumin

3: 3: catalasecatalase

4: 4: pepsinpepsin

5: 5: ßß--lactoglobulinlactoglobulin

6: 6: myoglobinmyoglobin

7: 7: ribonucleaseribonuclease

8: 8: cytochromecytochrome c
1010

c

pHpH3,03,0 10,010,0



26

Visualization
trypsin inhibitor
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Visualization
trypsin inhibitor
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Native Fluorescence Native Fluorescence 
DetectionDetection

1D gel electrophoresis1D gel electrophoresis

number n of runs: n = 8number n of runs: n = 8
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RuBPS - Staining

RuBPS-Färbung
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Coomassie - staining

Coomassie-Färbung
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