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ÜberblickÜberblick

•• Proteinanalytik mittels Gelelektrophorese Proteinanalytik mittels Gelelektrophorese 

•• ProblematikProblematik

•• PräzisionPräzision

•• DetektionsmethodenDetektionsmethoden

•• Native FluoreszenzNative Fluoreszenz

•• NIR NIR DetektionDetektion

•• VersuchsdesignVersuchsdesign

•• PlackettPlackett -- BurmanBurman

•• Zusammenfassung und AusblickZusammenfassung und Ausblick
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2D Gelelektrophorese2D Gelelektrophorese

1. Dimension: IEF

2. Dimension: 

SDS-PAGE

J. Weekes et al., Electrophoresis 1999, 20, 898-906
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2D Gelelektrophorese2D Gelelektrophorese

•• Vorteile:Vorteile:

•• Auftrennung komplexer ProteingemischeAuftrennung komplexer Proteingemische

•• Trennung tausender Proteine in einem GelTrennung tausender Proteine in einem Gel

•• hohe Auflösunghohe Auflösung

•• Anwendung:Anwendung:

•• Klinische DiagnostikKlinische Diagnostik

•• ArzneistoffentwicklungArzneistoffentwicklung
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2D Gelelektrophorese2D Gelelektrophorese

•• Nachteile:Nachteile:

•• lange Analysenzeitenlange Analysenzeiten

•• nicht zufriedenstellende Präzisionnicht zufriedenstellende Präzision

quantitative Unterschiede von Gel zu Gelquantitative Unterschiede von Gel zu Gel

13% 13% -- 60% 60% RSD%RSD% bezogen auf  bezogen auf  

PeakflPeakfläächenchen
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ZielsetzungZielsetzung

•• Analyse der HauptfehlerquellenAnalyse der Hauptfehlerquellen

•• Verbesserung der Präzision der Verbesserung der Präzision der 

quantitativen 2D Gelelektrophoresequantitativen 2D Gelelektrophorese
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StandardgelStandardgel

Mr [kDa]

80

10

30

pH3.0 10.0

1 2

3

4

5

6

7

8

1: Glucoseoxidase1: Glucoseoxidase

2: Albumin2: Albumin

3: Catalase3: Catalase

4: Pepsin4: Pepsin

5: 5: ßß--LactoglobulinLactoglobulin

6: Myoglobin6: Myoglobin

7: Ribonuclease7: Ribonuclease

8: Cytochrome C8: Cytochrome C
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DetektionDetektion

•• GelbilderGelbilder werden um eine Dimension reduziert    werden um eine Dimension reduziert    

Darstellung als Darstellung als ElektropherogrammElektropherogramm

•• Grauwerte werden mit MATLAB in Zahlen Grauwerte werden mit MATLAB in Zahlen 

umgewandeltumgewandelt

•• KISSKISS = = KKorrektesorrektes--IIntegrationsntegrations--SSoftwareoftware--SSystemystem

Erstellung und Integration der Erstellung und Integration der ElektropheroElektrophero--

grammegramme

S. Schröder, H. Zhang, E. S. Yeung, L. Jänsch, C. Zabel, H. Wätzig, 

J. Proteome Res. 2008, 7, 1226-1234
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FluoreszenzfarbstoffFluoreszenzfarbstoff

S. Schröder, H. Zhang, E. S. Yeung, L. Jänsch, C. Zabel, H. Wätzig, 

J. Proteome Res. 2008, 7, 1226-1234
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Native FluoreszenzNative Fluoreszenz

•• Aromatische Aminosäuren Aromatische Aminosäuren 

(Tryptophan, (Tryptophan, TyrosinTyrosin, , PhenylalaninPhenylalanin))

•• UVUV--Absorption: 250 Absorption: 250 -- 300 nm300 nm

•• Fluoreszenz: 300 Fluoreszenz: 300 -- 400 nm400 nm

H. Zhang, E. S. Yeung, Electrophoresis 2006, 27, 3609-3618
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Native FluoreszenzNative Fluoreszenz

H. Zhang, E. S. Yeung, Electrophoresis 2006, 27, 3609-3618

S. Schröder, A. Schenk, H. Zhang, E. S. Yeung, H. Wätzig, in Vorbereitung

12 - 16% RSD%
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Laser

Zylindrische Linse

Zylindrische Linse

Spiegel

Spiegel

Gelkassette

Experimenteller Aufbau für die Fluoreszenzdetektion von Proteinen mittels Laser-

Seiteneinstrahlung

Aufsicht

Native FluoreszenzNative Fluoreszenz
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NIR NIR DetektionDetektion

•• Detektor: Odyssey, Detektor: Odyssey, LiCorLiCor

•• DetektionDetektion im im NIRNIR--BereichBereich

•• Verbesserung des HintergrundrauschensVerbesserung des Hintergrundrauschens
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NIR NIR DetektionDetektion

•• Mark 12Mark 12TMTM unstainedunstained Standardlösung, Standardlösung, InvitrogenInvitrogen

NIR Scanner, 

Odyssey, LiCor

Fluoreszenz Scanner,

Typhoon, 

GE Healthcare

•• Coomassie FärbungCoomassie Färbung
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NIR NIR DetektionDetektion

•• Mark 12Mark 12TMTM unstainedunstained Standardlösung, Standardlösung, InvitrogenInvitrogen

IR Scanner, 

Odyssey, LiCor

Fluoreszenz-Scanner,

Typhoon, 

GE Healthcare

•• Coomassie FärbungCoomassie FärbungNIR Scanner, 

Odyssey, LiCor

Fluoreszenz Scanner,

Typhoon, 

GE Healthcare

4 - 8% RSD%

0,3 µg/µl

5 - 10% RSD%

0,7 µg/µl
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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 %

13 – 70 %

12 – 16 %

10 %

major error sources
§ transfer between first and second dimension

§ visualization:

staining methods

native fluorescence

§ analyst

13 – 60 %total variability in quantitative 2-DE

S. Schröder, H. Zhang, E. S. Yeung, L. Jänsch, C. Zabel, H. Wätzig, 

J. Proteome Res. 2008, 7, 1226-1234

§ visualization:

staining methods 13 – 70 %

VarianzanalyseVarianzanalyse
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VersuchsdesignVersuchsdesign

•• möglichst viele Faktoren auf Signifikanz untersuchen möglichst viele Faktoren auf Signifikanz untersuchen 

•• relativ grobmaschige Zielsetzung relativ grobmaschige Zielsetzung 

ScreeningScreening –– Versuchsdesign Versuchsdesign 

((screeningscreening = aussieben)= aussieben)

•• PlackettPlackett –– BurmanBurman –– Versuchsdesign Versuchsdesign 
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PlackettPlackett -- BurmanBurman

•• reduziert die Anzahl der durchzuführenden Experimentereduziert die Anzahl der durchzuführenden Experimente

•• BspBsp: 6 voneinander unabhängige Parameter: 6 voneinander unabhängige Parameter

-- normalerweise: 2normalerweise: 266 = 64 Versuche= 64 Versuche

-- PlackettPlackett -- BurmanBurman: 12 Versuche (Anzahl der : 12 Versuche (Anzahl der 

Versuche: n + 4, aber immer Vielfaches von Vier)Versuche: n + 4, aber immer Vielfaches von Vier)

•• Bestimmung der Versuchsvarianz Bestimmung der Versuchsvarianz 

signifikanter Effekt ?signifikanter Effekt ?

genauere Untersuchung dieses Effektsgenauere Untersuchung dieses Effekts
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Effekt

Differenz

Gesamtsumme

Summe -

Summe +

-----------+12

+---+++-++-+11

---+++-++-++10

--+++-++-+-+9

-+++-++-+--+8

+++-++-+---+7

++-++-+---++6

+-++-+---+++5

-++-+---++++4

++-+---+++-+3

+-+---+++-++2

-+---+++-+++1

MittelwertVersuchsnr. 7654321 111098 Zielgröße

Einflussfaktoren

Versuchsvarianz

Dummy-Variablen

PlackettPlackett -- BurmanBurman
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PlackettPlackett -- BurmanBurman
Untersuchung möglicher FehlerquellenUntersuchung möglicher Fehlerquellen

•• 7 Parameter7 Parameter

àà PlackettPlackett--BurmanBurman--VersuchsplanVersuchsplan mit 12 Versuchenmit 12 Versuchen

(jeweils 2x (jeweils 2x àà 24 Gele beladen und laufen lassen)24 Gele beladen und laufen lassen)

•• Probe: Standardproteinmischung (Mark 12Probe: Standardproteinmischung (Mark 12TMTM unstainedunstained Standard, Standard, 

InvitrogenInvitrogen), verdünnt mit einem Probenpuffer), verdünnt mit einem Probenpuffer

•• Beladung: pro Gel 6 Taschen Beladung: pro Gel 6 Taschen àà 10 10 ll

•• DetektionDetektion::

•• FFäärbung: rbung: BioSafeBioSafeTMTM Coomassie, Coomassie, BioRadBioRad

•• EntfEntfäärbung: Wasserrbung: Wasser

•• Detektor: Odyssey, Detektor: Odyssey, LiCorLiCor
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selfself--castedcastedprepre--castedcastedGelGel77

neuneualtaltGelalterGelalter66

LDS (BioRad)LDS (BioRad)SDS (Invitrogen)SDS (Invitrogen)ProbenpufferProbenpuffer55

RTRTKSKS

Temp. derTemp. der

Elektrophorese/LaufElektrophorese/Lauf44

RTRTKSKS

Temp. derTemp. der

FFäärbelrbelöösung/Fsung/Fäärbungrbung33

20 h20 h2 h2 hEntfEntfäärbezeitrbezeit22

5 h5 h1 h1 hFFäärbezeitrbezeit11

++--EinflussfaktorenEinflussfaktoren

PlackettPlackett -- BurmanBurman
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PlackettPlackett -- BurmanBurman

Effekt

Differenz

Gesamtsumme

Summe -

Summe +

-----------+12

+---+++-++-+11

---+++-++-++10

--+++-++-+-+9

-+++-++-+--+8

+++-++-+---+7

++-++-+---++6

+-++-+---+++5

-++-+---++++4

++-+---+++-+3

+-+---+++-++2

-+---+++-+++1

Mittel-
wertVersuchsnr.

111098

Versuchsvarianz

RSD%7654321

Einflussfaktoren

GelGelalterProben
puffer

Temp. 
Lauf

Temp.
Färbung

Entfärbe
zeit

Färbe-
zeit

Einflussfaktoren
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•• Jedes Gel wurde 5x eingescannt Jedes Gel wurde 5x eingescannt 10 Bilder pro Versuch10 Bilder pro Versuch

•• Jedes Bild enthält 6 Jedes Bild enthält 6 LanesLanes 60 60 LanesLanes = = ElektropherogrammeElektropherogramme pro Versuchpro Versuch

•• 12 Versuche 12 Versuche àà 60 60 ElektropherogrammeElektropherogramme 720 720 ElektropherogrammeElektropherogramme

•• Jede Jede LaneLane besteht aus 10 verschiedenen Proteinen besteht aus 10 verschiedenen Proteinen 7200 7200 PeaksPeaks

PlackettPlackett -- BurmanBurman

Versuch 7Versuch 7 Versuch 11Versuch 11
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-6.18-2.893.811.23-2.130.111.132.88-3.889.94-0.1121.81Effekt

-37.05-17.3522.857.35-12.750.656.7517.25-23.2559.65-0.65130.85Differenz

130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85Gesamtsumme

83.9574.1054.0061.7571.8065.1062.0556.8077.0535.6065.75-----Summe -

46.9056.7576.8569.1059.0565.7568.8074.0553.8095.2565.10130.85Summe +

-----------+12

+---+++-++-+11

---+++-++-++10

--+++-++-+-+9

-+++-++-+--+8

+++-++-+---+7

++-++-+---++6

+-++-+---+++5

-++-+---++++4

++-+---+++-+3

+-+---+++-++2

-+---+++-+++1

GelGelalterProben-
puffer

Temp.
Lauf

Temp.  
Färbung

Entfärbe-
zeit

Färbe-
zeit

1110987654321MittelwertVersuchsnr.

VarianzenEinflussfaktoren

RSD%

9.0

8.0

7.1

25.8

8.5

4.6

0.0

17.8

13.7

10.1

6.6

20.0

1. Effekte der Dummy-Variablen quadrieren und summieren:  Y
DV

= (1.23)2 + (3.81)2 + (-2.89)2 + (-6.18)2 = 62.50

2. Berechnung der Varianz durch die Anzahl der Dummy-Variablen dividieren (n = 4):  v
eff

= 62.50 : 4 = 15.62 

3. Berechnung der Standardabweichung s
eff

: s
eff

= v
eff

= 3.95

4. Minimum Significant Factor Effect (MIN) Multiplikation der s
eff

mit dem t-Wert ( = 0.10, FG = 4)

MIN = seff t = 8.43

9.94

ßß--GalaktosidaseGalaktosidase
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Effekt

Differenz

Gesamtsumme

Summe -

Summe +

-----------+12

+---+++-++-+11

---+++-++-++10

--+++-++-+-+9

-+++-++-+--+8

+++-++-+---+7

++-++-+---++6

+-++-+---+++5

-++-+---++++4

++-+---+++-+3

+-+---+++-++2

-+---+++-+++1

GelGelalterProben-
puffer

Temp.
Lauf

Temp.  
Färbung

Entfärbe-
zeit

Färbe-
zeit

1110987654321MittelwertVersuchsnr.

VarianzenEinflussfaktoren

RSD%

7.2

9.2

7.3

22.7

7.7

6.1

29.2

12.0

7.7

3.7

5.2

8.8

Phosphorylase bPhosphorylase b

0.68-0.06-0.676.416.26-4.086.49-3.23-7.540.242.2821.08

4.05-0.35-4.0538.4537.55-24.4538.95-19.35-45.251.4513.65126.45

126.45126.45126.45126.45126.45126.45126.45126.45126.45126.45126.45126.45

61.2063.4065.2544.0044.4575.4543.7572.9085.8562.5056.40-----

65.2563.0561.2082.4582.0051.0082.7053.5540.6063.9570.05126.45

-7.54

1. Effekte der Dummy-Variablen quadrieren und summieren:  Y
DV

= (6.41)2 + (-0.67)2 + (-0.06)2 + (0.68)2 = 41.98

2. Berechnung der Varianz durch die Anzahl der Dummy-Variablen dividieren (n = 4):  V
eff

= 41.98 : 4 = 10.50 

3. Berechnung der Standardabweichung s
eff

: s
eff

= v
eff

= 3.24

4. Minimum Significant Factor Effect (MIN) Multiplikation der s
eff

mit dem t-Wert ( = 0.10, FG = 4)

MIN = seff t = 6.91
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-6.18-2.893.811.23-2.130.111.132.88-3.889.94-0.1121.81Effekt

-37.05-17.3522.857.35-12.750.656.7517.25-23.2559.65-0.65130.85Differenz

130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85130.85Gesamtsumme

83.9574.1054.0061.7571.8065.1062.0556.8077.0535.6065.75-----Summe -

46.9056.7576.8569.1059.0565.7568.8074.0553.8095.2565.10130.85Summe +

-----------+12

+---+++-++-+11

---+++-++-++10

--+++-++-+-+9

-+++-++-+--+8

+++-++-+---+7

++-++-+---++6

+-++-+---+++5

-++-+---++++4

++-+---+++-+3

+-+---+++-++2

-+---+++-+++1

GelGelalterProben-
puffer

Temp.
Lauf

Temp.  
Färbung

Entfärbe-
zeit

Färbe-
zeit

1110987654321MittelwertVersuchsnr.

VarianzenEinflussfaktoren

RSD%

11.3

5.6

12.0

14.3

11.4

5.6

14.0

20.3

5.5

8.5

6.3

9.3

9.94

BSABSA

-0.59-2.580.446.18-1.690.71-0.36-1.99-4.240.471.7920.64

-3.55-15.452.6537.05-10.154.25-2.15-11.95-25.452.8510.75123.85

123.85123.85123.85123.85123.85123.85123.85123.85123.85123.85123.85123.85

63.7069.6560.6043.4067.0059.8063.0067.9074.6560.5056.55-----

60.1554.2063.2580.4556.8564.0560.8555.9549.2063.3567.30123.85

1. Effekte der Dummy-Variablen quadrieren und summieren: Y
DV

= (6.18)2 + (0.44)2 + (-2.58)2 + (-0.59)2 = 45.31

2. Berechnung der Varianz durch die Anzahl der Dummy-Variablen dividieren (n = 4):  V
eff

= 45.31 : 4 = 11.33 

3. Berechnung der Standardabweichung s
eff

: s
eff

= v
eff

= 3.37

4. Minimum Significant Factor Effect (MIN) Multiplikation der s
eff

mit dem t-Wert ( = 0.10, FG = 4)

MIN = seff t = 7.17
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•• von Protein zu Protein werden unterschiedliche Effekte als von Protein zu Protein werden unterschiedliche Effekte als 

signifikant angesehensignifikant angesehen

ØØ Keine allgemeine Aussage zu den Einflussfaktoren Keine allgemeine Aussage zu den Einflussfaktoren 

mmööglichglich

ØØ Keine allgemeine Optimierung der Gelelektrophorese Keine allgemeine Optimierung der Gelelektrophorese 

üüber die Einflussfaktoren mber die Einflussfaktoren mööglichglich

ØØ Optimierung nur bei bekannten ProteinenOptimierung nur bei bekannten Proteinen

èè Proteincharakterisierung  Proteincharakterisierung  

èè ProteinklassifizierungProteinklassifizierung

PlackettPlackett -- BurmanBurman
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SchlussfolgerungenSchlussfolgerungen

•• das Hintergrundsignal ist die wichtigste Fehlerquelledas Hintergrundsignal ist die wichtigste Fehlerquelle

•• diese kann verringert werden durch die diese kann verringert werden durch die DetektionDetektion mittels mittels 

eines eines NIRNIR--DetektorsDetektors oder mittels Nativer Fluoreszenzoder mittels Nativer Fluoreszenz

•• eine eine RSD%RSD% von 5% ist in Reichweitevon 5% ist in Reichweite

•• PlackettPlackett –– BurmanBurman –– Versuchsdesign:Versuchsdesign:

•• keine allgemeine Optimierung für alle Proteine über die keine allgemeine Optimierung für alle Proteine über die 

untersuchten Einflussfaktoren möglichuntersuchten Einflussfaktoren möglich
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AusblickAusblick

•• Proteinanalyse:Proteinanalyse: -- ZusammensetzungZusammensetzung

-- Eigenschaften (z.B. Hydrophilie)Eigenschaften (z.B. Hydrophilie)

-- FormForm

-- BeweglichkeitBeweglichkeit

•• Zusammenhang zwischen Proteineigenschaften und Zusammenhang zwischen Proteineigenschaften und 

EinflussfaktorEinflussfaktor

•• Klassifizierung der ProteineKlassifizierung der Proteine

(welche Proteingruppe reagiert auf welche Faktoren?)(welche Proteingruppe reagiert auf welche Faktoren?)
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