Tell 2: Inhalt Praktikum 1

Qualitative und quantitative Analyse von chemischen und biologischen Substanzen des
Korpers im bio-chemisch-medizinischen Labor.

Halb bis vollautomatische Analysenstrasse fiir Routine-Analysen

= ,Black Box“ = Kennenlernen der Methoden mit Gerdten flir Spezialanalysen
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Inhalt von Praktikum 1

1. DC von Aminosauren

2. Pipettieriibung (Prazisionskontrolle)

4. Elektrophoretische Trennung von
Serumproteinen
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Trennmethoden

 DUnnschichtchromatographie
e lonenaustauschchromatographie

» Reversed Phase Chromatography
(apolare stationdre Phase, polares Elutionsmittel = mobile Phase)

 Gaschromatographie
 Gelfiltration (GroRenausschluss Chromatographie)
« Affinitatschromatographie

* Elektrophorese
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Allen Methoden ist gemeinsam, dass die Molekdle
durch den unterschiedlich langen Aufenthalt in zwel
nicht mischbaren Phasen getrennt werden.

Phasen sind z.B. Ldsungsmittel, Oberflachen, Antikorper, ...
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Nernstscher Vertellungssatz

Beschrelibt die Verteilung eines Stoffes zwischen zwel miteinander nicht
mischbaren Phasen (z.B. gasformig / flissig oder fllssig / fest oder

flussig / flissig).

[Br2] Wasser

Verteillungskoeffizient ¢ =
[BFZ] Chloroform

BI’E
—_— ?

Wasser + wenig Bro

Chloroform + viel Brz

Chloroform

Chemie erleben Wawra et al.
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1. Trennung von Aminosauren mittels der
Dunnschichtchromatographie

« Stationare Phase
o Zellulose auf Aluminiumtrager,
(= mit Wasser gefiilltes Gel)

= hydrophil

e Mobile Phase

e Organisches Losungsmittel

e e i
| TAMINVOS FAIURE N

= hydrophob
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Auftragen der Proben

Zellulose auf Alufolie

Glasréhrchen
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Glastrog nach ca. 90 min

|

Laufmittel=
mobile Phase
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Front

T Markieren der
Front & Rf-Wert
berechnen
Wanderstrecke
der mobilen
Phase
s
Wanderstrecke -
der Aminosaure
_ .- -
Start

Rf-Wert berechnen
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Auswertung

—t5— Front W(aS)
W(m)

[Am inosau I'E] mobile Phase

= Rf(as) = Retentionsfaktor

#—Substanz

= Verteilungskoeffizient c
[Aminoséu re] stationdre Phase

_ Auftragstelle

Chemie erleben, Wawra et al.

Beschreibt die Verteilung eines Stoffes zwischen

Nernstscher Vertellungssatz zwei miteinander nicht mischbaren Phasen.

(z.B. gasformig/flissig oder flissig/fest oder flussig/flissig).
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2. Pipettiertubung (Prazisionskontrolle)

1. In eine Mikrotiterplatte werden in eine Spalte achtmal 125 ul Wasser pipettiert und

2. 75 pl gelbe Farbstofflosung zugesetzt.

3.  Nach Pipettieren der Farbstofflosung wird durch mehrfaches Aufziehen mit der Pipette
gemischt!

4. Die 1. Spalte dient als Leerwert (LW), in die nur destilliertes Wasser (200 pl) pipettiert wird.

5. Die Konzentration des Farbstoffs in diesen Mischungen wird durch Messung der Extinktion
bei 415 nm mit einem Photometer bestimmt.

6.  Berlicksichtigen Sie bei Ihrer Auswertung den LW, indem sie den Mittelwert des LWs bilden
und diesen von lhren Messwerten abziehen! Aus den so erhaltenen 8 Werten/Spalte
errechnen Sie nun jeweils den Mittelwert, die Standardabweichung und den
Variationskoeffizienten. Das Resultat kann bei einem VK <10 % als zufriedenstellend angesehen
werden und sollte idealerweise unter 5% liegen.
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3. Gelfiltration

e Trennung nach MolekilgréRe - ... ©~ = '

e Gel als “Molekularsieb”

« kleine Molekule konnen in Poren der
Gelteilchen eindringen:
—>langerer Weg > verzdgerte Wanderung

e groRe Molekile sind ausgeschlossen:
- kiirzerer Weg - schnelle Wanderung

e Matrix: Dextrane, Polyacrylamid
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Gelfiltration Fraktionierung

|~ Flussigkeit
o o (mobile Phase)

XXX~ Probe
stationare Phase

eeee Chromatographie-
Saule

( lllﬂlll-
W liqﬂ,l_b

Saulenchromatographie

Chemie erleben, Wawra et al.
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Schema der Trennung eines Dextranblau / Methylrot

Gemisches mittels Gelfiltration
. Probe, z.B. Protein / Salz Gemisch

Glasfritte Poren und Kapillaren

kleine Molekiile kénnen

hinein, haben dadurch

einen ldngeren Weg

zuriickzulegen als die grofien,
(die auBen herum flieBen)

/ und kommen daher spdter

aus der Sdule heraus.

|_| grofe
kleine Molekiile

Fraktionen —

groRes Molekil, eluiert zuerst
Methylrot: kleines Molekiil, kommt spdter aus der Sdule heraus
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Trennung eines Dextranblau / Methylrot Gemisch
mittels Gelfiltration
« Sephadex G25 Saulenmaterial in Elutionspuffer (= mobil
e 0.5 ml der Probe direkt auf die

trockengelaufene Glasfritte auftragen.

ase) equilibriert.

(Dextranblau und Methylrot)

Wenn vollkommen ins Saul
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lonenaustausch- bzw. Affinitatschromatographie
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Kationen-Austauscher

N

gebundenes Enzym

O

freies Enzym

O O

Substrat gebunden
an Tragermatrix

Abb. aus “Chemie
erleben”; Wawra,
Dolznig und Miillner,
Facultas/ UTB
Verlag, 2003

Anionen-Austauscher

lonenaustauscher:

z.B. Austausch der Na*-lonen gegen Ca**-
lonen, anschliefend Elution von Ca** mit
Losung mit hoher Na*-Konzentration

Affinitatschromatographie:

z.B. Reinigung eines Enzyms aus
einer komplexen Mischung von
Proteinen
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4. Elektrophorese

Die Trennung von geladenen Molekulen im elektrischen Feld.
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Trennung und guantitative Analyse der Serumproteine

Voraussetzungen:

 Serumproteine mussen positiv oder geladen sein.
» richtige Wahl des Puffers !

* Trégermaterial (analog zur stationdren Phase)

» Gleichstromquelle
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Welchen pH-Wert muss die Pufferlosung haben, wenn die
Proteine zur Anode wandern sollen?

e pl (Serumproteine) ~ 5
 Anode = + Pol
» Kathode = - Pol

« Puffer soll pH > 5 sein, also in der Praxis bei 9 liegen
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Elektrophorese -Durchflihrung

Vorbereitung - Pipettieren kleiner Volumina - Proben auftragen
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Nach der Elektrophorese

Farben der Proteine

Tragermaterial durchsichtig machen

Densitometrische Auswertung

Flache ist proportional
der Farbmenge,
also auch der Proteinmenge

Messen der Farbstoffdichte entlang des Tragermaterials

Detektor [ ] >

X
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Elektropherogramm

Albumin

a1-Globuline
a2-Globuline

‘ B-Globuline

v-Globuline

‘= am 9

-

Wanderungsrichtung Auftrag- —

stelle
Chemie erleben Wawra et al.
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Diagnostische Aussagemaoglichkeiten:

Albumin Globuline
o f E l 1 l
normales Serum Antikérper-Mangel-Syndrom

oottt | t

akute Entzindung chronische Entzindung
-_=_
=+ (Anode) Laufrichtung - (Kathode)
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Computer-gesteuerte Diagnose Gerate und Roboter
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