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Vorwort

Das hier vorgelegte Praktikumsbuch ist das Ergebnis einer Uber viele Jahre hinweg
sich entwickelnden Erfahrung in der Durchfihrung von Praktika, durch die Studenten
in die biochemische Laborarbeit eingefiinrt werden sollen. Wahrend in den ersten
beiden Teilen biochemisches Grundwissen vermittelt wird, besteht das Ziel des
dritten Tells, der Einfthrung in gentechnische Verfahren, darin,
molekularbiologisch/biochemisches Wissen und Konnen auf ene bestimmte
Zielsetzung hin anzuwenden. Die beiden ersten Telle des Praktikums werden mit
maximal 40 Studenten durchgeftihrt, der dritte Teil ist auf 12 bis 15 Studenten, allein
aus Platzgriinden in unserem Institut, beschrénkt. Der gentechnologische Teil kann
nur von Studenten wahrgenommen werden, die die ersten beiden Teile, die fir das 5.
und 6. Semester vorgesehen sind, erfolgreich absolviert haben.

Es soll darauf hingewiesen werden, dal3 sowohl fr den radiochemischen, als auch fir
den gentechnischen Teil des Praktikums behordliche Genehmigungen erforderlich
sind. Auf Sicherheitsvorkehrungen beim Umgang mit radioaktiven Isotopen wird an
verschiedenen Stellen im radiochemischen Teil des Buches eingegangen, als Beispiel
fur Sicherheitsbestimmungen im Gentechniklabor ist im Anhang as Beispiel die
Betriebsanleitung fur unser Labor hier in Gief3en beigefgt.

Die hier beschriebenen Methoden dienen als Beispiele fir verschiedene, heute in der
biochemischen Laborarbeit gebrauchliche Verfahren, wobei sich deren Auswahl an
den Forschungsarbeiten des Institutes ausgerichtet hat. Sowohl fur die Beschreibung
der Versuche, als auch fur die Organisation der Versuchsdurchfhrung im Praktikum
waren die regelmallige Auswertung der fur die einzelnen Praktikumsabschnitte
durchgeftihrten Kolloquien und vor allem auch die Anregungen, die sich als
Ergebnisse von Diskussionen mit Absolventen ergaben. Die meisten Versuche
erfordern quantitatives Arbeiten. In dem einen oder anderen Falle wurden auch
ditere, heute durch modernere Versuchsanordnungen ersetzte Methoden
herangezogen. Diese wirde man nur noch in Labors mit einer sehr begrenzten
Gerdteausstattung verwenden. Diese dteren  Verfahren wie z.B. die
Papierchromatographie dienen jedoch einem sehr viel besseren Verstandnis des
methodischen Prinzips der Chromatographie als ein hochtechnisches Gerét, dem der
Student lediglich die zu untersuchende Probe appliziert und dann vom Computer das
fertig ausgerechnete Ergebnis erhdlt, wie dies bei den gaschromatografischen
Verfahren dann der Fall ist.
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Ein Praktikum mit der Zielsetzung, Studenten in die Grundziige quantitativen
biochemischen Arbeitens einzufihren, wird immer ein Kompromil3 aus dem
zeitlichen Rahmen des Studienplanes, den materiellen Resourcen des durchfihrenden
Institutes und den wissenschaftlichen Prioritéten des fir die Durchfihrung
verantwortlichen Dozenten sein. Wir hoffen, dal3 der fur uns in Gief3en gefundene
Kompromi? auch anderen Kollegen eine Anregung sein kann. Uber kritische
Anregungen wirden wir uns freuen.

Das Manuskript ist urspringlich (1998) fur die praktische DurchfUhrung des
Praktikums in Buchform in einem hauptsachlich auf Doktorarbeiten u.d
spezialisierten Verlag erschienen (ISBN 3-8265-4193-6). Um es einem breiteren
Publikum zuganglich zu machen, haben wir jetzt die Herausgabe in der
elektronischen Bibliothek unserer Universitét gewahlt. Insbesondere der Abschnitt
Uber die Gentechnik, aber auch andere, wurden dabei grindlich Gberarbeitet und dem
heutigen Stand angepal3t.

Giefden, im Dezember 2003

B. Pauler J. Imani K.-H. Neumann

mailto:Bruno.H.Paul er@ernaehrung.uni-giessen.de
jafargholi.imani @ernachrung.uni-giessen.de
K arl-Hermann.Neumann@ernaehrung.uni-giessen.de
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A) Einleitung zu: |) Chromatogr afische Verfahren und Enzymanalytik

1.) Das Prinzip chromatoqgr afischer Verfahren

Das analytische Verfahren der Chromatografie geht auf die Arbeiten des Russen
TSWETT zuriick, der zu Anfang des Jahrhunderts eine Adsorptionsmethode zur
Trennung pflanzlicher Farbstoffe entwickelte.

Diese Trennung wurde wie folgt durchgefihrt: Ein Petrolédther-Extrakt pflanzlicher
Pigmente wurde auf ein mit feinpulverisiertem CaCO3 gefilltes, senkrecht stehendes
Glasrohr, eine , Saule®, aufgebracht. Zunachst wurden die Pigmente im oberen Teil
des Saulenfullmaterials sorbiert. Durch die weitere Zugabe von reinem Petrolather
zur Saule verbreiterte sich die sorbierte Farbzone so weit, dal3 schliefdlich mehrere
gelbe und zwei grine Farbzonen unterschieden werden konnten. Nach den am Ad-
sorbens gebildeten Farbzonen nannte TSWETT sein Verfahren "Chromatografie".

Bel jeder chromatografischen Trennung ist ein Zwei-Phasen-System erforderlich, das
aus einer stationdren (z.B. CaCOg3) und einer mobilen Phase (z.B. Petroléther) be-
steht. Die Chromatographie, also die Trennung eines Probengemisches in einzelne
Komponenten, erfolgt dadurch, dal3 sich einzelne Probenkomponenten in dem Zwei-
Phasen-System unterschiedlich verhalten, d.h. eine grof3ere oder geringere Affinitat
zu einer der beiden Phasen aufweisen. Der V erteilungskoeffizient

_ Konz. (stationare Phase)

Konz. (mobile Phase)

entscheidende Faktor fir die Trennung einzelner Substanzen eines Probengemisches.

Die stationdre Phase kann auch spezielle chemische oder physikochemische Beson-
derheiten aufweisen, die mit bestimmten Stoffklassen wahrend der Chromatografie
selektiv in Wechselwirkung treten (z.B. Adsorption, Absorption oder lonenaustausch,
einzeln oder auch in Kombination). Es hat sich eingebirgert, das chromatografische
Verfahren nach diesen Spezialeffekten zu benennen: Adsorptions-, lonenaustausch-,
Mol ekularsieb-Chromatografie etc.

Beispielhaft soll die Adsorptionschromatografie im folgenden néher erlautert werden.
Seit TSWETT wurde dieses Verfahren in den zwanziger und dreifdiger Jahren weliter
vervollkommnet und schliefdlich auch auf nicht-geféarbte Stoffe Ubertragen. Dal’ heute
die Chromatografie eine so wichtige Rolle fir die biochemische Analytik spielt, war
jedoch erst durch EinfUhrung der Papier-Chromatografie durch CONSDEN,
GORDON und MARTIN in den vierziger Jahren moglich.

Zur Adsorptions-Chromatografie verwendet werden verschiedene, fur die jeweiligen
Trennaufgaben besonders geeignete Adsorbentien, die ggf. vorbehandelt sein kénnen
(vorwiegend Aluminiumoxid, aber auch z.B. Puderzucker, Kieselgur und andere
stark oberfléachenaktive Stoffe), die, oftmals in einer bestimmten Reihenfolge Uber-
einander geschichtet, in Pulverform in ein senkrecht stehendes Glasrohr eingefillt
werden. Das in einem geeigneten Lésungsmittel, das auch Komponenten fir die sta-

ist bel jedem chromatografischen Verfahren der
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tionare Phase enthalten kann (z.B. Wasser - s.a. Papier-Chromatografie) gel ste Sub-
stanzgemisch &3t man durch das befillte "Chromatografierohr” von oben her, gege-
benenfalls unter Druck- oder Sogwirkung, die Saule passieren. Die Substanz mit der
hochsten Affinitét zum Adsorbens wird dabei in der obersten Zone des Saulenfillma-
terials adsorbiert. Auf diese folgen dann, entsprechend unterschiedlich hoher Affini-
tét zum Adsorbens, die Gbrigen Probenkomponenten. Die dabel entstehenden Zonen
oder ,,Banden® werden in geeigneter Weise, gegebenenfalls durch Anférbung, soweit
die Substanzen keine Eigenféarbung aufweisen, identifiziert.

Werden in einer Sdule verschiedene Adsorbentien schichtweise verwendet (s.0.), so
wiederholt sich bei jeder Adsorbens-Schicht diese Zonenbildung entsprechend der
Adsorbensaffinitdt (s. Verteilungskoeffizient!) der verschiedenen Stoffe, wodurch
sich scharfe Trenneffekte erzielen lassen.

1.1) Chromatoqgr afische Arbeitsver fahren

Auf dem unter Punkt 1) beschriebenen Grundprinzip der Chromatografie beruhen
alle heute gebrauchlichen chromatografischen Methoden. Man unterschiedet, ent-
sprechend ihrer praktischen Durchfihrung, im wesentlichen folgende Arbeitsverfah-
ren:
a) Papierchromatografie;
b) Saulenchromatografie:
Austauscher-Chromatografie;
HPLC;
Gelfiltration (Molekul arsieb-Chromatografie);
¢) Dunnschichtchromatografie;
d) Gaschromatogrefie.
e) Elektrophorese

1.2) Papier chromatogr afie (PC)

Bei der PC dient Filterpapier als Tréger fur die wassrige stationare Phase. Das ,, Lauf-
mittel* besteht dabei aus der mobilen Phase und einem Wasserantell, der bei ,,aufstel-
gender PC nach erfolgter Diffusion des Laufmittels im Papier mit Cellulose die
stationdre Phase bildet. In den unendlich vielen kleinen durch die Micellen des
Papiers gebildeten Elementarzellen finden quas aufeinanderfolgende "Ausschiitte-
lungen" der Substanzen im Zwei-Phasen-System statt. Diese fuhren schliefdich zur
gewlnschten Trennung. Am Papier konnen jedoch oftmals auch Adsorptions- oder
Austausch-Vorgénge bel der Trennung mitwirken.
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1.3) Saulenchr omatogr afie

Unter der Bezeichnung ,, Saulenchromatografie” wird eine Reihe von Arbeitsverfah-
ren zusammengefaldt, die unter Verwendung spezieller Trégerstoffe mit Adsorptions-,
Absorptions- (z.B. das mit sogenannten Molekular-Siebeffekten wirkende Sephadex)
oder lonenaustausch-Eigenschaften in einem senkrecht stehenden ,, Chromatografie-
rohr* (einer ,Saule") (s.0.) ablaufen. lonenchromatografie und HPLC (= High Per-
formance Liquid Chromatography) sind prominente Vertreter dieser Chromatogra-
fiegruppe.

Wadhrend bei der klassischen Adsorptionschromatografie nur die Oberflachen-
Bindungskréfte des Fullmaterials zur Trennung fihren, wirken z.B. bel der Aus
tausch-Chromatografie, meistens mit Kunstharz als Saulenfillmaterial, zusatzlich
stark pH-abhangige elektrochemische Krafte. Es kommt somit zu einer direkten
chemischen Reaktion zwischen den zu trennenden Substanzen und der speziellen
Tragersubstanz. Dabel tritt ein Austausch von Anionen oder Kationen (entsprechend
der Ladung des verwendeten Fullmaterials) mit dem Tragermaterial ein, wodurch
eine Anreicherung der einen oder anderen Substanz an der stationdren Phase erzielt
werden kann.

1.4) Dunnschichtchromatogr afie (DC)

Je nach der verwendeten Trégersubstanz kommen auch bei der Dunnschichtchroma-
tografie Verteilungs-, Adsorptions- oder Austauscheffekte zur Wirkung, so daf3 man
die DC gewissermal3en als "offene Chromatografiesaule" bezeichnen kann. Die meist
verwendeten Trégersubstanzen fur die dstationdre Phase sind Kieselgdl,
Aluminiumoxid oder auch Austauschermaterialien, also elektrochemisch geladene
Kunstharze wie bel der Austausch-Chromatografie, die auf Glasplatten oder z.B. auf
diinner Kunststoff- oder Alufolie aufgebracht sind. Die DC bildet eine wertvolle Er-
ganzung zur Saulen- und Papierchromatografie vor allem fir qualitative Untersu-
chungszwecke im Labor. Ihr Vortell liegt darin, dal3 eine verhdtnismaldig scharfe
Trennung des zu untersuchenden Substanzgemisches in relativ kurzer Zeit erzielt
werden kann. AulRerdem konnen sowohl aggressive Laufmittel-Gemische as auch
aggressive Sprih-Reagenzien zum Nachwels und zur Identifizierung der getrennten
Substanzen herangezogen werden, was bei der Papierchromatografie nicht moglich
ist.

1.5) Elektr ophor ese

Hochmolekul are biologische Substanzen, wie z.B. Proteingemische oder Nukleinsau-
re-Fraktionen, lassen sich mit Hilfe der Elektrophorese trennen. Aber auch zur Sepa-
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ration von niedermolekularen Stoffklassen, wie z.B. Aminosiuren u.a., kann oft die
Elektrophorese as Erganzung zur Papierchromatografie verwendet werden.

Bei der Elektrophorese erfolgt der Transport von Molekilen auf einem gepufferten
Papierstreifen oder in organischen Gelen im elektrischen Feld entsprechend ihrer La-
dung zur Anode oder Kathode. Die an Elektroden angelegten Spannungen betragen
110 oder 220 Volt, bel der Hochspannungs-Elektrophorese sogar bis 10000 Volt und
mehr, wahrend die Stromstérke des elektrischen Feldes auf etwa 0.5 bis 1.0 Milliam-
pere gehalten wird.

Die Elektrophorese wird wie die Papierchromatografie in einem geschl ossenen Gefafi
durchgeftihrt. Die Verwendung verschiedener Puffer fuhrt zu einer breiten Anwen-
dungsmaoglichkeit dieses Verfahrens.

Neben der Papier-Elektrophorese, bei der, wie der Name schon sagt, Papier als Tré&
germaterial verwendet wird, sind heute auch Elektrophorese-Verfahren bekannt, bei
denen andere Tréagerstoffe (Polyacrylamid-Gel, Sepharose, Stérke, Agarose etc.) mit
Vorteil verwendet werden. Das Prinzip ist jedoch bei all diesen Methoden etwa
gleich.

Von den neueren Verfahren soll nur noch die Polyacrylamid-Gelelektrophorese er-
wahnt werden. Hierbei dient Polyacrylamid als Trager. Ahnlich wie Sephadex stellt
Polyacrylamidgel eine Art Netzwerk dar, in dem analog dem Trenneffekt bel Sepha-
dex zusdtzlich zur Trennung nach der elektrochemischen Ladung von Makromol ekl-
len die Auftrennung in einzelne Komponenten nach MolekilgroR3e erfolgt. Mit die-
sem Verfahren ist eine sehr viel bessere Auftrennung von z.B. Proteinfraktionen
moglich als mit der herkdmmlichen Papier-Elektrophorese. Wahrend z.B. das Albu-
min bei der Niederspannungs-Papier-Elektrophorese nur als eine einzige Fraktion in
Erscheinung tritt, kann es mit de endimensionalen Polyacrylamid-
Gelelektrophorese je nach seiner Herkunft in 5 bis 8 Unterfraktionen aufgetrennt
werden. Bel der zweidimensionalen Gelelektrophorese, bei der durch Verwendung
von Ampholyten noch Unterschiede nach dem isoelektrischen Punkt der einzelnen
Proteine ausgenutzt werden, sind einige Hundert bis mehrere Tausend Proteinarten
nachweisbar.

1.6) Gaschromatogr afie (GC)

Bei der GC werden Gase oder auch Flussigkeiten mit Siedepunkten bis etwa 350°C
in Form von Dampfen in einem langeren Chromatografie-Rohr (2-6m, bel Kapillar-
GC auch noch langer) entweder an Feststoffen mit grofer innerer Oberflache oder an
mit einer Tragerflissigkeit (z.B. Polyethylenglycol (PEG)) getranktem Tragermateri-
al (z.B. Celite = Kieselgur) as stationdrer Phase getrennt, wobel Gase (z.B. N2, He-
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lium oder Argon) als mobile Phase dienen. In Abhéngigkeit vom Saulenfullmaterial
als stationédrer Phase wird die GC-Saule bis auf 350°C beheizt. Bel Verwendung von
Celite als Tragermaterial fur PEG kann jedoch z.B. nur bis 140°C beheizt werden.
Die verwendete Arbeitstemperatur richtet sich nach der Beschaffenheit der zu
trennenden Stoffe und der zu verwendenden stationéren Phase. Die aus der GC-Saule
austretenden Gase werden aufgrund ihrer verschiedenen physikalischen Eigenschaf-
ten (z.B. spezifische Warmeleitfahigkeit oder elektrische Leitfahigkeit) in entspre-
chenden Detektoren gemessen und registriert.

Die Substanzen as stationére Phase sollen einen hohen Siedepunkt (>400°C) und
einen niedrigen Dampfdruck aufweisen. Die Gaschromatografie wird verwendet z.B.
zur Trennung und Analyse pflanzlicher Aromastoffe oder, nach deren Veresterung,
von héhermolekularen Fettsauren, niedermolekularen Kohlenhydraten, Aminosauren
USW.

2.) Enzymunter suchungen

Enzymuntersuchungen werden in der Biochemie in grof3em Umfang durchgefihrt.
Zum einen sind Enzyme in sogenannten Enzym-Testsatzen gewissermal3en Reagen-
zien, mit deren Hilfe eine grof3e Zahl wichtiger Metaboliten relativ einfach quantita-
tiv zu bestimmen sind (s. Versuch 9). Zum anderen besteht die Notwendigkeit, En-
zyme, die an wichtigen Stoffwechselwegen beteiligt sind, im Hinblick auf Aktivitét
und Kinetik ndher zu charakterisieren (s. Versuche 2 u. 7). In diesem Zusammen-
hang sei an die Bedeutung intensiv untersuchter Leitenzyme fir die moderne medizi-
nische Diagnostik erinnert.

B) Einleitung zu: 11) Radiobiochemische Ver suche

Da radioaktive Nuklide eines Elementes generell in chemischer und biologischer
Hinsicht gleiches Verhalten wie stabile Nuklide des gleichen Elementes aufweisen,
eignen sich Radionuklide aufgrund ihrer Strahlung besonders gut zur Markierung
bestimmter Elemente oder V erbindungen in biochemischen Untersuchungen.

In Anbetracht der heute existierenden sehr empfindlichen Nachweismethoden fir
Radionuklide, die oftmals auch den Vorteil einer sehr vereinfachten Durchfihrbarkeit
Im Vergleich zu herkbmmliche Untersuchungsverfahren aufweisen, und wegen der
M o6glichkeit, zwischen zugeftigten und bereits vorhandenen Stoffen in einem System
unterscheiden zu kdnnen, ist die sogenannte "Tracer"-Technik zu einem unentbehrli-
chen methodischen Hilfsmittel in der biologischen Forschung geworden.

Einige Beispiele sollen die Vortelle der Tracer-Technik verdeutlichen (s. z.B. Ver-
such 2):
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a) Markierung physiologisch interessanter Verbindungen und die Beobachtung im
Verlauf des Stoffwechsels (Aufklarung von Stoffwechselwegen);

b) Bestimmung biologischer "Halbwertszeiten" oder der Verweildauer eines Stoffes
im Organismus,

c) Nachweis kleinster Stoffmengen tber deren Radioaktivitét, z.T. auch ohne Zersto-
rung des Untersuchungsobj ekts.

C) Gentechnologische M ethoden

Die sich gegenwartig in der Entwicklung befindenden und von vielen Arbeitsgruppen
intensiv bearbeiteten und auch schon vielfach in die Praxis eingefiihrten gentechno-
logischen Methoden sollen einer gezielten, mit der Veranderung bestimmter Merk-
male verbundenen, Beeinflussung des Genoms dienen. Obwohl solche Genomveran-
derungen grundsétzlich auch an Gameten an der intakten Pflanze oder an Apexzellen
mit anschlief}ender Bewurzelung der davon gewonnenen Stecklinge vorgenommen
werden konnen, sind bis heute Zellkulturen mit anschliefiender Regeneration von
Pflanzen das am haufigsten verwendete oder wenigstens angestrebte Zellmaterial fir
gentechnische Arbeiten mit hdheren Pflanzen.

Grundsitzlich stehen heute mehrere Verfahren zur Ubertragung und zum Einbau von
genetischem Fremdmaterial in zu Pflanzen regenerierbares Zellmaterial auf einem
praxisreifen Niveau zur Verfigung. Bei dem einen Verfahren handelt es sich darum,
die Fahigkeit von Protoplasten zu nutzen, genetisches Fremdmaterial nach Perkussi-
on ihrer Zellmembranen, meist durch Elektroschock, direkt einzubauen und dann
spéter zu exprimieren. Beim zweiten Verfahren wird dagegen die natirlich in Agro-
bacterium tumefaciens vorhandene Fahigkeit zur Ubertragung genetischen Materials
mit dessen folgender Expression genutzt. Dieses Verfahren wird im Praktikum
durchgeftihrt. Wahrend im ersten Falle die Verfligbarkeit zu Pflanzen regenerierbarer
Protoplasten die Voraussetzung bildet, konnen im zweiten Falle auch intakte Zellen
(auch im Zellverband) durch Fremd-DNS transformiert werden. Dem steht jedoch
entgegen, dal? bis heute das bakterielle Verfahren mit wenigen Ausnahmen nur auf
Dicotyledonen beschrankt ist, wahrend die direkte Ubertragung der Fremd-DNA
nach Elektroschock beim Protoplastenverfahren prinzipiell auf alle hheren Pflanzen
angewendet werden kann. Mit letzterem Verfahren sind die als Nutzpflanzen beson-
ders wichtigen Getreidearten den gentechnologischen Verfahren zuganglich. Bisher
hat jedoch das bakterielle Verfahren die grofere Anwendung erfahren. Einer breite-
ren Anwendung des Protoplastenverfahrens stehen heute noch die bel vielen Pflan-
zenarten, einschliefdlich der Gramineen vorhandenen Schwierigkeiten entgegen, aus
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Zellkulturen intakte Pflanzen heranzuziehen. Schliefdich wére noch das ,, Particle
Gun ,, — Verfahren zu erwéhnen, bei dem die zu Ubertragende DNS auf z.B. kleine
Goldkugeln fixiert und so in die Zellen hinein ,,geschossen” wird. Dieses Verfahren
ist auch bei Monokotyledonen einsetzbar.

Anfangs konnten lediglich bel einigen Pflanzenarten wie z.B. bei Karotten und bel
Tabak genetisch transformierte Pflanzen aus Zellkulturen erstellt werden. Die Zahl
der Pflanzenarten nimmt jedoch sténdig zu. Bei den gentechnischen Verfahren und
den grofen mit ihnen aufgezeigten Mdglichkeiten, mehr oder weniger "malige-
schneiderte" Pflanzenarten herzustellen, darf nicht vergessen werden, dal3 damit le-
diglich genetisches "Rohmaterial" gewonnen werden kann, das noch der zlichteri-
schen Bearbeitung bedarf, bevor den praktischen Landwirten Saatgut fur den Feldan-
bau zur Verfligung gestellt werden kann. Heute werden jedoch bereits in der Welt,
insbesondere in den USA, hunderttausende ha mit gentechnisch bearbeiteten Nutz-
pflanzen ( Mais, Soja u.a,) angebali.

Praktikumsteile | (Chromatogr afische Verfahren und Enzym-
Analytik) und Il (Radiobiochemie)

Or ganisation

Soweit die theoretischen Grundlagen bel den im folgenden aufgefihrten Versuchen
und Reaktionen bereits in der Biochemie-Vorlesung besprochen wurden, wird auf
deren Abhandlung bei den Versuchsanleitungen verzichtet.

Wahrend einige Versuche jeweils an einem Nachmittag abgeschlossen werden,
erstrecken sich manche Versuche (z.B. 1, 3, 5, 8 und 9) z.T. tber mehrere Praktikum-
stage. Bei der Versuchsvorbereitung sollte dies beachtet werden, damit der Kontext
erhalten bleibt.

Bei der praktischen Durchftihrung der Versuche bilden jeweils acht Studenten eine
Arbeitsgruppe, die von einem Betreuer angeleitet wird. Dabel bearbeiten jeweils 2, 4
oder 8 Studenten im ,,teamwork® eine Versuchsfrage gleichzeitig, wobei die Konzen-
trationsstufe der Proben unterschiedlich ist.

Protokollfihrung:
Uber Prinzip, Verlauf und Ergebnis aler Versuche ist von jedem Praktikumsteilneh-
mer ein Protokoll zu fihren. Die Protokolle werden in der Regel
4-6 Wochen nach Abschlufd des Praktikums
abgegeben und zur Beurteilung der Praktikumsleistung herangezogen. Dazu kommt
noch eine mundliche Prifung zum Praktikumsstoff. Zu Beginn des folgenden Seme-
sters kann das Protokoll von den Studenten wieder im Institut abgeholt werden.




Einleitung
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1. Arbeitstag (s.S. 11)

Versuch 1.

Vortrennung einer aus Aminosauren (AS) und Zuckern bestehenden Reinsubstanz-
Probe mittels Kationen-Austauscher-Saule als Vorbereitung zur anschliefienden AS-
Chromatografie und zur enzymatischen Untersuchung der quantitativen Zusammen-
setzung der Zuckerfraktion.

Versuchsziel: Vorreinigung niedermolekularer Stoffgruppen zur anschlief3enden
Chromatografie oder zur quantitativen Bestimmung einzelner Komponenten mittels
Enzym-Testsatz.

Versuch 2:
Charakterisierung eines a-Amylase-Praparates im Hinblick auf seine spezifische En-
zymaktivitat.
a) Bestimmung des Proteingehaltes;
b) Bestimmung der Enzymaktivitét.
Versuchsziel: Einfuhrung in die Methodik von Proteinbestimmung und enzymati-
scher Analyse.

Versuch 3:
Einfuhrung in die Gaschromatografie (GC):
Qualitative Untersuchung zum Retentionsverhalten von Substanzen in der
Gaschromatografie am Beispiel der homologen Reihe (Methanol; Athanol; n-
Propanal).
Versuchsziel: Einfihrung in die Gaschromatografie.

2. Arbeitstag (s.S. 37):

Versuch 4.
Qualitative Untersuchung eines Gemisches aus Cholinchlorid und Chlorcholinchlorid
(CCC) mittels Dunnschichtchromatografie .
Versuchsziel: . Demonstration der Leistungsfahigkeit der DC bel der Trennung eng
verwandter Moleklle bei eindimensionaler Arbeitsweise und gleichzeitig Vorberei-
tung fUr die zweidimensionale Papierchromatografie (s. Versuch 5).
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Versuch 5:
Zweidimensional e Papierchromatografie von Aminosauren:
Auftragen eines Aliquots der Aminosaure-Fraktion (von Versuch 1) auf Chromato-
grafie-Papier.
Versuchsziel: Vorstellung zweidimensionaler Chromatografieverfahren und einfache
M6glichkeiten zu deren quantitativer Auswertung.

Versuch 6:
Sephadex-Gelfiltration zur Trennung nach Molekilgrofe am Beispiel einer aus RNA
und AMP bestehenden Probe (einschliefdlich Erstellung von RNA- und AMP-
Eichkurven).
Versuchsziel: Einfuhrung in die Saulen-Chromatografie mit Schwerpunkt Molekular-
sieb-Gelfiltration.

3. Arbeitstag (s.S. 57):

Versuch 7:

Enzymkinetische M ethoden:
Zum Einflul? von pH, Reaktionsdauer und Substrat-Konzentration auf die Enzymak-
tivittt am Beispidd der sauren Phosphatase (aus Kartoffeln) mit p-
Nitrophenyl phosphat al's Substrat.
Versuchsziel: Charakterisierung eines Enzymsin Hinblick auf:

a) Enzymaktivitét und Reaktionsdauer;

b) Enzymaktivitéat und pH-Wert des Mediums,

c) Enzymaktivitét in Abhangigkeit von der Substrat-

Konzentration und Bestimmung von V max und Km.

4. Arbeitstag (s. S. 77):

Versuch 8:
(Fortfuhrung von Versuch 5):
Quantitative Auswertung der zwedimensionalen Papierchromatografie der
Aminosaure-Fraktion (von Versuch 1, 1. Arbeitstag).
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Versuch 9:
Quantitative Bestimmung der Saccharose- und D-Glucose-Gehalte der Zuckerfrakti-
on (von Versuch 1, 1. Arbeitstag) mittels Enzym-Testsatz.
Versuchsziel: Einfihrung in die enzymatische Analytik zur Bestimmung von Meta-
boliten.

Versuch 10:
Elektrophorese eines Préparates der sauren Phosphatase unter ,, nativen® Bedingungen
mit anschlief3ender Protein- und Enzym-spezifischer Anfarbung der Elektrophero-
gramme.
Versuchsziel: Einfiihrung in die Polyacrylamid-Elektrophorese.

5. Arbeitstag (s.S. 113

Versuch 11:
SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese eines Préparates der sauren Phosphatase unter
reduzierenden Bedingungen zur Bestimmung des Molekulargewichtes von
Proteinfraktionen anhand von Mol ekulargewichts-Standards.

Versuchsziel: Anwendung der Polyacrylamid-Elektrophorese fir besondere Trenn-
aufgaben in der Biochemie, z.B. Molekul argewichts-Bestimmung.

Versuch 12:
ELISA-Verfahren zur quantitativen Bestimmung der Ribulose-Bisphosphat-
Carboxylase/ Oxygenase (=Rubisco)-K onzentration in Bléttern.
Versuchsziel: Einfihrung in immunologische Arbeitsverfahren.

Versuch 13:
Quantitative Bestimmung des Athanolgehaltes in verschiedenen alkoholischen Ge-
tranken mittels Gaschromatografie.
Versuchsziel: EinfUhrung in quantitative Bestimmungsverfahren in der Gaschroma-
tografie.
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6. Arbeitstag (s.S. 129)

Versuch 14:
Demonstration radiochemischer Messungen und Auswerteverfahren.
Versuchsziel: Allgemeine Einfihrung in radiochemische Arbeitsverfahren.

Versuch 15:

Bestimmung der Z&hlausbeute von *H- und 14C-Proben im Fliissig-Scintillations-
zéhler.

Versuchsziel: Messung niederenergetischer 3-Strahler bel hoher Zahlausbeute mittels
Fllssig-Scintillatinszahler.

Versuch 16:
Auswertung von Position bzw. Hohe der Radioaktivitat markierter Verbindungen in
Dunnschicht- bzw. Papier-Chromatogrammen und/oder Elektropherogrammen.
Versuchsziel: Einfiihrung in die Arbeitsweise eines TL C-Radioaktivitétsscanners.

Versuch 17:
Identifizierung und Radioaktivitéts-Bestimmung von y-Nukliden in Nahrungsmitteln
(z.B. getrocknete Pilze, Nusse, Milchpulver, Tee etc.) mit einem Na(Tl)Jy-
Spektrometer.
Versuchsziel: Einflhrung in die Arbeitsweise eines y-Spektrometers mit Vielkanal-
M ef3einrichtung.
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1. Arbeitstag

Vortrennung einer aus Aminosauren (AS) und Zuckern bestehenden Reinsubstanz-
Probe mittels Kationen-Austauscher-Saule zur anschlief3enden AS-Chromatografie
und zur enzymatischen Bestimmung der Zuckerfraktion.

Versuchsziel: Vortrennung niedermolekularer Stoffgruppen zur anschlief3enden
Chromatografie oder zur quantitativen Bestimmung einzelner Komponenten mittels
Enzym-Testsatz.

A) Prinzip:

Austauscher sind durch Typ, Vernetzungsgrad und K or ngr 63e zu charakterisieren.
Der Vernetzungsgrad gibt die Anzahl an Querverbindungen zwischen den langge-
streckten Kettenmolekilen (meist Kunstharze auf der Basis von Polystyrol) des Aus-
tauschers an. Der Vernetzungsgrad beeinflufdt die Quellung des Austauschers in
wassrigem Medium und bestimmt somit die Durchfluf3geschwindigkeit einer Probe
durch die Saule und damit die eigentliche Trennung. Die Korngréf3e bestimmt die
aktive Oberflache des Austauschers (s.0.) und damit die pro Gewichtseinheit
austauschbaren Ladungstrager.

(Zur Ubung: Man denke sich einen Wiirfel mit der Kantenlange 1cm und bestimme
seine Oberflache. Nun teile man diesen Wiirfel in 1000 Wiirfelchen mit der Kanten-
lange 1mm und ver gleiche deren Gesamtoberflache mit der des Ausgangswiirfels)

In diesem Praktikum wird als Austauschermaterial DOWEX 50 x 4, 100-200 mesh,
verwendet. Die Angabe 100-200 mesh bedeutet eine Korngrofe, die durch ein Sieb
mit 100-200 Maschen pro inch2 absiebbar ist, bei einem Vernetzungsgrad von 4.

Von der Austauscher-Saule werden die amphoteren, im sauren Milieu (pH 5.0-5.5)
als Kationen vorliegenden Aminosauren des auf die Saule aufgebrachten Probenge-
misches (Aminoauren + Zucker) gebunden. Die elektrochemisch neutralen Zucker
verlassen dagegen im Efluat die Austauscher-Séule.

Die Elution der Aminosduren vom Austausch-Materia erfolgt mit einem basischen
Elutionsmittel (z.B. 2N NH40H), wodurch die amphoteren Aminosauren in Anionen
Uberfuhrt und somit vom Kationen-Austauscher nicht mehr gebunden werden und
mit dem Elutionsmittel die Saule verlassen.
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Wirkungsweise von | onenaustauscher n

Der DOWEX-Kationen-Austauscher gehort zu einer Gruppe von Kunstharz-
Austauschern mit austauschféhigen SO3H--Gruppen. Der Austauscher (R-SO3 H)
kann somit ein H*-1on abdissoziieren, das aber aus Griinden der Elektroneutralitét in
der Nahe der dissoziierten Gruppe bleibt. Das H*-lon kann sich nur dann entfernen,
wenn ein anderes positiv geladenes [on an seine Stelle tritt und der eigentliche Aus-
tausch-Prozel} stattfindet.

Bei der Trennung von Aminosauren macht man sich deren amphotere Natur zunutze,
indem man as HY verdrangendes lon die im sauren pH-Bereich positiv geladene
Aminogruppe der Aminosauren verwendet, woflr vom Kationen-Austauscher H*-
lonen abgegeben werden. Durch einen danach aufgebrachten Uberschuss an 2N
NH40H wird das Saulenmedium alkalisch, wodurch die gebundenen amphoteren
Aminosauren dann als Anionen vorliegen, demzufolge vom Kationen-Austauscher
wieder freigesetzt und ausgewaschen werden. Die Ubrigen nicht-amphoteren anorga-
nischen, aber auch organischen Kationen einer biologischen Probe werden jedoch
weiterhin am Austauscher sorbiert. Erst durch einen UberschuB an H*-lonen (1IN
HCI) werden auch diese freigesetzt und eluiert. Nach Auswaschen Uberschiissiger
HCI durch A. dest. ist der Austauscher wieder "regeneriert” und fir neue Versuche
einsetzbar.

Bei Anionen-Austauschern (z.B. AMBERLITE IRA 425, 20-50 mesh) ist die funk-
tionelle Gruppe R-NH3tOH-, wobei das OH--lon gegen anorganische oder organi-
sche Anionen (z.B. organische Sauren, R-COO-) ausgetauscht werden kann. Durch
Verwendung eines Uberschusses einer relativ starken organischen Saure (z.B. Amei-
sensdure) konnen auf diese Art gebundene Anionen wieder freigesetzt werden, indem
z.B. Formiat-lonen die Saurereste der sorbierten organischen Sauren verdrangen.

Die lonenaustauscher-Chromatografie wird meist unter Verwendung geeigneter Puf-
fersysteme als Elutionsmittel auch zur Fraktionierung von geladenen Stoffgruppen
verwendet. Sehr bekannt ist die Auftrennung von biologischen Aminosaure-
Gemischen unter quantitativer Bestimmung einzelner Aminosauren. Wie stark eine
Aminosédure vom lonenaustauscher gebunden wird, hangt von deren lonisations-
zustand ab, d.h. von der Dissoziationskonstanten der funktionellen Gruppen der ein-
zelnen Aminosauren, und vom pH-Wert des Elutionsmittels. Man nutzt also zur
Trennung einzelner Aminosauren durch die Verwendung verschiedener Puffer als
Elutonsmittel, eventuell auch as pH-Gradient, die an sich geringen Unterschiede in
der lonisation der funktionellen Gruppen von Aminosauren aus. Die aus der Austau-
scher-Saule eluierten Aminosauren werden angeféarbt (z.B. mit Ninhydrin, s.u.) und
kolorimetrisch quantitativ.  bestimmt. Auf der Grundlage dieser Saulen-
|onenaustausch-Chromatografie wurden vollautomatische Methoden zur quantitati-
ven Aminosaure-Bestimmung entwickelt.
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Will man, wie in unserem Fall, eine Stoffgruppe (Aminosduren) mittels
Papierchromatografie trennen, storen z.B. stark hydrophile Substanzen wie Zucker
oder andere Polyhydroxy-Verbindungen bei der geplanten Chromatografie. Wirde
man die Zucker vor der Chromatografie nicht entfernen, hétte dies eine sehr
schlechte Trennung der Aminosauren zur Folge.

Auch bei der Aufarbeitung biologischer Extrakte zur anschlief3enden Chromatografie
von Aminosauren wird das Verfahren der Kationen-Austauschtrennung zur Vorreini-
gung der Aminosaure-Fraktion verwendet.

B) Material

a) Reinsubstanz-Probe (5 Aminosauren + 2 Zucker) mit gestufter Konzentration;
b) Kationen-Austauscher (DOWEX 50 x 4, 100-200 mesh) in einer Glassaule;

c) IN HCl;

d) 2N NH40H;

€) zwei 400ml-Becherglaser.

C) Versuchsdur chfihrung

a) Die Austauscher-Saule darf unter keinen Umstanden trockenlaufen! Luftblasen
in der Séule wirden an diesen Stellen den Zugang an die austauschfahigen
Gruppen ausschlief3en, wodurch man mit Substanzverlusten und einem schlech-
ten Trenneffekt rechnen mifte!

b) Die Reinsubstanz-Probe (a) quantitativ in den Trichter der bereitstehenden Katio-
nen-Austauscher-Saule (b) Gberfuhren. Den Saulenauslauf 6ffnen und das Efluat
in einem mit dem Namen und "Zucker" markierten 400ml-Becherglas (e) mit
einer Tropfgeschwindigkeit von etwa 20 Tropfen/Min. sammeln.

c) Wenn die Probe gerade in die Oberflache des Kationen-Austauschers eingedrun-
gen ist, A. dest. vom Nachwaschen des Probenglases auf die Saule aufbringen,
ohne dal3 in die Austauscher-Saule L uft eindringen kann.

d) Wenn der Saulentrichter wieder leergelaufen ist, das Nachspiilen des Probengefa-
[3es und das Aufbringen auf die Saule noch zweimal wiederholen.

e) Ist das Nachspllen des Probengeféfies abgeschlossen, und das Nachspilwasser
gerade wieder in die Oberflache des Austauschers eingesickert, wird mit klei-
nen Portionen A. dest. der Saulentrichter mehrmals nachgesptilt, wobei man
zwischen den Nachspulvorgangen wiederum die Flissigkeit in die Saule hat
einsickern lassen.
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(Wird das Nachspllen ohne vorheriges Einsickern des vorherigen Spilwassers
in die Saule durchgefiihrt, erzielt man eine permanente Ver schleppung von Pro-
benbestandteilen infolge kontinuierlicher Verdinnung und letztendlich eine un-
zureichende Trennung der beiden Stoffgruppen Aminosauren und Zucker!)

f) Nun wird der Kationen-Austauscher mit ca. 50ml A. dest. neutral gewaschen, da
durch Umtausch von H* gegen Aminosauren H*-lonen im Efluat austreten. st
die Saule neutral (mit Indikator-Papier testen!), ist anzunehmen, dal3 auch die
Zuckermolekiile die Saule verlassen haben.

g) Die Zucker-Fraktion wird von den Betreuern der Arbeitsgruppen im Trocken-
schrank bel 50°C zur Trockne eingeengt (bei htherer Temperatur wirden Zuk-
ker karamelisieren!).

h) Nachdem nun die Zucker-Fraktion erfalét ist, konnen die amphoteren Aminosauren
durch Zugabe von 2N NH4OH als Anionen vom Kationen-Austauscher abgel 6st
und eluiert werden:

1) Hierzu wird ein mit dem Namen und "AS" gekennzeichnetes 400ml-Becherglas
unter die Saule gestellt und die Aminosaure-Fraktion mit ca. 60ml 2N NH40H
eluiert. Da dieser Vorgang oft langere Zeit in Anspruch nimmt, kann auch ein
100ml-K6lbchen mit 60-70ml 2N NH4OH vorsichtig in den Saulentrichter der
Austauschersaule, der mit gentigend 2N NH4OH gefillt sein mul3, gestuilpt wer-
den. Dadurch ist die AS-Elution tUber Nacht, ohne Anwesenheit der Praktikan-
ten, moglich.

j) Ist die AS-Elution beendet, wird die AS-Fraktion in einem weiteren Trocken-
schrank bei 55°C zur Trockne eingeengt.

k) Das Regenerieren der Kationen-Austauscher durch Neutralwaschen und Behand-
lung mit IN HCI wird vom Betreuer im Institut durchgefihrt.

D) Auswertung

Bei diesem Versuch erfolgt zunachst keine weitere Auswertung. Wahrend die
Aminosaure-Fraktion im Versuch 5 (2. AT) mittels zweldimensionaler Pa-
pierchromatografie in ihre Einzelkomponenten aufgetrennt und danach die ein-
zelnen Aminosauren in Versuch 8 (4. AT) quantitativ bestimmt werden, erfolgt
die quantitative Bestimmung von Saccharose und D-Glucose in der Zucker-
Fraktionin Versuch 9 (4. AT).
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1. Arbeitstag

Charakterisierung eines a-Amylase-Préparates im Hinblick auf seine spezifische
Enzymaktivitat.

a) Bestimmung des Proteingehaltes;

b) Bestimmung der Enzymaktivitét.
Versuchsziel: Einfuhrung in die Methodik von Proteinbestimmung und
enzymatischer Analyse.

A) Prinzip:

Will man die Aktivitdt eines Enzyms charakterisieren, so gentigt oft nicht nur die
eigentliche Aktivitéatsbestimmung, sondern man mochte auch wissen, wieviel
Enzymprotein die enzymatische Umsetzung bewerkstelligt. Bezieht man die Enzym-
aktivitét auf die Menge an Enzymprotein, so erhélt man die sogenannte "spezifische
Enzymaktivitéat", welche die Leistungsféahigkeit eines Enzympréparates besser als die
aleinige Bestimmung der Enzymaktivitéat charakterisieren kann.

Die Aussage der spezifischen Enzymaktivitdt ist etwa zu vergleichen mit der
Produktion einer Autofirma, die pro Woche z.B. 50 PKWs herstellt. Will man die
Leistungsfahigkeit dieser Firma im Vergleich mit einer anderen Firma mit gleicher
Wochenleistung naher untersuchen, interessiert z.B. die Anzahl Arbeitskréfte (oder
die Menge an Produktionskapital etc.), die am Produktionsprozess beteiligt sind.
Haben bei der ersten Firma z.B. 100 Arbeitskréfte, bel der zweiten aber nur 50 an der
Produktion mitgewirkt, so ist die zweite Firma (bei gleicher Wochen-Produktion)
sehr viel effizienter einzuschétzen als erstere, denn pro Arbeitskraft wurden von
Firma 1 50/100 = 0.5 Autog/Arbeiter, von Firma 2 aber 50/50 = 1 Auto/Arbeiter
produziert.

Nun aber wieder zurlick zur spezifischen Enzymaktivitét! Sie wird errechnet, indem
der Substrat-Umsatz eines Enzyms (z.B. 50 pMol/10 Min. in 1 ml Ansatz) auf die
Proteinmenge (z.B. 100 pg in 1 ml Ansatz) bezogen wird. Sie errechnet sich in dem
gegebenen Beispiel:

5 uMol Produkt/Min. pre-mi
spezifische Enzym-Akt. D e

100 ug Protein pro-mi
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Fir den Enzym-Umsatz gibt es eine internationale Einheit, das " Unit®, abgekiirzt
»U". Ein Unit ist der enzymatisch katalysierte Substrat-Umsatz in pMol pro Minute.
Die obige Gleichung ist daher auch in Units auszudrticken:

5U promi
spezifische Enzymaktivitat D e
100 ug Protein pro-mi
oder:
5U
spezifische Enzymaktivitét R = 0.05 U/ug Protein
100 pg

Zur Bestimmung der spezifischen Enzymaktivitat bendtigt man daher sowohl die
Bestimmung der Enzymaktivitét als auch der des Proteingehaltes im Enzympréparat.

Prinzip der Bestimmung der Enzymaktivitat

Man inkubiert ein Enzympraparat unter optimalen, genau definierten Bedingungen
(pH-Wert, lonenstdrke des Puffersystems, geeignete Substratkonzentration,
Temperatur, Zeit und gegebenenfalls Effektorenkonzentration) und bestimmt nach
Abstoppen der Enzymreaktion entweder das verbliebene Substrat oder das gebildete
Produkt.

In unserem Falle versetzt man a-Amylase in Phosphat-Citrat-Puffer (pH 6.9) mit
Starkeldsung als Substrat, inkubiert 10 Minuten bei 30°C im Thermostat, stoppt die
Enzymreaktion durch Erhitzen auf 100°C im Wasserbad ab und bestimmt danach den
Gehalt an Maltose as Produkt im Testansatz nach Zugabe von 2ml
Dinitrosalizylsure photometrisch gegen einen Blindwert.

Y Die neue Einheit fiir die Enzymaktivitat ist das Katal. Sie ist definiert als der
Substrat-Umsatz eines Enzyms in Mol/Sekunde. Da aber die Einheit Unit auch
noch tblich ist, wenden wir sie auch in diesem Praktikum an.
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Prinzip der Bestimmung des Gehaltes an Enzymproteain

Es gibt zahlreiche Methoden zur Bestimmung der Proteinkonzentration. Hier wird
die Methode nach LOWRY verwendet, die eine Erweiterung der bekannten
, Biuret“-Methode darstellt. Letztere war eines der ersten kolorimetrischen
Arbeitsverfahren zur Proteinbestimmung und ist auch heute noch im Einsatz, wenn es
auf eine schnelle, aber nur grobe Proteinbestimmung ankommt. Die Reaktion beruht
auf einer Komplexierung von Kupferionen mit den Peptidbindungen von Proteinen
und Tyrosin-Resten in alkalischer Losung. Die Bestandteille des Ansatzes fur die
Biuret-Methode sind Cu(l1)-Sulfat in Na-K-Tartrat-L 6sung und NaOH.

Die LOWRY - oder auch Folin-Ciocalteau-Phenol-Methode zur Proteinbestimmung
basiert zunachst ebenfalls auf einer Komplexierung von Cu-lonen mit Proteinen im
akalischen Bereich. Der Cu-Protein-Komplex reduziert dann das aus
Phosphomolybdat und Phosphowolframat bestehende Folin-(Ciocalteu-Phenol)-
Reagens, woraus eine intensiv blaue Farbung resultiert. Die LOWRY -Methode ist
etwa um den Faktor 20 empfindlicher as die Biuret-Methode, allerdings etwas
zeitaufwendiger.

Bei Zugabe des Folin-Reagens ist es ganz wichtig, darauf zu achten, dal3 die Probe
sofort nach der Reagenszugabe intensiv geschittelt werden mul3, da das Folin-
Reagens nur im sauren pH-Bereich bestandig ist, der Reaktionsansatz jedoch durch
die Komponenten der Biuret-Reaktion stark basisch ist (pH = 10). Die Folin-
Reaktion mufl3 demnach durch sofortiges Umschitteln einer Probe einsetzen kdnnen,
noch bevor das Folin-Reagens im alkalischen pH-Bereich zersetzt wird. Beachtet
man diese Zusammenhénge nicht, erhalt man fehlerhafte Ergebnisse.

Anmerkunag:

Da Enzymaktivitatsbestimmungen generell sehr viel empfindlicher sind als die
Proteinbestimmungsmethode, werden zur Enzymaktivitatsbestimmung 100-fach
verdinnte a-Amylase-Proben im Vergleich zur Proteinbestimmung ausgeteilt (s.
Auswertung!).

B) Material und Ger ate

B1) Proteinbestimmung
(Reagenzien und Probe blau beschriftet)

a) a-Amylase-Préparat in Phosphat-Citrat-Puffer (0.1M; pH 6.9) in gestufter
Konzentration (Ansatz-K onzentration: 1/1);
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(Die am Arbetsplatz vorgefundene Konzentrationsstufe sofort im
Protokollheft vermerken, sonst kann keine Bewertung der Ergebnisse
erfolgen!)

b) Cu-Tartrat-Reagens;

c¢) Folin-Ciocalteu-Phenol-Reagens;

d) 4 normale, ca. 20 ml fassende Reagensgl &ser;

€) Thermostat, 30°C;

f) Digital-Fotometer, Wellenlange 578 nm.

B2) Enzymaktivitats-Bestimmung
(Reagenzien und Probe rot beschriftet)

a) a-Amylase-Prdparat in Phosphat-Citrat-Puffer (0.1M; pH 6.9) in gestufter
Konzentration (Ansatz-Konzentration 1/100!!);

(Die am Arbetsplatz vorgefundene Konzentrationsstufe sofort im
Protokollheft vermerken, sonst kann keine Bewertung der Ergebnisse
erfolgen!)

b) Starke-Ldsung in Phosphat-Citrat-Puffer;

c) Dinitrosalicylsaure;

d) 4 grofRe, ca. 30 ml fassende Reagensglaser;

€) Thermostat, 30°C und 100°C;

f) Digital-Fotometer, Wellenlange 546 nm.

C1) Durchfiihrung der Protein-Bestimmunag:

Der Versuch wird mit 3 Parallelen und einem Blindwert fir die kolorimetrische
Analyse durchgefihrt. Dabei werden der Blindwert-L6sung alle Reagentien aul3er der
Zu bestimmenden Substanz zugesetzt, d.h. anstelle der Enzym-LOsung wird
Phosphat-Citrat-Puffer verwendet.

a) Ganz wichtig: Haben Sie die Proben-Konzentrationsstufe im Protokollheft
vermerkt?!! (so.)

b) Zu 1 ml a-Amylase-L6sung (3 Reagensglaser mit Probe, 1ml Puffer in Blindwert-
Reagensglas) fugt man 5 ml Cu-Tartrat-Reagens (B1-b) zu, mischt und &3t den
Ansatz fir genau 10 Min. bei 30°C im Thermostaten reagieren.

c) Nun fagt man, zu jedem Reagensglas einzeln, 0.5 ml Folin-Reagens (B1-c) hinzu,
mischt jede Probe sofort intensiv durch (s.0.) und mif% nach 30 Minuten im
Fotometer bel einer Wellenlange von 578 nm gegen den Blindwert.
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d) Die Extinktionen der drel Proben konnen in die vorbereitete Tabelle (s. D,
Auswertung) eingetragen und nach der dort besprochenen Methode ausgewertet
werden.

C2) Enzymaktivitatsbestimmung

a) Ganz wichtig: Haben Sie die am Arbeitsplatz vorgefundene Proben-K onzen-
trationsstufe im Protokollheft vermerkt?!! (s.0.)

b) In grof3e Reagensgléser (3 Proben, 1 Blindwert) 1 ml Stérke-L 6sung pipettieren.

c) Wahrend man in das Blindwert-Reagenzglas 1 ml Puffer pipettiert, werden die 3
Proben-Reagensgl&ser mit je 1 ml a-Amylase-LOsung versetzt.

d) Alle 4 Glaser sofort in ein Wasserbad bei 30°C stellen und kontrollieren, ob fir
das Abstoppen der Enzym-Reaktion ein Wasserbad zum Kochen gebracht
worden ist.

e) Genau 10 Min. die Enzym-Ansdtze bei 30°C inkubieren und danach sofort 2 mli
Dinitrosalicylsdure zugeben, die Proben 5 Minuten zur Denaturierung des
Enzyms und zur Farbreaktion auf gebildete Maltose in kochendes Wasser stellen,
die Glaser unter Leitungswasser abkihlen, mit 25 ml A. dest. auffillen und gut
mischen.

f) Die Extinktionen der Proben gegen den Blindwert bel 546 nm messen, in die
vorbereitete Tabelle eintragen und die Enzymaktivitat der a-Amylase auswerten
(s. D, Auswertung).

D) Auswertung

D1) Auswertung der Protein-Bestimmung

a) Die Proteinkonzentration wird nach bereits bestehenden Eichkurven berechnet.
Dabei entsprechen 100 pg/ml Protein einer Extinktion von 0.155. Uber einen
Dreisatz kann aus dem Mittelwert der gemessenen Extinktionen die zugehorige
Proteinkonzentration errechnet werden:

0.155: 100 pg/ml = Mittelwert Extinktion : X;
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100 - Mittelwert Extinktion

X o /ml];
0.155 [Hg/ml]

Dader Faktor 100/ 0.155 aus der Eichkurve bel dieser Berechnung immer gleich
bleibt, fal3t man ihn als sogenannten , Eichfaktor (EF)“ (=Konzentration pro
mittler e Extinktion) zusammen und schreibt die Bestimmungsgle chung:

ua/ml Protein = EF - Mittelwert Extinktion;

ua/ml Protein = (100:0.155) - Mittelwert der Extinktionen.

b) Nach dieser Gleichung kann die Auswertung der Proben vorgenommen werden:

Konzentrationsstufe der Probe: 1 2 3 4
(bitte ankreuzen)

Extinktionen:

Die Protein-K onzentr ation der a-Amylase-Probe betr agt somit:

.......... (ug/ml Probe)
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D2) Auswertung der Enzymaktivitats-Bestimmung

a) Aus bereits bestehenden Eichkurven fir Maltose als Produkt der Enzymreaktion
fur a-Amylase ergibt sich ein Eichfaktor von:

100 uMol/ml
EF (M altose) = _"_—O“é_S_é """" ;

Fir die Bestimmung der Enzymaktivitdt ergibt sich somit folgende
Bestimmungsgleichung (s. A, Prinzip):

Enzymaktivitat (proml) =
= EF (Maltose) - Mittelwert Ext. pro Minute;

o EF (Maltose) Mittelwert Extinktion
Enzymaktivitat [U/ml] e ;
I nkubationszeit (Minuten)

o EF (Maltose) * Mittelwert Extinktion
Enzymaktivitat [U/ml] S o s ;
10 (Minuten)

b) Nach dieser Gleichung kann die Auswertung der Enzymaktivitéts-Proben

vorgenommen werden:
Konzentrations-Stufe der Probe: 1 2 3 4
(bitte ankreuzen)
Extinktionen:
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Die Enzymaktivitat des Praparatesder a-Amylase betragt somit:

.......... (U/ml Probe) = katal (s. S. 18)

D3) Ermittlung der spezifischen Enzymaktivitat:

a) Hierbei ist zu berlcksichtigen, da? die Enzymkonzentration fir die
Enzymaktivitéts-Bestimmung 100-fach verdinnt im Vergleich zur Enzymprotein-
Bestimmung angesetzt war (s.0.). Nach der Ausfihrung unter Punkt A) ergibt sich
somit folgende Bestimmungsgleichung:

.. - Enzymaktivitat - 100
spezifische Enzymaktivitét S e :
Enzymprotein-Gehalt

. L U/ml - 100
spezifische Enzymaktivitat = e )

b) Aus der Bestimmung von Enzymaktivitat und Proteingehalt ergibt sich somit

aelne spezifische Enzymaktivitét von: ........... = katal (s. S. 18
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Einfuhrung in die Gaschromatogr afie (GC)

zu den Versuchen 3und 13:

Versuch 3: Einfuhrung in die Gaschromatografie: Qualitative Untersuchung
zum Retentionsverhalten von Substanzen am Beispiel der homologen Reihe:
M ethanol, Athanol, n-Propanol.

Versuch 13: Quantitative Alkohol-Bestimmung in ver schiedenen alkoholischen
Getr dnken mittels Gaschr omatogr afie.

A) Prinzip der Gaschromatografie

Wie bereits einfihrend beschrieben, liegt allen chromatografischen Verfahren das
folgende zentrale Prinzip zugrunde: Wahrend der Chromatografie erfolgt eine
kontinuierliche Verteilung eines Substanzgemisches innerhalb eines Zwei-Phasen-
Systems, welches aus einer unbeweglichen (stationaren) Phase und einer
beweglichen (mobilen) Phase besteht.

Bel der Gaschromatografie ist die mobile Phase das mit definierter Flul3rate durch die
Saule stromende ,, Trager“-Gas (hier Helium), wahrend die stationédre Phase entweder
aus geeigneten Feststoffen mit grol3er sorbierender Oberflache (GSC = gas-solid-
chromatography) bestehen kann oder aus hochsiedenden Flissigkeiten, die an nicht-
sorptionsfahigen Feststoffen gebunden sind (GL C = gas-liquid-chromatography). Im
uberwiegenden Umfang wird heute die GL C angewendet.

Der stoffspezifische Verteilungskoeffizient a (s. auch S. 1)
_ Konz. (stationare Phase)

Konz. (mobile Phase)

entscheidet darUber, wie schnell eine Substanz die GC-Saule wieder verladl}. Eine
Substanz mit sehr kleinem a-Wert (= hohe Konzentration in mobiler Gas-Phase bei
Kleiner Konzentration in stationdrer Phase) verlat die GC-Saule sehr rasch, wahrend
eine Substanz mit hohem a-Wert (= hohe Konzentration in stationdrer Phase bel
kleiner Konzentration in Gas-Phase) in der GC-Saule stark retardiert wird. Daraus re-
sultiert bel einem vorgegebenen Substanzgemisch die Trennung einzelner
Substanzen, wobei es allerdings einer langeren Methodenentwicklung bedarf, die
Konditionen der mobilen und stationdren Phase an das Trennproblem anzupassen.
Einige Firmen haben sich darauf spezialisiert, sehr viele unterschiedliche GC-Saulen-
Fullmaterialien fur alle mdglichen Anwendungsfélle zu entwickeln.
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Ein Mal fur die Zeitdauer des Verbleibs einer Substanz in der GC-Saule ist deren
"Retentionszeit”, die bei einer definierten stationdren Phase temperatur- und stoff-
spezifisch ist. Uber die in Vorchromatogrammen anhand von Reinsubstanzen
bestimmten Retentionszeiten sind unbekannte Probenkomponenten relativ einfach
identifizierbar.

B) Apparative Voraussetzungen der Gaschromatogr afie
(s. Abb. 3.1und 3.2)

Ein Substanzgemisch wird Uber den "Einspritzblock" (Abb. 3.1, E) mittels
kleinvolumiger gasdichter Spritzen auf die GC-Saule aufgebracht. Die Temperatur
des Einspritzblocks muf3 in der Regel 30-50°C Uber der Temperatur der GC-Saule
liegen, damit nicht niedrig-siedende Probenanteile vor dem Eindringen in die Saule
ausgekihlt werden und damit der Analyse nicht zuganglich sind.

Am Ausgang der GC-Saule befindet sich der "Detektor" (Abb. 3.1, H), mit dem das
Austreten getrennter Substanzen aus der GC-Saule nachgewiesen wird. Es gibt eine
Reihe von Detektortypen mit unterschiedlich guter Eignung fir bestimmte
Substanzklassen. Der einfachste Detektor ist der auch bei uns eingesetzte "Wéarme-
leitfahigkeits'-Detekor (=WLD, s. Abb. 3.2).

Der WLD setzt dlerdings eine exakt und konstant arbeitende Temperatur-Regelung
von Vergleichszelle (VZ) und Mef3zelle (MZ) voraus und basiert darauf, dal3 sich der
elektrische Widerstand eines Hitzdrahtes aus Wolfram-Rhenium-Legierung dann
verandert, wenn im Trégergasstrom eine Substanz aus der GC-Saule mitgefihrt wird.
Dies ist darauf zurtickzuftihren, dal3 die Warme des Hitzdrahtes der Mef3zelle durch
Substanzen in unterschiedlichem Mal3e abgeleitet wird als vom Hitzdraht der
Vergleichszelle, durch die Trégergas stromit.

Die Hitzdréhte von Mef3- und Vergleichszelle sind in einer WHEATSTONE'schen
Brickenschaltung (WB) mit verstellbaren Vergleichswiderstdnden verschaltet, die
von einer konstanten Spannung gespeist wird. Flief3t nur Trégergas aus der GC-
Saule, wird die Diagonalspannung der Bricke (s. Abb. 3.2, Punkte 1 u. 2) mit
einstellbaren Vergleichswiderstanden auf "0" abgeglichen. Tritt danach eine
Substanz aus der GC-Saule, so ergibt sich eine Spannungsénderung an der WB, deren
Amplitude Uber einen Verstarker verandert werden kann. Die im Verlauf der
Gaschromatografie sich kontinuierlich andernden Spannungsamplituden werden
mittels Schreiber oder Analog-Digital-Wandler (=ADC) durch einen Computer in
Abhéngigkeit von der Zeit registriert.

Die Spannungsénderung an der WB ist dabei direkt proportional der Konzentration
an getrennter Substanz. Allerdings ist dabei zu beachten, dal3 jede Substanz bei
definierter Konzentration eine unterschiedlich hohe Spannungsédnderung am WLD
ausl0st, so dal3 fir quantitative Auswertungen die substanzspezifischen Proportionali-
tatsfaktoren anhand von Standards zu bestimmen sind.
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3 lAu&auschema eines Gaschromatogaghen
Stahlflasche mit Trigergas Aus:

Druckreduzierventil

Nadelventil zur Feinregulierung der Gasstromung Wohlrab, A ( l 982)
Manometer, das den Gasdruck am Sauleneingang anzeigt

Einspritzblock

Trennsdule

Thermostat (Sdulenofen)

Detektor

Detektorausgang

Stromungsmesser

Teil mit elektrischen Bauelementen

Schreiber

Gehduse, in dem sich das Heizelement des Thermostats mit Tangentialgeblise zur Luftumwalzur
befindet

Spritze zur Probeneingabe

Flaschenventil
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Trigergas

Aus: WOHLRAB, A. (1982)
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Beim WLD besteht zwischen dem Detektorsignal (S¢) und der Stoffkonzentration (c)
der Zusammenhang S¢ = E¢ ' ¢, wobel E¢ ein Detektor- und Substanz-spezifischer
Proportionalitétsfaktor ist.

Die Empfindlichkeit (E¢) des WLD fir eine bestimmte Substanz ist:

Sc mVolt )

c mg/ml Tragergas)

Beim WLD sind Nachweisgrenzen in der GroRenordnung von 10-8 bis 109 g
Substanz pro ml Trégergas zu erreichen.

Auch die Temperatur des WLD muf3 wie beim Einspritzblock um ca. 30-50°C hoher
sein as die der GC-Saule, wobel die Saulentemperatur in einem temperierbaren
Saulenofen (s.Abb. 3.1, G), je nach der Verdampfbarkeit der Probensubstanzen,
einzustellen ist. Dabei kann es bei schwierigen Trennproblemen auch durchaus
notwendig sein, die Saulentemperatur im Verlauf eines Chromatogramms in zeitlich
definierten Schritten auf hohere Temperaturen hochzufahren (Temperaturprogramm).
Fir unsere Trennaufgabe arbeiten wir jedoch "isotherm”, d.h. die Saulentemperatur
verbleibt im Verlauf der Gaschromatografie konstant.

Die Zufuhrung des Tragergases (s. Abb. 3.1, A-D) erfolgt aus einer Druckflasche mit
Druckminderventil Gber ein Nadelventil zur Feinjustierung. Dabei mul3 gewahrleistet
sein, dal3 der Tragergasstrom konstant und mit definierter Durchflu3rate zur
Verfugung steht. Der Tragergasdurchflufd wird mittels Strémungsmesser (s. Abb. 3.1,
J) auf den gewtlnschten Wert eingestellt. Wichtig dabei ist, dal’3 alle gasfihrenden
Teile des Gaschromatografen, also Einspritzblock, Sdule und Detektor, gasdicht
verbunden sind, ansonsten wéren unreproduzierbare Ergebnisse zu erwarten. Alle
Verschraubungen des Gassystems sind daher auf Dichtheit zu dberprifen (
Seifenblasentest ).

F) EinfUhrende Literatur

KAISER, R. (1973): Chromatographie in der Gasphase (5 Bande).
B.1. Hochschultaschenbticher, Mannheim
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WOHLRAB, A. (1982): Gaschromatographie.
Diesterweg, Salle, Sauerlander
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1. Arbeitstag

Qualitative Untersuchung zum Retentionsverhalten von Substanzen in der
Gaschromatografie am Beispiel der homologen Reihe (Methanol, Athanol und n-
Propanol.

Versuchsziel: Einfihrung in die Gaschromatografie.

A) Prinzip (s. Einfihrung, s.S. 25ff)

A1) Vorbemerkungen

Der vorhandene Gaschromatograf hat zwei Chromatografiesdulen eingebaut.
Wahrend die rechte Saule zur Trennung unpolarer Substanzen verwendet werden
kann (OV 101 as TrennflUssigkeit auf Chromosorb als Tragermaterial), verfugt die
linke Saule nur Uber das sorptionsfahige Tragermaterial Chromosorb 102 (ohne
Beladung mit einer Trennfllssigkeit!). Diese GC-Saule ist zur Trennung polarer
Substanzen geeignet. Uber die Eigenschaften von Chromosorb 102 informiert
folgende Tabelle (aus. R. KAISER, Chromatographie in der Gasphase, Tell I11).

Wie in der Einfihrung beschrieben, sollte die Retentionszeit einer Substanz bel
definierten  gaschromatografischen Bedingungen konstant sein und  zur
|dentifizierung einer Substanz dienen. Dabel ist die Retentionszeit einer Substanz
von deren Verteilungskoeffizienten a (s.o., S. 1) in einem Zwei-Phasen-System, in
unserem Falle sorptionsfahiges Tragermaterial und Tragergas, abhangig.

Zur Untersuchung von Faktoren, welche die Retentionszeit einer Verbindung an
dieser gpeziellen GC-Saule beeinflussen und somit den  Substanz-
Verteilungskoeffizienten, verwenden wir in diesem Versuch die folgenden Alkohole,
deren Strukturformeln sich um jeweils eine -CH,-Gruppe voneinander unterscheiden
(s.S. 32):

Wie diese Tabelle zeigt, steigt der Siedepunkt mit zunehmender Kettenldnge dieser
Alkohole. Daraus ist abzuleiten, dal3 die Gaschromatografie bel einer Temperatur
durchgeftihrt werden mul3, bei der ale zu trennenden Substanzen fllchtig sind; wir
wéahlen 125°C.
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Methanol Athanol n-Propanol n-Butanol
H>C-OH H>C-OH H2C-OH H2C-OH

] 0 O O
H CH; CH, CH;

O O
CHj; CH,

|
CHj

Siedepunkt (in °C)

64.5 78.3 97.0 118.0

Bel 125°C sind zwar alle Alkohole verdampft, aber Methanol, Athanol und n-
Propanol haben bel dieser Temperatur einen héheren Dampfdruck im Trégergas der
GC-Saule as n-Butanol, so dal3 die kirzer-kettigen Alkohole schneller die Saule
verlassen konnen als n-Butanol. Hinzu kommt, da3 die vier Alkohole mit
zunehmender Kettenlange unpolarer werden, da sich die unpolare Restgruppe der
Molekile vom Methan zum n-Butanol zunehmend vergrof3ert. Auch dieser Effekt
fuhrt schliefdlich dazu, daf3 n-Butanol in Relation zu den kiirzer-kettigen Alkoholen in
unserer zur Trennung polarer Substanzen geeigneten GC-Saule (Chromosorb 102, s.
Tabelle 3.1) stérker retardiert wird. Die Reihenfolge der Elution von der GC-Sauleist
daher Methanol, Athanol, n-Propanol und n-Butanol.

Tabelle 3.1: Eigenschaften von Chromosorb 102 (nach KAISER, 1973)

Bezeich- Zusammen- Vorbe- Oberflache  Dichte
nung setzung handlung m</Q) (g/ml)
warme Extrak-
pordses Styrol- tion 24h mit
Chromo-  Divinylbenzol- Aceton und
sorb 102 Polymeres aus 24h mit n- 300-400 0.20

Rohm u. Haas Hexan. Aus-
Amberlite NAD-2 heizen 24h bis
300°C
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RV, Zur genauen Bestimmung der
Substanz Retentionszeiten benétigen wir
| noch das "Totvolumen" der
GC-Saule, d.h. das Volumen
an Tragergas, welches sich
nach Einspritzen der Probe
zunéchst noch in der Saule
befindet. Nach dem
Einspritzen der Probe vergeht
> also noch eine bestimmte Zeit,
Zeit (sec) bis das Trager-gas  mit
Probenkomponenten am
t Saulenausgang (Detektor)
dr ankommt. Diese Zeit ist
mef3bar, wenn mit der Probe Luft in die Saule eingespritzt wird. Luft bewegt sich
gleich schnell wie Trégergas durch die Saule und ist am Chromatogramm als kleiner
Peak nach dem Einspritzen der Probe kenntlich.

Luft

ty t,

v

Die Zeit zwischen Einspritzen der Probe und dem Luftpeak wird als Durchbruchszeit
(ty) bezeichnet (s. Skizze) und kennzeichnet das Volumen an Tragergas in der Saule.
Die Gesamt-Retentionszeit einer Substanz (ty), vermindert um tg, fUhrt zu der wahren
Retentionszeit t,.

Tragt man die ermittelten Retentionszeiten fur die 4 Alkohole auf der logarithmisch
geteilten Y-Achse in Abhangigkeit von der Anzahl an Kohlenstoff-Atomen auf der
X-Achse auf, ergibt sich eine lineare Abhéngigkeit beider Groféen. Diese Darstellung
ist auch hilfreich, wenn man die Retentionszeit langer-kettiger Alkohole abschétzen
wollte. Aus dem Beispieldiagramm (s. S. 36) ergibt sich z.B. fur n-Pentanol eine
Retentionszeit von ca. 78 Minuten.

B) Material

1.) Gaschromatograf mit WLD und Ankopplung an einen Computer tber
eine Analog-Digital-Wandler-Steckkarte;

Trennbedingungen:

Saule: Chromosorb 102, polar
Saulen-Temperatur: 125°C
WLD-Temperatur: 160°C
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Einspritzblock-Temperatur: 160°C
Tragergas. Helium
Tragergas-Flul¥rate: 60 ml/Minute

2.) Mikroliter-Spritze

3.) Probe: je 5ml Methanol, Athanol und n-Propanol

C) Durchfiihrung

a) Zundchst abwarten, bis der Gaschromatograf auf eine Sdulen-Temperatur von
125°C eingestellt ist. Im Hauptment des Computerprogramms " Chromatogramm
aufnehmen” anwahlen und eine gerade Basidlinie bei Verstérkung x8 und 50 mA
Brickenstrom abwarten.

b) Mittels 5ul-Spritze 2,5ul des Probengemisches aufziehen und das Restvolumen
des Kolbens mit Luft fullen. Spritze waagrecht halten, die Nadel mit der Hand
unterstitzen und sie vorsichtig durch das Septum des Einspritzblocks
durchstechen und einschieben. Danach den Kolben ziigig entleeren, die Starttaste
S auf der Computertastatur dricken und die Spritze langsam aus dem
Einspritzblock ziehen.

c) Das Signal am Bildschirm solange verfolgen, bis der n-Propanol-Peak aus der
Saule ausgetreten ist und das Chromatogramm-Aufnahme-Programm durch
<ESC> verlassen. Auf dem Bildschirm erscheint nun das gesamte
Chromatogramm. Durch Drticken der Optionstaste <O> (oder RETURN) gelangt
man in en Unterment und wahlt "Hardcopy" zum Ausdruck des
Chromatogramms.

D) Auswertung

Die Erfassung der Retentionszeiten der 3 Alkohole und des Luftpeaks erfolgt aus
dem Chromatogramm am Bildschirm, indem mit dem Grafik-Cursor die
Peakspitzen der Substanzen aufgesucht werden. Bel jeder Position des Cursors
wird ndmlich am unteren Bildschirmrand die aktuelle Signalamplitude und
Retentionszeit angegeben, so dal? man leicht die jeweiligen Peakmaxima mit der
zugehorigen Retentionszeit auffinden kann.
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Die Retentionszeiten der 3 Alkohole reduziert man um die Retentionszeit des L uft-
peaks (s. folgende Auswertungstabelle) und trégt die bereinigten
Retentionszeiten (t;) auf der logarithmisch getellten Y-Achse gegen die Anzahl
C-Atome in den Alkohol-Molekilen auf halblogarithmisches Papier auf (s.
anliegendes Beispiel).

LUft - tg (SE0)= v

tdr (Sec) tr (Sec)

Methanol s e
Athanol s e
n-Propanol s e

n-Butanol ??

E) Literatur

KAISER, R. (1973): Chromatografie in der Gasphase (5 Bande).
B.1. Hochschultaschenbticher, Mannheim
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Retentionszelt (i, 1n Sek.)

Beispiel zur Auswertung der Retentionszeiten von 5 Alkoholen
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2. Arbeitstag

Qualitative Untersuchung eines Gemisches aus Cholinchlorid (CC) und
Chlorcholinchlorid (CCC) mittels DUnnschichtchromatografie.

Versuchsziel: Demonstration der Leistungsfahigkeit der DC bel der Trennung eng
verwandter Molekile bel eindimensionaler Arbeitsweise und gleichzeitig
Vorbereitung auf die zweidimensionale Papierchromatografie (Versuch 5).

A) Prinzip (s. auch Einleitung zu chromatogr afischen Verfahren)

Dazu noch ein Hinwels. Bei eindimensionaler Arbeitsweise unterteilt man das Dinn-
schichtchromatogramm in einzelne Bahnen. Aul3er den zu untersuchenden Proben
konnen auf diese Weise auch Referenzsubstanzen zur Identifizierung unbekannter
Probenkomponenten mitlaufen. Dabei werden die getrennten Substanzen nach dem
sogenannten Rf-Wert charakterisiert und unterschieden. Dieser Wert ist ein Mal3 fir
die Substanz-spezifische Wanderungsgeschwindigkeit im Chromatografieverlauf und
sichtbarer Ausdruck des Verteilungskoeffizienten a. Der Ri-Wert* wird errechnet,
indem man die Laufstrecke einer Substanz A (Auftragspunkt bis Substanzschwer-
punkt) in Relation zur Wanderungsstrecke des Laufmittels B (Auftragspunkt bis
Laufmittelfront) setzt: Rf = A / B.

[XCH3)sN*-CH,-CH,-OHO'CI" (CH3)sN*-CH,-CH,-CIOCI
Cholinchlorid (CC) Chlorcholinchlorid (CCC)

In diesem Versuch ist Cholinchlorid (CC) von Chlorcholinchlorid (CCC) zu trennen.
CCC ist as Hamverkurzungsmittel zur Verhinderung des Lagerns von intensiv mit
Stickstoff gediingtem Getreide bekannt geworden.

Die Trennung wahrend der Duinnschichtchromatografie kommt zustande, weil durch
Einfuhrung der Cl-Gruppe in CC eine Verminderung der Polaritdt des CCC Molekils
gegenuber Cholinchlorid eintritt. Wahrend die polarere Substanz Cholinchlorid eher
in der stationaren Phase (Wasseranteil des Laufmittels im Silikagel!) vorzufinden ist,
bevorzugt CCC eher die mobile Phase (Athanol/HCl). Wie bei der
Papierchromatografie (Versuch 5) ist dabel zu beachten, dal? das “Laufmittel” beide
Verteilungsphasen enthalt, die erst im Verlaufe der Chromatografie am Sorbens
(Silikagel bzw. Cellulose des Papiers) a's solche wirksam werden.

* Rf = Relative front
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B) Material und Ger ate

a) Cholinchlorid/Chlorcholinchlorid-L 6sung:
(pro ml Losung 1mg CCC und 2mg Cholinchlorid);
b) Glasplatten (20x20cm) mit Silikagel -Beschichtung;
c) Dunnschichttank zur Aufnahme der Dinnschichtchromatogramme;
d) Laufmittel (0.2N HCI mit 25% Athanol);
e) Hb-Pipette, 20ul, mit Schlauch und Mundsttick oder 20ul Eppendorf-Pipette;
f) Athanol abs. zum Reinigen der Hb-Pipette;
g) KMnOg-L 6sung und Filterpapier;
h) Fon;
i) Dragendorff”sches Reagens:
Zunéchst sind zwei Stamml ésungen herzustellen:
1) 0.85g Wismutsubnitrat in einer Mischung aus 10ml Eisessig und 40ml A. dest.;
2) 8.0g KJin20 ml A. dest.;
Zum Gebrauch mischt man 1.0ml Lésung 1) und 1.3ml Ldsung 2) in einem 25ml-
Ko6lbchen mit 5.0 ml Eisessig und fullt mit A. dest. auf 25ml auf.
j) Spruhvorrichtung im Abzug.

C) Durchfiihrung (je 4 Studenten)

a) Bereits vor Beginn des Praktikums ist das Laufmittel (B, d) in die Chromatogra-
fietanks zu fullen, damit die Séttigung der Tankatmosphare bis zum Beginn dieses
Versuches gewdahrleistet ist.

b) Zunéchst sollte der Umgang mit einer Hb-Pipette bzw. Eppendorf-Pipette zum
Auftragen von Proben auf die Dunnschichtplatte gelibt werden. Hierzu wird unter
Verwendung von KMnO4-Ldsung (sieist in der Hb-Pipette und auf dem Filterblatt
gut sichtbar!) versucht, genau 20ul anzusaugen und portionsweise unter
Trocknung mit einem FOn kleine Substanzflecken auf Filterpapier aufzutragen. Je
besser es gelingt, Proben in kleinen Flecken aufzutragen, desto besser wird die
Trennung der anschlief?enden Chromatografie.
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c) Erst wenn die Handhabung der Pipette
voll beherrscht wird, sind 20ul der

Rand der Platte zu wahlen, dald sie nicht

Q Q Cholinchlorid/CCC-Probe (B, a) ent-
sprechend dem nebenstehenden Schema
: auf die Dinnschichtplatte aufzutragen.
Die Auftragspunkte sind auf einer
Q Q gedachten Linie so hoch vom unteren
| |
| |

|

|

|

|

|

|

: in das Laufmittel eintauchen. Dabei ist
Py PY P weiterhin sorgfaltig darauf zu achten, die
Beschichtung der Platte beim Auftrage-
prozef3 nicht zu beschadigen, da sonst der
kapillare Aufstieg des Laufmittels im
Sorptionsmaterial der Platte nicht funk-
tionieren kann. Die Spitze der verwen-
deten Pipette sollte nur ganz vorsichtig
auf die Platte gesetzt werden. Dabel kann
uffragspunkte man sich vielleicht am besten helfen,
indem man ein Lineal zur Stitze der
auftragenden Hand Uber die Platte hdt. Auch sollte jeder Hautkontakt mit der
Plattenoberflache vermieden werden. Weiterhin ist die Platte nur an ihren
Randern vorsichtig (Fingernagel ?) zu halten und zu transportieren.

b) CCC
c) Cholin
+ CCC

C
o)
C
O
o]

oA

e) Die mit dem FOn gut getrockneten Dunnschichtchromatogramme schnell in den
Chromatografietank stellen (2 DCs pro Tank) und diesen sofort wieder verschlies-
sen, damit die Kammersattigung nicht allzusehr gestort wird. Die Platte sollte bei
Raumtemperatur in etwa 1.5-2 Stunden entwickelt sein, wobel das Laufmittel
etwaim oberen Viertel angelangt sein sollte (aufsteigende Chromatografie).

e) Nach Ablauf der Chromatografie die Platten aus dem Tank nehmen und unter dem
Abzug (Geruchsbelastigung!), gegebenenfalls unter Einsatz des FOns, trocknen.
Bereits zu diesem Zeitpunkt wird die Laufmittelfront der noch feuchten Platte mit
einem Blestift nachgezogen, spater nach Trocknung der Platte ist diese nicht mehr
zu erkennen! (nach erfolgter Chromatografie kann nun die Silikagelschicht der Platte
zerkratzt werden!).

f) Mit einer geeigneten Spruhvorrichtung wird nun das Dragendorff”sche Reagens
gleichmaliig Uber die Platte gespriht (Vorsicht: HCI!).

g) Nach Trocknung der Platte erscheinen die Flecken der beiden Substanzen ange-
farbt auf dem Chromatogramm. Mit einem Bleistift die beiden Flecken umfahren und
die Stellen hochster Farbintensitéat markieren (Ri-Wert-Ermittlung, s.S. 37).
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D) Auswertung

Zur quantitativen Auswertung von Dunnschichtchromatogrammen (Papierchromato-
grammen, Elektropherogrammen etc.) werden heute Computer-gesteuerte Bildaus-
wertungsverfahren eingesetzt. Im Rahmen dieses Praktikums soll jedoch nur gezeigt
werden, wie die Substanz-spezifische Wanderungsgeschwindigkeit anhand des R:-
Wertes zu charakterisieren ist. Geméald seiner Definition (s.0.) ist der R-Wert die auf
die Wanderungsstrecke des Laufmittels vom  Auftragspunkt bezogene
Wanderungsstrecke einer Substanz, wobei der R-Wert je nach Gleichmaldigkeit der
Schichtdicke des Silikagels eine gewisse Varianz aufweisen kann:

Strecke Strecke
A B Ri-Wert
Auftragspunkt Substanz Auftragspunkt Auftragspunkt (A/B)
- Substanzmitte- Laufmittelfront

a) Cholinchlorid ............ cm CM e,
b) CCC ... cm CM e,
c) Chalinchlorid ............ cm . (o1 1

CCC cm s (o1 0 0 I
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2. Arbeitstag

Zweidimensionale Papierchromatografie von Aminoauren:

Auftragen eines Aliquots der Aminosaure-Fraktion (von Versuch 1) auf
Chromatografiepapier.

Versuchsziel: Vorstellung zweidimensionaler Chromatografieverfahren und einfache
M6glichkeiten zu deren quantitativer Auswertung.

A) Prinzip
(s.a. Einleitung zu chromatogr afischen Verfahren und Dunnschicht-
chromatografie, Versuch 4)

Erklarung der ein- und zwei-dimensionalen ,, aufsteigenden“ Dunnschicht- oder
Papier-Chromatogr afie

1-dim. Chromatogramm 2-dim. Chromatogramm
—_>
I 1
00 0 : 0
@0 0 o 9
o - 0 @@:
\ o b B
©0 0 ©
BRI il IS Seeia
e e —>
¢  Auftragspunkte
1,2,3.. unterschiedliche
a, ba C... Substanzen

Bei der zweidimensionaden PapierchromatografieH wird im Gegensatz zu
eindimensionalen Verfahren (s. z.B. Versuch 4) die Probe nur auf einer Stelle
aufgetragen. Nach der Chromatografie im ersten Laufmittel wird das
Chromatogramm getrocknet und, um 90° gedreht, in einem zweiten Laufmittel system
chromatografiert. Der Vortell dieses Verfahrens ist die bessere Trennung von
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Substanzen, die bei eindimensionaler Arbeitsweise nur unzureichend getrennt werden
konnten. Je nach Anwendungsfall sind die beiden Laufmittelsysteme nach bestem
Trenneffekt zu optimieren.

B) Material und Ger ate

a) Aminosaure-Fraktion in 400ml Becherglas vom 1. Arbeitstag; sie wurde
inzwischen bei 50°C im Trockenschrank zur Trockne eingeengt.
b) Hb-Pipette, 20ul, mit Schlauch und Mundstiick oder Eppendorf-Pipette;
¢) Chromatografie-Papier, 20x20cm und Filterpapier zum Uben des Probenauftrags;
d) Athanol abs. zum Reinigen der Hb-Pipette;
e) Gummiwischer;
f) KMnOg-L6sung und Filterpapier;
g) Fon.
h) Laufmittel:
1.Laufrichtung: Wassergesdttigtes Phenol: 150 g Phenol + 50 ml Wasser
(60°C)
2.Laufrichtung: Butanol/Eisessig/Wasser = 200/25/100 (ml)

C) Durchfiihrung (je 4 Studenten)

a) Jede 4er-Gruppe hat vom 1. Arbeitstag (Vorreinigung der Aminosaure-Fraktion
mittels Kationen-Austauscher) zwei Proben zur Verfligung. Davon bitte eine
Probe auswahlen und die ver merkte Proben-K onzentrationsstufe a, b, ¢ oder
d sofort in das Protokollheft schreiben!

b) Da die Handhabung der zu verwendenden Pipette vom Probenauftrag auf die
Dunnschichtplatte bereits beherrscht wird, nun die in einem Becherglas
eingetrocknete  Aminosaureprobe mit genau 2ml A. dest. aufnehmen, die
Aminosauren an der Glasinnenseite mit Gummiwischer 16sen und 20ul davon
portionsweise (s.0.) unter Trocknung mit dem Fon auf das Chromatografiepapier
am Auftragspunkt (Kreuzungspunkt der beiden eingezeichneten Linien)
auftragen. Dabel wird das Papier am Auftragspunkt auf ein Uhrglas gelegt, damit
die aufgetragene Probe an der Papierunterseite nicht abgesaugt wird (durch
darunter liegendes Papier etc.!) und an anderer Stelle mit einem Uhrglas
beschwert damit das Papier unter dem Fon nicht flattert.

c) Das Chromatografiepapier sollte dabel nur an der Seite gegenliber des Auftrags-
punkts mit den Fingern bertihrt werden, damit nicht Aminosduren der Hande
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(Handschweil3!) as Verunreinigung der Probe in Erscheinung treten. Nach M 6g-
lichkeit verwendet man eine Pinzette zur Hantierung mit dem Papier.

d) Das Chromatografiepapier mit dem Gruppennamen und der Konzentrationsstufe
an den vorbereiteten Stellen kennzeichnen. Hierzu bitte nur einen Bleistift
verwenden (Kugelschreiber oder Tinte nicht verwenden, da die Farbstoffe mit
den Laufmitteln der Chromatografie ebenfalls wandern wirden).

e) Zur zweidimensionalen Chromatografie kommen in den vermerkten
Laufrichtungen Phenol-Wasser- und Butanol-Eisessig-Wasser-Gemische zur
Anwendung. Trotz relativ kurzer Laufzeiten (5 Stunden bei Phenol-Wasser und
ca. 4 Stunden bel Butanol-Eisessig-Wasser) ist die eigentliche Chromatografie im
Verlauf des Praktikumstages aus Zeitgrinden nicht moglich, sie erfolgt wie die
Durchfihrung der Dunnschicht-Chromatografie in Glastanks vom Betreuer (s.
Versuch 4, s.S. 37).

C1) Wodurch kommt die Trennung der einzelnen Aminosauren bei der Papier -
chromatoqr afie zustande?

Amino-
Sauren in Asp Gly Ala Val Leu
der Probe
O=C-OH O=C-OH O=C-OH O=C-OH O=C-OH
|
Struktur H-C-NH, H-élz-NHz H-C-NH, | H-C-NH, H-I -NH,
|
H-C-H H H-+-H /&\H H-C-H
|
O=C-OH H CH3 CH3 /E\-H
CH; CH3
Ri-Wert im
L aufmittel
Phenol/ 0.13 0.40 0.59 0.79 0.83
W asser
(AEBI, 1965)
L 6dlichkeit
der Amino-
saurenin 0.50 25.0 16.7 8.85 2.19
W asser
(9/200ml)
(AEBI, 1965)
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Wie der obigen Tabelle zu entnehmen ist, deutet der Ri-Wert der homologen Reihe
Gly, Ala, Val und Leu darauf hin, dal3 die Affinité zur stationaren Phase (=Wasser
als Bestandtell des Laufmittels, sorbiert durch die Cellulose des Papiers) einerseits
mit zunehmender K ettenldnge am a-C-Atom immer schwéacher wird, was auch in der
Verringerung der Wasserléslichkeit dieser Aminosauren zum Ausdruck kommt.
Andererseits weist Asp die geringere Wasserl0dichkeit der fiunf Aminosauren auf,
doch Asp zeigt von alen funf Aminosduren den geringsten Ri-Wert. Allein nach
seiner Wasserl6slichkeit mufte Asp den hdchsten Ri-Wert aufwei sen.

Dies macht deutlich, dal3 insbesondere Struktureffekte bel der Affinitdt der
Aminosauren zu einer der beiden Phasen im Zwei-Phasen-System eine wichtige
Rolle spielen (s.a. Alkohole in der Gaschromatografie). Bei Asp ist es die zwelte
Carboxylgruppe, die eine grofRere Hydrophilitdét dieser Aminosaure bewirkt.
Trotzdem weist Asp eine schlechtere Wasserl0dlichkeit auf als z.B. Val mit mehreren
apolaren Gruppen.

Die Bedeutung von Struktureffekten fur die Affinitat zur stationdren oder mobilen
Phase zeigt besonders die Aminosiure Prolin (Pro). Sie weist mit 162 g/100ml
Wasser die htchste Wasserl6dlichkeit aller Aminoséuren auf, hat dagegen mit 0.88
einen der hochsten Ri-Werte aler Aminosduren (s. AEBI, 1965), d.h. dal3 diese
Aminosaure eine sehr hohe Affinitét zur mobilen Phase (Phenol) und nicht zur
stationdren Phase (Wasser) aufweist. Bei Prolin ist es offenbar die heterozyklische
Ringstruktur, die bei hoher Wasserl6dlichkeit dieser Aminosdure gleichzeitig auch
ihren lipophilen Charakter ausmacht.

Aufgrund seiner hohen Wasserléslichkeit hat Pro dbrigens eine wichtige Funktion
im Stoffwechsel von Pflanzen zur Osmoregulation bei Wasser- oder Salzstress.

D) Auswertung

Die quantitative Auswertung der Papierchromatografie erfolgt im Versuch 7 am 4.
Arbeitstag (s.S. 77).
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(2. Arbeitstag

Sephadex-Gelfiltration zur Trennung nach Moleklilgrofe am Beispiel einer aus RNA
und AMP bestehenden Reinsubstanz-Probe (einschliefdlich Erstellung von RNA- und
AMP-Eichkurven).

Versuchsziel: Einfuhrung in die Saulen-Chromatografie mit Schwerpunkt Molekular-
sieb-Gelfiltration.

A) Prinzip (s.a. Einleitunq)

Die sogenannte "Gelfiltration" mit Sephadex (Typ G) ist ein chromatografisches Ver-
fahren, das eine Sonderstellung unter alen tbrigen Verfahren dadurch einnimmt, dafi3
es die Trennung von Substanzen nach deren Molekulargewicht (Molekllgrofe)
ermoglicht.

Ahnlich wie bei der Kationen-Austauscher-Trennung in Versuch 1 (1. AT) wird Se-
phadex vor alem zur Saulen-Chromatografie eingesetzt. Es besteht aus kleinen Parti-
keln einer hydrophilen unldslichen Substanz, die durch Quervernetzung von Ketten-
molekulen des Polysaccharids Dextran hergestellt wird. Diese Substanz besteht nach
Suspendierung in Puffer aus einem drei-dimensionalen Netzwerk von Polysaccharid-
ketten elektrochemisch neutralen Verhaltens, d.h. sie verhdlt sich indifferent gegen-
Uber Kationen und Anionen (Typ G im Unterschied zu DEAE-Sephadex-Anionen-
Austauschern und CM- und SE-Sephadex-K ationen-Austauschern).

Sephadex, Typ G, wird in verschiedenen Vernetzungsgraden hergestellt, die eine un-
terschiedlich grof3e Porositét des Netzwerkes bedingen. Ein hoher Vernetzungsgrad
ergibt eine kompakte Struktur mit geringer Porositét, wahrend ein niedriger Vernet-
zungsgrad eine hochpordse Struktur zur Folge hat. Entsprechend dem Vernetzungs-
grad erhét man verschiedene Untergruppen des Typs G (G-10, G-25, G-50, G-75, G-
100 und G-200), wobei der Vernetzungsgrad in dieser Rethung von G-10 bis G-200
ab- und die Porositét zunimmt.

Dader Vernetzungsgrad von Sephadex wiederum die Grof3e der in das Netzwerk dif-
fundierbaren Molekile bestimmt, wahrend die Uber eine bestimmte Grof3e hinausge-
henden Molekule ungehindert die Saule verlassen konnen, hangt die Wahl des zu
verwendenden Sephadex-Typs von der Grole der zu trennenden Molekiile ab.
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Angaben zu einigen Sephadex-G-Typen:

Korngro6i3e W asser - Trennbereich
Sephadex-Typ (um) Aufnahme (MG)
(ml/g)
G-25 20 - 80 2.5 1000 - 5000
G-50 20 - 80 5.0 10000 - 30000
G-100 40 - 120 10.0 40000 -150000
G-200 40 - 120 20.0 - 800000
Gelbett- aulleres Inneres
Sephadex-Typ Volumen Volumen Volumen
(ml/g) (ml/g) (ml/g)
G-25 5 2 2.5
G-50 10 4 5.0
G-100 17 6 10.0
G-200 30 9 20.0

Wirkungsweise von Sephadex

Zur Herstellung einer Sephadex-Saule wird trockenes Sephadex in fur die Trennauf-
gabe geeigneten Puffern gequollen (s. Wasseraufnahme von Sephadex, obige
Tabelle) und vorsichtig in einer Glas- oder Plastik-Saule aufgeschichtet. Je nach dem
Vernetzungsgrad der einzelnen Sephadex-Typen ergibt sich nach der Packung der
Saule das sogenannte ,,innere Volumen" (s.0.), das von dem Polydextran-Netzwerk
gebildet wird, und das ,,aulere Volumen" (s.0.) im Puffer rund um das Gelnetzwerk.
Je nach dem Sephadex-Typ konnen nun relativ kleine Molekile innerhalb oder
unterhalb des Trennbereichs (s. obere Tabelle) in das innere Volumen der Sephadex-
Matrix diffundieren, wahrend sich grofdere Molekile nur im auferen Volumen
aufhalten konnen. Wird die Sephadex-Saule mit Puffer kontinuierlich durchstromt
(eluiert), werden die groleren Molekile im &ul3eren Gelvolumen, im sogenannten
Ausschluf3ereich, aus der Saule eluiert, wahrend die im Gelnetzwerk befindlichen
kleineren Molekile im Trennbereich der Sephadex-Saule, entsprechend ihrem
Molekulargewicht verzogert, die Saule verlassen (=umgekehrter Siebeffekt!).

Hierzu ein Beispid:

Substanz 1: MG = 2500 Substanz 2: MG = 10000
Trennbereich G-25: 1000-5000
AusschluRbereich G-25 : >5000 (s. obige Tabelle)
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Substanz 1 kann in das Gelnetzwerk diffundieren und wird aso entsprechend ihrer

GrolRe (=Molekulargewicht) in der Elution verzogert.
(Mehrere Substanzen mit Molekulargewichten im Bereich von 1000-5000 wirden
voneinander getrennt, es ergaben sich mehrere "Peaks" in der Elutionskurve.)

Substanz 2 kann nicht in das Gelnetzwerk diffundieren und wird im auf3eren Volu-

men der Gelsdule eluiert.
(Z.B. 10 Substanzen mit Molekulargewichten Uber 5000 wirden gleichzeitig in
einem "Peak" in der Elutionskurve eluiert.)

Modell zum Zeitverlauf der Elution dieser beiden Substanzen in einer
Sephadex-G-25-Saule:

Molekdile:
Wein | © Sephadex
o groB
Zeitlicher Verlauf
der Trennung
Ext.
A

‘ .' Start
e
o
(0
3
o >
t‘ﬂ Fraktionen
00
()0
.0, Be inn
Q) fon b&a

sen Mole-

kdle

Sephadex-Sdule Elufionsdiagramm

In unserem Fall soll RNA mit einem Molekulargewicht von >450000 von AMP (MG
450) mittels Phosphat-Puffer und Sephadex-G-25 getrennt werden. Dies bedeutet,
dal3 RNA-Molekile sich nur im auf3eren Volumen der Séule aufhalten werden und
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ihnen ein Zugang zum Gelnetzwerk verwehrt ist. Aus der Sephadex-Saule wird RNA
demnach im Ausschlul3-Volumen als erster Peak eluiert. Dagegen werden AMP-
Molekule in das Gelnetzwerk diffundieren und nach langerem Aufenthalt durch
Phosphat-1onen des Puffers aus dem Gelnetzwerk verdréngt und erst sehr viel spéter
als zweiter Peak eluiert.

Das Verfahren der Gelfiltration ist im Labor ein unentbehrliches Hilfsmittel zur
praparativen Trennung von Substanzen nach deren Molekulargewichten
(MolekilgroRen). Es lakt sich mit einigem technischen Aufwand automatisch
durchfdhren (s. u.), indem das Saulen-Eluat mittels Schlauchpumpe in einer
wahlbaren Durchfluf¥rate abgesaugt und durch ein Durchfluf3fotometer bei variabler
Wellenlangen-Einstellung und angeschlossenem Laborschreiber geleitet wird. Ein
Fraktionssammler ermdglicht dabei die Sammlung einzelner Fraktionen in passenden
Reagensglasern. Gerade bel der Untersuchung von Nukleinsdure- oder Protein-
Extrakten kann das Sephadex-Eluat im Durchfluf3fotometer bei 250 (260) bzw. 280
nm kontinuierlich durchgemessen werden und man erhdlt, zugeordnet zu den
gesammelten Fraktionen, die Elutionskurve (s. Schema).

A
/\/\ Reagens-
*’

glaser
w

r\ Wellenidnge || ||||
K\' variabel
OO0 O

\./ ¢ ¢

Sephadex- Schlauch- DurchfluB- Fraktions-
Sdule punpe pho’roqrme’rer sammler
mi

Schreiber
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Im Rahmen des Praktikums stehen derartige Geréte nicht zur Verfiigung, so dal3 die
Sammlung einzelner Eluat-Fraktionen und deren Auswertung sehr zeitaufwendig
durchgeftihrt werden miissen.

Nachweis-Reaktion fiir RNA und AMP:

Da mittels Sephadex eine Trennung dieser beiden Substanzen erméglicht wird, kann
deren fotometrischer Nachweis auf einer gemeinsamen Grundlage erfolgen. Wir ver-
wenden die Orcin-Nachweismethode, die darauf beruht, dal3 die in beiden Substan-
zen enthaltenen Pentosen durch Kochen in Anwesenheit starker Sauren zu Furfura
oxidiert werden (s. Reaktionsschema). Furfural ergibt mit Orcin ein grines
K ondensationsprodukt, dessen Extinktion gegen einen Blindwert gemessen wird.

/O
/4
CH,OH C\H HO OH
b @ @ )
CH
kochen 3
Pentose » Furfural +  Orcin ——— Kondenso-
HCI tions-
produkt
(grdn)

Dabei ist zu beachten, bel Ansatz einer Eichkurve jewelils die zu bestimmenden Sub-
stanzen zu verwenden, da z.B. Desoxypentosen (in DNA) nur einen Bruchteil der bel
RNA resultierenden Farbintensitét mit Orcin ergeben.

B) Material und Ger ate

B1) Erstellung von RNA- und AM P-Eichkurven

a) RNA-Stammlosung in Puffer (Konzentration: 1000 pg/ml);

b)  AMP-StammlGsung in Puffer (Konzentration: 100 pg/ml);

C) 100mI-Mef3kolben zum Ansatz von 3 Eichlsungen unterschiedli-
cher Konzentration (s.u.);

d) Phosphat-Puffer (pH 6.7) zum Ansatz der Eichldsungen;

€) graduierte Reagensglaser (4ml);
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f) vorbereitetes Orcin-Reagens.
(0.1g Fe(I1)Cl2 wird in 100 ml 36%-iger HCI gel6st. Vor Gebrauch
versetzt man diese Losung mit 0.01 g Orcin/ml);

g)  Wasserbad bel 100°C;

h)  Fotometer bei 670 nm;

B2) Elution der Sephadex-G-25-Saule und Bestimmung der Menge an RNA und
AMP im Sauleneluat

a) bereits vorbereitete Sephadex-G-25-Saule;

b)  Phosphat-Puffer (pH 6.7) zur Elution;

C) graduierte Reagensglaser (4ml);

d)  ungraduierte Reagensglaser;

) Orcin-Reagens.
(0.1g Fe(11)Cl2 wird in 100 ml 36%-iger HCI geldst. Vor Ge-
brauch versetzt man diese Ldsung mit 0.01 g Orcin/ml);

f) Woasserbad bei 100°C;

g)  Fotometer bel 670 nm;

h) 2 10ml-Mef3kolben zur Sammlung einzelner Sephadex-Fraktionen;

1) Reinsubstanz-Probe mit RNA und AMP.

C) Durchfiihrung

C1) Erstellung von RNA- und AM P-Eichkurven (jeweils 4 Studenten)

a) Aus der RNA-Stammldsung 10, 5 und 2.5 ml mit sauberer Pipette in entsprechend
beschriftete 100ml-Mef3kolben pipettieren, mit Phosphat-Puffer zur Marke auf-
fallen, mit Stopfen verschlief3en und intensiv mischen. Wir erhalten 3 Eichlsun-
gen mit den Konzentrationen von 100, 50 und 25 pg/ml RNA.

b) In gleicher Weise aus der AMP-Stammlsung 50, 25 und 5 ml in 3 weitere Mef3-
kolben pipettieren. Dies ergibt 3 Eichlsungen mit einer AM P-K onzentration von
50, 25 und 5 pg/ml.

c) Nach guter Durchmischung dieser Eichlésungen pipettiert man aus jeder Eich-
|6sung jewells dreimal je 1 ml in ein graduiertes, beschriftetes Reagensglas, flgt
je 1 ml Orcin-Reagens hinzu (Pipettier hilfe verwenden!) und kocht den Ansatz
45 Minuten im Wasserbad.
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d) Fur die RNA- und AMP-Eichung ist je ein Blindwert aus 1 ml Phosphat-Puffer in
einem graduierten Reagensglas anzusetzen und nach ¢) wie die Proben mit 1 ml
Orcin-Reagens zu kochen.

d) Nach Abkuhlen der Reagensglaser unter flieRendem Leitungswasser wird mit A.
dest. zur Marke (=4 ml) aufgefillt, gut gemischt und im Fotometer bei 670 nm
gegen den Blindwert gemessen.

e) Die gemessenen Extinktionswerte in die unter D1) Auswertung aufgefihrte Ta-

belle eintragen.

C2) Sephadex-G-25-Gdfiltration von RNA und AMP und Bestimmung der
RNA- und AM P-K onzentr ation

C2-A) Sephadex-Elution (8 Studenten)

a) Zunéchst wird der Puffer-Uberstand tiber dem Sephadex-Gel vorsichtig mittels Pi-
pette abgesaugt (generell: Sephadex-Sdule nie trocken laufen lassen! (s.
Kationen-Austauscher-Trennung, Versuch 1, 1. AT)).

b) Nun 20 ml aus der RNA und AMP enthaltenden Probe-Ldsung mit einer Pipette
auf die Saule aufbringen, wobei die Probe vorsichtig an der Glasinnenwandung
der Séule langsam ablaufen sollte, damit die Oberflache des Sephadex-Gelbetts
keinen "Krater" bekommt.

c) Nun ein 10ml-Kolbchen unter den Saulenauslauf stellen und die Séule auf eine
Tropfgeschwindigkeit von ca. 30 Tropfen/Min. einstellen.

d) Ist das 10mlI-Kdlbchen bis zur Marke befiillt, das zweite Kdlbchen unterstellen,
den Inhalt des ersten in ein nummeriertes ungraduiertes Reagensglas entleeren
U.S.W.

Waéhrend die ersten sechs 10ml-Fraktionen verworfen werden (noch keine RNA
in Sicht!), sollten die Fraktionen 7 bis 50 auf RNA und AMP untersucht werden.

e) Ist die Probe in die Sephadex-Saule eingedrungen, die Glaswand der Saule, die mit
Probe in Berthrung kam, dreimal mit Puffer nachspilen, wobei jedesmal die
Splfltssigkeit zuerst in die Séule eingedrungen ist, bevor man den néchsten
Spilvorgang einleitet. Hierdurch wird verhindert, dal3 Proben-Bestandteile ver-
schleppt werden und das Elutionsprofil darunter |eidet.
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f) Sind die drel Spllvorgénge abgeschlossen, wird die Saule mit gentigend Puffer
vorsichtig beschickt, wobel darauf zu achten ist, dal3 die Séule zwischenzeitlich
nie trocken l&uft.

C2-B) Konzentrationsbestimmung von RNA und AMP im Sephadex-Eluat

a) Sind etwa 10 Sephadex-Fraktionen gesammelt (C2-A), je 1 ml aus jeder Fraktion
In ein graduiertes Reagensglas mit gleicher Numerierung tberfihren, 1 ml Orcin-
Reagens (Pipettierhilfe!) zusetzen und den Ansatz 45 Minuten im Wasserbad
kochen.

b) Zu diesem Ansatz auch einen Blindwert anstelle mit 1 ml des Saulen-Eluats mit 1
ml Phosphat-Puffer wie unter a) ansetzen.

c) Die Proben unter flieffendem Leitungswasser abkihlen, mit A. dest. zur Marke
(=4ml) auffdllen, mischen und im Fotometer bel 670 nm gegen den Blindwert
messen.

d) Die gemessenen Extinktionswerte der Sephadex-Fraktionen in die vorbereitete
Tabelle unter D2) Auswertung eintragen und die RNA- und AMP-Peaks nach
dem dort angegebenen Schema weiter auswerten.

D) Auswertung
D1) Auswertung der Eichkurven fir RNA und AMP

a) Die fur die RNA- und AMP-Eichlosungen erhaltenen Extinktionen zundchst in
die folgende vorbereitete Tabelle eintragen und die Eichfaktoren aus
Konzentration : Extinktions-Mittelwert errechnen (s. folgende Tabelle):

. RNA . AMP
Konzentration  Extinktionen Konzentration  Extinktionen

100pg/ml S50ug/ml

Mittelwerte: e | e,
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. RNA . AMP
Konzentration Extinktionen Konzentration Extinktionen
50pug/ml 25ug/ml
Mittelwerte: e L,

RNA AMP
Konzentration  Extinktionen Konzentration  Extinktionen
25ug/ml S5ug/ml
Mittelwerte: e L,

Eichfaktoren (Konzentration : Mittelwert Extinktion):

Konzentration E)lz{'ioﬁktionen Konzentration é)lz{clilr?ktionen
100pug/ml S0pug/ml
S50ug/ml 25ug/ml
25ug/ml e, Sug/ml e,
Mittlere Eichfaktoren:

b) Nun die Eichkurven fir RNA und AMP zeichnen, wobel auf der Abszisse die
Konzentrationen und auf der Ordinate die Extinktionen abzutragen sind.

c) Beim Einzeichnen der Eichkurve mittels Linea ergeben sich 6fters Schwierig-
keiten, wenn die Extinktionswerte nicht auf einer Geraden liegen. Hier kann man

sich durch folgendes V orgehen helfen:

Bei jeder kolorimetrischen Analyse muf3 die Eichkurve durch den Nullpunkt ge-
hen, d.h. bel Konzentration O ist die Extinktion ebenfalls 0. Somit haben wir
einen "Fixpunkt" fur die Eichkurve (die Eichgerade ist ja durch 2 Punkte

definiert!).
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Der zweite Fixpunkt ergibt sich aus dem mittleren Eichfaktor (s. Tabelle). Durch
Umstellung seiner Bestimmungsgleichung (EF = Konzentration / Extinktion)
kann man zu einer bestimmten Konzentration die zugehdrige Extinktion berech-
nen:

Ist z.B. der mittlere Eichfaktor 180.0, und will man die Extinktion fir eine Kon-
zentration von 100 pug/ml errechnen, so ergibt sich:

EF = Konzentration / Extinktion:

180.0 = 100 pg/ml / Extinktion;
180.0 ' Extinktion = 100 pg/ml;

Extinktion = 100 pg/ml / 180.0

Extinktion = 0,556.

Somit wére die Eichkurve vom O-Punkt durch die Extinktion von 0.556 bei der
Konzentration von 100 pug/ml zu ziehen.

d) Mit den Mittelwerten der Eichfaktoren fir RNA und AMP ist die Konzentration

dieser beiden Substanzen in den gesammelten Sephadex-Fraktionen zu
bestimmen (s. D2)).

D2) Auswertung der Sephadex-Gelfiltration

a) Die Extinktionen der einzelnen Sephadex-Fraktionen nach Reaktion mit dem
Orcin-Reagens konnen zunéchst in die vorbereitete Tabelle (s.u.) eingetragen
werden.

b) Mit diesen Extinktionswerten ist ein Sephadex-Elutionsprofil zu zeichnen. Dabei
auf der Abszisse die Fraktionsnummern und auf der Ordinate die zugehdrigen
Extinktionswerte eintragen.

c) Anhand des Elutionsprofils wird unter Mithilfe der Betreuer entschieden, welche
Fraktionen auf RNA und AMP entfallen.

d) Mit den Mittelwerten der Eichfaktoren (s. D1) fir RNA und AMP kénnen nun die
RNA- und AMP-Gehalte (pro ml aufgetragener Probe) in den zugehorigen
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Sephadex-Fraktionen nach den auf S. 55/56 aufgefiihrten Formeln berechnet

werden.
Fraktion Extinktion Fraktion Extinktion Eraktion Extinktion
7 25 43
8 26 . 4
9 27 45
10 .. 28 46
1 29 47
12 30 48 .
13 31 49
14 32 5
5 33 50
16 . 4 52
17 3B 58
18 36 54 L
19 . 37 5
20 1
21 39 e
22 40 e
23 . 41 e
24 . 42 e

Extinktionen aller RNA-Fraktionen =

Extinktionen aller AMP-Fraktionen =
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Extinktionen aller RNA-Fraktionen - EF(RNA) 10

HO/MI RNA = oo
20

Extinktionen aller AMP-Fraktionen  EF(AMP) 10

A/ M AM P = —mmm e e e

20

In diesen Gleichungen beruht der Faktor 10 darauf, dai3 jeweils nur 1 ml jeder
Sephadex-Fraktion (Vol. = 10 ml) mit Orcin-Reagens versetzt wurde, und der
Faktor 20 auf dem auf die Sephadex-Saule aufgetragenen Probevolumen von 20
ml.

e) Die RNA- und AMP-Konzentration in 1 ml der aufgetrennten Probe betrégt somit:

pag/ml Probe RNA = .o,

uag/ml Probe AMP = ...
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3. Arbeitstag

Versuche zum Einflul von pH, Reaktionsdauer und Substrat-Konzentration auf die
Enzymaktivitdt am Beispiel der sauren Phosphatase (aus Kartoffeln) mit p-
Nitrophenyl phosphat al's Substrat.
Versuchsziel:  Charakterisierung eines Enzymsin Hinblick auf:

a) Enzymaktivitét und Reaktionsdauer;

b) Enzymaktivitdt und pH-Wert des Mediums;

c) Enzymaktivitét in Abgangigkeit von der Substrat-

Konzentration und Bestimmung von V max und Km.

A) Prinzip:
Die saure Phosphatase spaltet p-Nitrophenylphosphat (p-NPP) nach der Gleichung:
O OH
N |
:N—/O>—o— =0 p-NPP
o’ " OH Weder p-NPP (Substrat)
noch p-Nitrophenol
(Produkt)  absorbieren
Saure Phosphatase im Schtbaren
Wellenlan-gen-Bereich.
+ H2O Erst nach Bildung des
—_— Na-lons (im akalischen

Bereich) hat p-

o \j . :
O// < : > + H3 PO4 sorptionsmaximum  bel

405 nm.

k+1
Hierbei gilt E+S —»[ES| 2y E+P,
k-l wobei E fur Enzym, S fir Substrat und P fir Produkt
steht und durch [ES] des Enzyms/Substrat-Komplex
symbolisiert wird.

B) Reagentien fur alle Versuche zur Enzym-Kinetik:

a) IN NaOH;
b) 0.1N NaOH;
c) Citrat-Puffer (0.1M, pH 5.6):
21.0g Citronensdure(x1 H20) in ca. 200ml A. dest. 16sen,




Versuch 7: Enzymkinetik 58

200ml 1IN NaOH(a) zugeben und mit A. dest ad 1 Liter auf-
fallen;
Davon 69ml mit 31ml 0.1N NaOH(b) mischen.

d) p-Nitrophenylphosphat-L 6sung (60mM):
2.33g p-NPPin A. dest. [6sen und mit A. dest. ad 100ml auffillen.
(Losung bei 0°C ca. 2 Wochen haltbar!);

e) p-Nitrophenylphosphat-L 6sung (20mM) fir Versuch 4!:
0.777g p-NPPin A. dest. |6sen und A. dest. ad 100ml auffillen.
(Losung bei 0°C ca. 2 Wochen haltbar!);

f) Serum-Albumin-L dsungen:
1) 4%-ig in Citrat-Puffer (c);
2) 1%-ig in Citrat-Puffer (c);

g) Saure Phosphatase (L yophilisat aus Kartoffeln):
(stabilisiert mit Serum-Albumin)
Stamml 6sung:
1 mg Lyophilisat wird in 2ml kalter 4%-iger Albumin-Losung (f1) gel6st.
Vor Kursbeginn Herstellung einer Verdiinnung aus 0.2ml Stammlésung,
1%-ige Albumin-L6sung (f2) ad 10 ml.
(Stabilitét bei 0°C begrenzt!!)

h) Citrat-Puffer (0.1M, pH 2.0);
1) Citrat-Puffer (0.1M, pH 4.0);
j) TRIS- HCI - Puffer (0.1M, pH 8.0);

k) Eis bzw. Kihlschrank zum Zwischenlagern von Enzym- und Substrat-
L dsungen;

|) Photometer bei einer Wellenlange von 405 nm;

m) Thermostaten (30°C).
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C) Dur chfiihrung

C-1) 1. Versuch: Enzymatische Spaltung von p-Nitrophenylphosphat durch
Saur e Phosphatase in Abhangigkeit von der Reaktionszeit (bei Substrat-
Uber schuR!)

a) Versuchsansatz

Enzym-Konzentrationsstufe 1 oder 2 (Bitte ankreuzen!)

Reagens-Zusatz (ml) zu den Proben:

Reagentien 1 2 3 4 5 6
Citrat-Puffer (c) 08 08 08 08 08 038
A. dest. 28 28 28 28 28 28
p-NPP (d) 02 02 02 02 02 02

Im Wasserbad bei 30°C 5 min vortemperieren
Saur e Phosphatase (g) Ve 02 02 02 02 02 02
mischen, weiter inkubieren bei 30°C

1IN NaOH (a) 20 20 20 20 20 20
Zugabe nach Minuten: 0 10 20 30 40 50
Ges.-Volumen Vi: 60 60 60 60 60 60

b) Messung der Extinktionen aller Proben gegen A. dest. bel 405 nm

Extinktionen der Proben:
1 2 3 4 5 6

EXEINKEI ONEN: e s et e —— s

D-1) Auswertung

a) Errechnung der Extinktions-Differenzen ( AE) fir die Proben-Nr. 2 bis 6 gegen
den Zeit-Blindwert (=Pobe-Nr. 1):

Proben-Nummer: 2 3 4 5 6
Reaktions-Zeit (Min.): 10 20 30 40 50

Extinktions-Differenz (AE): e s s e e
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b) Auftragen der AE-Werte in Abhangigkeit der Reaktionszeit in ein Zeit-Umsatz-
Diagramm.

c) Bestimmung der Enzymaktivitat der Sauren Phosphatase jeder Probe anhand der
AE-Werte (s Abschnitt D-1A):

Proben-Nummer: 2 3 4 5 6
Reaktions-Zeit (Min.): 10 20 30 40 50

Extinktions-Differenz (AE): e s s e e

Enzym-Aktivitat (Units/ml): L s s e e

D-1A) Zur Berechnung der Enzym-Aktivitat wird dasLAMBERT-BEER'sche
Gesetz verwendet (Wieder holunq):

Log(lo/l) = Extinktion =g ce d

Dabei bedeuten: ¢ = Konzentration (Mol/Liter);
d = Schichtdicke der Kivette (in cm)
€ = Stoff-gpezifische Proportionalitétskonstante bel definier-
ter Wellenlange (="molarer Extinktions-Koeffizient™)
( = Extinktion einer 1Mol pro Liter enthaltenden
Substanz-L 6sung bei der Schichtdicke 1cm)
Ist € bekannt, 183 sich aus der Extinktion einer Testlosung deren
Konzentration
berechnen:

c (Mol/Liter) = Extinktion / (€ ¢ d)

Oft erfolgt noch eine Verdinnung der zu messenden Substanz im Reaktions-
ansatz. Um die Ausgangs-Konzentration der Substanz in der Probe berechnen
zu kdnnen, muf3 noch ein Verdiinnungs-Faktor eingesetzt werden:

c (Mol/Liter) = ( Extinktione Vi) : ((€e de Ve),

wobei Vi das Gesamt-V olumen des Testansatzes und Ve das Volumen der
eingesetzten Probe sind.
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Fiur die Enzym-kinetischen Versuche des 3. Arbeitstages gilt:
€ (p-NPP) = 18500 (Liter/Mol ¢ d) (bei 405 nm), wobei
d=1cm.
Damit erhélt man endlich die vollstandige Bestimmungs-Gleichung zur
K onzentrations-Berechnung von p-NPP:

c(Mol/Liter) = (AE* V{)/ (18500« 1 Vg), bzw.
c (mMol/ml) =(AE e« 6.0)/(18500 1+ 0.2)

Nun muf3 noch die Umrechnung von mMol/ml in uMol/ml erfolgen und die
Reaktionszeit berlicksichtigt werden, da die Einheit fir die Enzym-Aktivitat
(Unit (U)) definiert ist als ¥:

Enzym-Aktivitat (U/ml Probe) = pMol Produkt / (ml e t)

t = Reaktionszeit in Minuten
Die Enzymaktivitat der Sauren Phosphatase und damit V (Umsatzeschwin-
digkeit) ist somit aus folgender Gleichung zu berechnen:

Enzym-Aktivitat (U/ml Probe) =V =
=(AE * 6.0 1000) /(18500 1+ 0.2 t)

( Der Faktor 1000 resultiert dabei aus der Umrechnung von mMol/ml in
uMol/ml)

D-1B) Erklarungen zu diesem Versuch

Bei der Zeit-Umsatz - Kurve unterscheidet man gemald Abb. 7.D-1B im allgemeinen
drei Kurven-Bereiche:

Bereich A:
In diesem Bereich ist der Enzym/Substrat-K omplex noch nicht vollsténdig aufgebaut.
Er wird "presteady state”" genannt.

1) dDelfe neute Einheit fir die Enzym-Aktivitat ist das Katal (kat). Sieist
inier
alsdie Enzym-Aktivitét, die 1 Mol Substrat pro Sekunde umsetzt. 1 U ent-
spricht 16.67 nkat. Da dle Einheit ,Unit" noch in Gebrauch ist (Biochemi-
kali gn Firmen etc.), soll siein diesem Praktikum auch noch verwendet
werden.
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Abb. 7.D-1B: (Aus: J. AHLERS, A. ARNOLD, Fr. R. von DOHREN u. H.W.
PETER: Enzymkinetik
2. Auflg., G, Fischer, Stuttgart, New York, 1962; S. 40}

Meist ist dieser Bereich der Zeit-Umsatz - Kurve jedoch analytisch schwer faldoar, da
er nur Sekunden dauert (in obiger Abbildung tberzeichnet!).

Bereich B:

In diesem Bereich ist der Enzym/Substrat-Komplex vollstandig aufgebaut. Er wird
"steady state"-Bereich genannt. Die Reaktionsgeschwindigkeit (V) fur den Substrat-
Umbau bzw. fir die Produkt-Bildung ist hier konstant:

V = -d(S)/dt = d(P)/dt = konstant!

(S) = Substrat-K onzentration; (P) = Produkt-K onzentration

Bereich C:
Dieser Bereich kann asymptotisch verlaufen, wenn
1.) entweder ein Grofiteil des Substrates bereits verbraucht ist,
2.) oder die Konzentration an entstehendem Produkt so grof3ist, dafl3 entweder
die Bildung oder der Zerfall des Enzym/-Substrat-K omplexes verhindert

wird.
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Wie Abb. 7.D-1C zeigt, kdnnen Zeit-Umsatz-Kurven prinzipiell folgenden Verlauf
nehmen

Start (t,) Ende ()

. Umsatz (Reaktionsprodukte) ~——————i»

Zalt (Versuchsgauer) —ermem—p
Abb.7.D-1C:

{ Aus: H. AEBI: Einfiihrunq in die praktische Biochemie
Akad. Verlagasges, FFM, 1965; 3. 302 )

Erlauterungen zu Abb. 7.D-1C:

Fall A: linearer Verlauf;
Fall B: Fortschreitende Reaktionsverzégerung (Reaktion 1. Ordnung);

Fall C: Stérung der Testreaktion durch entgegengesetzt verlaufende Umset-
zung;
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Fall D: Vorzeitiges Erreichen der Bedingungen wiein Abb. 7.D1-B, Bereich

Fall E: Autokatalytischer Kurvenverlauf
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C-2) 2. Versuch: Enzymatische Spaltung von p-Nitrophenylphosphat
dur ch Saure Phosphatase in Abhanqiq_keit von der Enzym-K onzentr a-
tion (bal Substrat-Uber schul3!)

a) Versuchsansatz

Reagens-Zusatz (ml) zu den Proben:
Reagentien 1 2 3 4 5

Citrat-Puffer (c) 0.80 0.80 0.80 0.80 0.80
A. dest. 2.95 2.95 2.90 2.85 2.80
p-NPP (d) 0.20 0.20 0.20 0.20 0.20
Im Wasserbad bei 30°C 5 min vortemperieren
Saur e Phosphatase (g) Ve: 0.05 0.05 0.10 0.15 0.20
mischen, weiter inkubieren bel 30°C
1IN NaOH (a) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
Zugabe nach Minuten: 0 30 30 30 30
Ges.-Volumen (ml) Vi: 6.00 6.00 6.00 6.00 6.00

b) Messung der Extinktion aller Proben gegen A. dest. bei 405 nm in lcm-
Kilvetten

Extinktionen der Proben:

Extinktionen: s e e e,

D-2) Auswertung
a) Errechnung der Extinktions-Differenzen (AE) fir die Reagensgldser Nr. 2 bis 5
gegen den Enzym-K onzentrations-Blindwert (=Reagensglas Nr. 1):

Proben-Nummer: 2 3 4 5
ml Enzym-L 6sung Ve: 0.05 0.10 0.15 0.20

Extinktions-Diff.( AE): s i e
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b) Auftragen der AE-Werte in Abhangigkeit von der Enzym-Menge (=ml Enzym-

L6sung) in ein Enzym-K onzentr ations-Umsatz-Diagramm.

c) Bestimmung der Enzymaktivitat der Sauren Phosphatase jeder Probe anhand der

berechneten AE-Werte:

Proben-Nummer: 2 3 4
ml Enzym-L 6sung (=V¢!): 0.05 0.10 0.15

Extinktions-Diff. (AE): s e

5
0.20

Enzym-Aktivitat (U/ml): s s

Enzym-Aktivitat (U/ml Probe) =

= (AE « 6.0+ 1000) (18500 1+ Vget)

('s. Erlauterungen unter Punkt D-1A!, s.S. 60)
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C-3) 3. Versuch: Enzymatische Spaltung von p-Nitr ophenylphosphat
durch Saure Phosphatase in Abhangigkeit vom pH-Wert der
| nkubationd 6sunq (bel Substrat-und Enzym-Uber schuld)

a) Versuchsansatz

pH-Wert: 2.00 4.00 5.60 8.00
Puffer: Citrat (h) Citrat (i) Citrat (c) TRIS())
Proben-Nr .: 1 2 3 4 5 6 7 8
Volumen (ml):
a) Puffer 0.8 0.8 0.8 0.8
b) A. dest. 2.9 2.9 2.9 2.9
c) p-NPP (d) 0.2 0.2 0.2 0.2

Im Wasserbad bei 30°C 5 Min. vortemperieren

Enzymldsung: 0.1 0.1 0.1 0.1

Start
(8] 7= 1 O U R I

Mischen, weiter inkubieren bel 30°C

MI
1IN NaOH (a) 2.0 2.0 2.0 2.0
nach
Minuten: 0 30 | O 30 | O 30 | O 30

Ges.-Vol. des
Ansatzes (ml) 6.0 6.0 6,0 6.0

b) Messung der Extinktionen
c) _der Proben bel 405 nm,
diesmal nicht gegen A. dest., sondern:
Probe 2 gegen Probe 1
Probe 4 gegen Probe 3
Probe 6 gegen Probe 5
Probe 8 gegen Probe 7
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Proben-Nr .: 1 2 3 4 5 6 7 8

Extinktionen
gegen dieje-
welligen Kon- | s | e | e | e

trolle

D-3) Auswertung

a) Auftragen der Extinktionswerte in ein Umsatz-Diagramm in Abhéngigkeit vom
pH-Wert und Ermittlung des pH-Optimums fir die Saure Phosphatase.

Das pH-Optimum der Sauren Phosphatase liegt nach unserem Versuch bei:




C-4) 4. Versuch: Enzymatische Spaltung von p-Nitrophenylphosphat durch Saure Phosphatasein Abhéngig-
Keit von der Substrat-Konzentration (p-NPP) zur Ermittlung des Km-Wertes ( ohne Einflul3 von Hemm-

faktoren)

Wahrend bei den Versuchen 1-3 jeweils bei Substrat-Uberschul3 gearbeitet wurde, wird die Konzentration der Substratstammlésung (€)
In diesem Versuch von 60 auf 20 mM zunéchst vermindert und dann stufenweise erhoht.
( Anmerkung: Da p-Nitrophenylphosphat in wassriger Losung bereits bei 30°C spontan hydrolysiert werden kann, ist bei jeder Substrat-
Konzentrationsstufe jeweils ein Kontrollwert mit anzusetzen! )

Versuchsansatz

Probe| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
mi
Puffer | 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8 0.8
(©)
A.dest| 3.09 | 3.09 | 308 | 308 | 3.06 | 3.06 | 3.03 | 3.03 | 3.00 | 3.00 | 290 | 290 | 280 | 280 | 270 | 2.70

+0.10 +0.10 +0.10 +0.10 +0.10 +0.10 +0.10 +0.10
p_
NPP | 001 | 001 | 0,02 | 002 | 0.04 | 0.04 | 007 | 007 | 010 | 020 | 020 | 0.20 | 0.30 | 0.30 | 0.40 | 0.40
(€)

Im Wasser bad bel 30°C 5 Min. Vortemperieren

Enz.-
Losg. | 0.10 | ------ 0.10 | ------ 0.10 | ------ 0.10 | ------ 0.10 | ------ 0.10 | ------ 0.10 | ------ 0.10 | ------
(9)
Start
(Uhr-
ZEIt) | ciiiiis | v | vieniees | evieiiins | sieenienns | evsiennne | eeenieenee | eesrensies | eesieenes | enveesiees | sneeesiees | svenseeess | snesseesns | eesreesne | eeseeesnes | eeseeenees

Sofort nach Enzym-Zugabe (=Start) mischen, Zeit notieren und weiter inkubieren bel 30°C




Probe| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
NaOH

(@) 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
nach

Min. | 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30
Ges.-

Vol. | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00 | 6.00
(ml)

b) Messung der Extinktionen aller Proben gegen A. dest. bei 405 nm
Ext.
D-4) Auswertung
a) Berechnung der Extinktions-Differenzen AE (Differenz Ext.enzym - Ext.H,0),
(aso z.B. Ext.(Probe 1) - Ext.(Probe 2), Ext.(Probe 3) - Ext.(Probe 4), usw. )
und Berechnung der Enzym-Aktivitéat in U/ml Probe:

Ext.-

Diff.

A = L [ B B B BT PP
Enz.-

Akt.
(74 11 S (R PSP [ B NSRS RS

(s.D3)




b.) Substrat-K onzentrationen in den einzelnen Substrat-Stufen (in mMol p-NPP) (Rechnung selbst nachvollziehen!!)

Probe| 1 | 2 3 | 4 5 | 6 7 | 8 9 | 10 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
MMol

p- 0.0333 0.0667 0.1333 0.2333 0.3333 0.6667 1.000 1.333
NPP

c) Auftragen der Enzymaktivitatswerte (U/ml = V) auf der Y-Achse gegen die millimolare Konzentration des Substrats p-NPP auf der
X-Achse (MICHAELIS-MENTEN-Darstellung)
(Beispiel s. Abb. 7.D-4C-1)

d) Auftragen der reziproken Werte der Enzymaktivitét (1/U) auf der Y-Achse gegen die reziproke millimolare p-NPP-K onzentration

(Beispiel s. Abb. 7.D-4C-2)

(1/(S)) auf der X-Achse (LINEWEAVER-BURK-Darstellung)

€) Bestimmung von Km und Vmax, wenn méglich entsprechend lin. Regression der reziproken Werte des LINEWEAVER-BURK-Plots
( Hierzu sind zunachst die Werte fir /U und /mMol p-NPP (1/(S)) zu berechnen))

Probe

9 | 10

v

1S
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D-4C) Erlauterungen zu diesem Versuch anhand eines Beispi€ls:

In Abhangigkeit von der Substrat-K onzentration habe sich z.B. folgender Produkt-
Umsatz (V in U/ml) ergeben:

(S) (mMol) (X-Achse): 0.2 0.4 1.0 2.0 4.0 10.0

V (U/ml) (Y-Achse): 068 102 168 202 232 256

Diese Ergebnisse werden zundchst in MICHAELIS-MENTEN-Darstellung
aufgetragen (s. Abb. 7.D-4C-1). Eswird ersichtlich, dal3 aus dieser Art der
Darstellung Informationen tber die Grof3e von Km und Vmax nhur annahernd
abzuleiten sind.

Die Ermittlung von Km und Vmax ist durch die Auftragung nach LINEWEAVER-
BURK zu erreichen. Hierzu werden zunéchst die reziproken Werte von V und [S]

errechnet:
1/[S (mMol): 5.00 2.50 1.00 0.50 0.25 0.10
1/V (U/ml): 1.47 0.98 0.60 0.50 0.43 0.39

Die LINEWEAVER-BURK-Auftragung erfolgt so, dal3 1/[S] auf der X-Achse und
1/V auf der Y-Achse abgetragen werden (s. Abb. 7.D-4C-2). Diese Abbildung zeigt,
dal? dadurch eine Linearisierung der Abhangigkeit beider Gréf3en von einander zu
erreichen ist.

Zu Abb. 7.D-4C-2: Ermittlung von Km_und Vmax

Durch die Mef3punkte mul3 nun eine Ausgleichsgerade gelegt werden. Dies kann,
fals die Werte es zulassen, entweder per Hand erfolgen oder durch lineare
Regression von 1/V auf 1/(S).

Die lineare Regressionsanalyse ergab fur dieses Beispiel folgende Geradengleichung,
wobel Y = 1/V und X = U[S]:

Y=a+beX
Y =0.38131 + 0.221938 ¢ X
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Definitionsgemald ist der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der Y-Achse
(V) der Wert fur 1/Vmax und der Schnittpunkt mit der X-Achse (1/[S]) der Wert
for -1/K m-

Die Regressions-Gerade schneidet die Y-Achse also bel X=0.
Somit ergibt sich: Y =0.38131 + 0.221938 ¢ 0
Y = 1/Vmax=0.38131 (=ader Regr.-Gleichung!).

max st demnach 2.62 U/ml.

I

I<

Der Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der X-Achse ergibt sich, wennY =0
gesetzt wird:

Y =0.38131 + 0.221938 « X
0=0.38131 + 0.221938 « X

nach X aufgel0st, ergibt sich:
0.221938 « X =-0.38131
X =-0.38131/0.221938
X =-1.718
-U/Km=-1718; VKm=1.718

Somit ergibt sich ein Km-Wert von 0.582 mM ol Substrat

Anmerkung:

Die Michaelis-Konstante Ky ist die Substrat-Konzentration bei halb-maximaler
Reaktionsgeschwindigkeit des Substrat-Umsatzes durch ein Enzym. Sie ist somit ein
Mal3 fur die Affinitdt eines Enzyms zu einem bestimmten Substrat.

Ist Km hoch, so besteht eine geringe Affinitdét des Enzyms zum Substrat; bei
niedrigem Km liegt dagegen hohe Affinitadt zum Substrat vor. Werden einem Enzym
mehrere Substrate mit unterschiedlichen Km-Werten angeboten, so werden
vornehmlich die Substrate umgesetzt, zu denen das Enzym eine hohere Affinitét
aufweist (=kleinere Km-Wertel).

Im allgemeinen liegen Ky-Werte im Bereich von 10-2 bis 10-6 Mol.
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4. Arbeitstag

(Fortfuhrung von Versuch 5, 2.AT, s.S. 41):

Quantitative Auswertung der zwei-dimensionalen Papierchromatografie der
Aminosaure-Fraktion von Versuch 1, 1. AT (s.S. 11).

A) Prinzip

Die im Institut zwischenzeitlich chromatografierten Aminoséuren sind zunéchst unter
standardisierten Bedingungen anzuférben, bevor ihre quantitative Bestimmung
erfolgen kann.

HierfUr wird die Ninhydrin-Reaktion (s. z.B. Karlson et al., 1994) verwendet. Sie
verlauft dann quantitativ ab, wenn die Chromatogramme in einen Athanol-geséttigten
Tank (wasserfrei!) unter CO2-Atmosphéare (ohne O,!) bel 60°C 45 Minuten lang
eingehangt werden. Ninhydrin reagiert mit einzelnen Aminosauren unter Bildung
AS-spezifischer Farbtonung, die aus dem Chromatografie-Papier zu eluieren und
gegen einen Blindwert zu messen ist. Anhand von Chromatogrammen mit definierten
Aminosaure-Konzentrationen wurden Eichfaktoren fir die einzelnen Aminosauren
Uber lineare Regressionsanalysen ermittelt, so dal? deren quantitative Auswertung
moglichist (s. D) Auswertung).

Allerdings sind noch einige Angaben Uber das Verfahren der Auswertung
erforderlich:

Ninhydrin reagiert nicht nur mit Aminosdauren, sondern auch mit
L uftverunreinigungen, die tber die Laboratmosphare mit dem Chromatografie-Papier
in BerUhrung gekommen sind (z.B. Zigarettenrauch!). Daher muf3 ein Verfahren zur
Kompensation der in jedem Labor unterschiedlich hohen Untergrundfarbung des
Chromatografie-Papiers gefunden werden.

Hierzu wird an einer bestimmten Stelle der Chromatogramme ein Papier-Blindwert
zusammen mit den einzelnen Aminosaure-Flecken ("Spots') ausgeschnitten, seine
Ninhydrin-Farbung Uber die Elution und Extinktionsmessung miterfal3 und seine
Untergrund-Farbintensitdt auf seine ,Flache* bezogen. Da die Dicke von
Chromatografie-Papier sehr konstant ist, entspricht die Flache dem Gewicht des
ausgeschnittenen Papier-Blindwerts. In Anbetracht unterschiedlicher Fleckgrofen
(=Gewicht) bei den einzelnen Aminosduren ist es somit mdglich, von der
Farbintensitat einzelner Aminosduren pro Fleck-Gewicht die Farbintensitdt des
Papieruntergrunds pro Gewicht zu subtrahieren, wodurch die um die Untergrund-
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Farbung des Papiers bereinigte, konzentrationsabhangige Ninhydrin-Farbung fir jede
Aminosaure zu ermittelnist (s. D) Auswertung).

Anhand von Eichchromatogrammen konnen die in diesem Versuch zu bestimmenden
Aminosauren entsprechend folgendem Schema, s.a. R-Wert, Versuch 4, S. 37 und
Versuch 5, S. 41) lokalisiert werden:

Papier-Chromatogramm

Papier-BW.

CD

B) Material und Ger ate

a) entwickelte AS-Chromatogramme;

b) Ninhydrin-Reagens:
1% Ninhydrin mit 2% Colidin-Lutidin-Wasser (1:2:3) in 97% Athanol abs. am
Tag der Farbung in brauner Flasche ansetzen.

c) Anfarbetank, mit Athanol abs. gesittigt, mit CO2-Flasche und Temperatur-
Kontrolle (60°C), Halterung fur Chromatogramme;

d) Lichtplatte;

e) Waage (3 Nachkommastellen);

f) Schere;

g) Pinzette;
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h) Reagensgl &ser
i) 50% Athanol zur Elution;
j) Fotometer bei 578 nm.

C) Durchfihrung (jewells 4 Studenten)

a) Bereits vor Beginn des Praktikums wird aus Zeitgrinden die Anférbung der
Chromatogramme eingeleitet bzw. durchgefihrt. Hierzu werden die
Chromatogramme mit Ninhydrin-Reagens bespriht und gesdttigt, kurz durch
schwenken in der Luft getrocknet und in den Anférbetank (erkléren lassen!)
eingehangt. Bei 60°C unter einer mit Athanol abs. und CO> gesittigten Kammer
verlauft die Ninhydrin-Reaktion mit Aminosauren quantitativ (s. A).

b) Nach 45 Minuten werden die Chromatogramme ca. 7 Minuten unter dem Abzug
getrocknet (Colidin-Lutidin  zur Stabilisierung der Farbung riecht sehr
unangenehm - wird Ubrigens auch as Vergdllungsmittel fir technischen,
zollfreien Alkohol verwendet!).

c) Auf einem Lichtpult werden die einzelnen geférbten Aminoséuren nach der obigen
Abbildung identifiziert und mit Bleistift umkreist (Bleistift wird spater nicht
miteluiert). An einer besonderen Stelle wird auch der Papier-Blindwert (Papier-
BW) markiert. Die Abkirzung der AS und des Papier-Blindwerts in die
Umkreisung eintragen, sonst vergif3 man leicht, welchen AS-Spot man gerade
ausgeschnitten hat (s. f).

d) Jede 4er-Gruppe bearbeitet nun ihr Chromatogramm nach folgender Vorschrift,
wobel das Ninhydrin-getrankte Papier nur an Stellen ohne BW- oder
Aminosaure-Flecken angefalt wird:

e) Sechs mit Asp, Gly, Ala, Val, Leu und BW beschriftete Reagensgléaser
vorbereiten.

f) Auf einer sauberen Unterlage (Filterpapier) die umkreisten Flecken ausschneiden,
ihr Gewicht (in mg) feststellen (hierzu bitte eine Pinzette verwenden) und die
Gewichte in der Auswertetabelle (s. D Auswertung) notieren.

g) In Anbetracht des dicken Chromatogramm-Papiers nun die ausgeschnittenen
Flecken in diinne Streifchen (ca. 2x20mm!) zerschneiden, wobei ebenfalls eine
Pinzette zu verwenden ist. Die Streifen am besten in einer geknickten
Karteikarte sammeln und vorsichtig in entsprechend beschriftete Reagensgl&ser
uberfuhren.
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h) Die Elution der AS-spezifischen Farbung mit 50%igem Athanol sollte, begleitet

durch ofteres, vorsichtiges Kippen der mit Parafilm verschlossenen
Reagenzglaser, solange durchgeftihrt werden, bis die Papierstreifchen nicht mehr
gefarbt sind (ca. 60-90 Min), aber bitte nicht schitteln, da dadurch Papierfasern
abgel st werden konnen, wodurch die Athanol phase getriibt werden kann und bei
der Fotometrie Probleme bestiinden.

i) Die Extinktions-Messung der Farbintensitdt im Athanol-Extrakt erfolgt im

Fotometer bei 578 nm gegen 50% -igen Athanol als Blindldsung.

D) Auswertung

a) Zur Ermittlung der Untergrundféarbung des Chromatogramms pro Massen-

(="Hé&chen-") Einheit wird zunadchst die Extinktion des Papier-Blindwertes
(gegen 50%igen Athanol) auf seine Flache (=Gewicht, in mg) umgerechnet; es
ergibt sich der Korrekturwert K nach folgender Formel:

‘- Extinktion Papier-Blindwert (gegen 50% Athanol)
= Gewicht Papier-Blindwert (in. mg!)

b)

Der folgende Rechengang ist nun fir jede einzelne Aminosaure eines
Chromatogramms getrennt durchzufihren:

P-Wert P = (Gewicht AS-Fleck,in mqg) « K

(Ermittlung der Papier-Untergrundfarbung unter dem AS-Fleck)

X-Wert X = (Extinktion AS-Spot) — P

(Ermittlung der von der Untergrundfarbung des Chromatogramms bereinigten
Extinktion des AS-Flecks)
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Y-Wert Y = (X ¢ b) + a (Vorzeichen von a berticksichtigen!)

(Einsetzen der konzentrationsspezifischen Extinktion eines AS-Flecksin die durch
Eichchromatogramme erstellte Regressionsgleichung (s. Tabelle 8.1!))

Volumen der Probe
Vol.-Faktor VE = ------mmmemmm oo

Volumen der Auftragsmenge

_ 2000 pl
(inunserem Fall: VF = ---------—---- =100

20 pl

UgAS/Probe=Y « VF

(Mg ASin der gesamten AS-Fraktion der Probe)

Tabelle 8.1: Regressionsgleichungen fir die einzelnen Aminosaur en

Y-Wert (AS-Konzentration, in yg/Chromatogramm) = (b « X-Wert) +a
(Vorzeichen von a ber ticksichtigen!)

Aminosaure b a

Asparaginsdure Asp 198.22 + 4.5388
Glycin Gly 56.265 - 0.4292
Alanin Ala 52.156 + 0.9323
Valin Val 67.421 + 4.0606
L eucin Leu 136.635 - 0.8913

c) Die Auswertung zur Aminosaure-Konzentration kann nach dem folgenden
Vordruck nach der beschriebenen Methode vorgenommen und die Ergebnisse
eingetragen werden.
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Konz.-Stufe: A, B, C oder D (bitte ankreuzen)
(nicht ver gessen, sonst kann keine Bewertung der Ergebnisse erfolgen !!)

Extinktion Papier-Blindwert (gegen 50% Athanol!)

K . e mm e m -
Gewicht Papier-Blindwert (in mg)
K= e L (Ext./mg)
K = e (mit 6 Nachkommastellen)

K onzentr ationsber echnung fur jede Aminosaur e;

ASGew.(mg) Ext. P X Y VF g/ Probe
) 100 ...
Y 100 .
] - 100 .
Val s i e e e, 100 .
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D1) Beispiel zur Auswertung:

Gegeben: Ext. Papier-Blindw.= 0.017
Gewicht Papier-Blindw. = 120 mg

Ext. Asparaginsaure =0.120
Gewicht ASP= 157 mg

a) Der K-Wert ergibt sich somit aus 0.017 / 120 = 0.000142 (Ext./mq), d.h. pro mg
Gewicht des Papiers betragt der Wert fur die Untergrund-Farbung 0.000142
Extinktions-Einheiten.

b) Mit dem K-Wert wird nun berechnet, welcher Anteil der Extinktion des
Asparaginsaure-Flecks auf die Untergrund-Farbung entfallt:

P = Gewicht(AS) « K; P =157« 0.000142; P = 0.022 (Ext/mg ¢ mQ).
c) Dieser Antell der Untergrund-Férbung des Papiers wird as néchstes von der
Extinktion der Aminosaure abgezogen:

X =0.120 - P-Wert; X =0.120 - 0.022; X-Wert = 0.098.

d) Die somit von der Untergrund-Farbung bereinigte Extinktion der Aminosaure wird
mit den Koeffizienten der fir die entsprechende Aminosaure berechnete lineare
Regressionsgleichung verrechnet, woraus sich deren Konzentration ergibt:

Y=(Xe*b)+a;

Flr Asparaginsaure ergibt sich somit:

Y =(0.098 » 198.22 + 4.5388;
Y = 19.426 + 4.5388;

Y = 23.964 (ug Asparaginsaur €/20 pl Probe auf dem Chromatogramm).

e) Da die Probe ein Gesamtvolumen von 2ml (=2000pul) umfafdte, wir aber nur 20pl
davon auf das Chromatogramm aufgetragen hatten, ergibt sich ein Vol.-Faktor
von 2000/20 = 100.

Wir erhalten also:

ug Aspar aginsaur e/Probe = 23.964 « 100 = 2396.4.
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4. Arbeitstag

Quantitative Bestimmung der Saccharose- und D-Glucose-Gehalte der
Zuckerfraktion (von Versuch 1, 1. Arbeitstag) mittels Enzym-Testsatz.

Versuchsziel: Einfuhrung in die enzymatische Analytik zur Bestimmung von
M etaboliten.

A) Prinzip (s. EinfUhrunq)

Verschiedene Reagentienhersteller haben sogenannte "Enzym-Testsatze" zur
quantitativen Bestimmung wichtiger Metaboliten in ihrem Programm, wobei die
Enzyme quasi als Reagentien eingesetzt werden.

Absorptionsspekiren von NAD und NADH| Sehr oft handelt es sich hierbes
um gekoppelte Enzym-Reaktio-

Ext. A nen mit Dehydrogenasen als
NADH End-Reaktionen, die entweder

~ N\ (NADPH) NAD oder NADP zu NADH +

f H* bzw. NADPH + H' umset-

. _ NAD zen. Diese beiden Coenzyme

— T T (NADP) weisen ein  unterschiedliches

Absorptionsspektrum auf (s. ne-
benstehendes Schema), anhand
dessen die eigentliche Metaboli-
ten-Bestimmung  fotometrisch
ermoglicht wird (z.B. Messung
> von NADH oder NADPH bei

260 340 340 nm).

B) Material und Ger ate

a) Probe: eingeengte Zucker-Fraktion von Versuch 1, 1.AT;

b) Enzym-Testsatz (Boehringer, Mannheim), bestehend aus folgenden L dsungen:
[3-Fructosidase-Ldsung (Nr. 3);
Puffer, NADP, ATP (Nr. 1);
Hexokinase- u. Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase-L 6sung (Nr. 2)

c) Fotometer bel 340 nm;

d) Eppendorf-Pipetten;

e) Kilvetten-Ruhrstébchen.
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C) Durchfiihrung (4 Studenten)

a) Jede 4er-Gruppe hat hierfir vom 1. Arb.-Tag zwel Zucker-Proben zur Verfligung.

b)

Davon wird eine Probe ausgewéhlt und deren Konzentrationsstufe sofort im
Heft ver merkt.

Die inzwischen zur Trockne eingedampfte Zucker-Fraktion wird zunachst
guantitativ mit je 10 ml A. dest. aufgenommen, wobel die innere Glaswand des
Becherglases intensiv mittels Gummiwischer abzureiben ist.

c) Jede Gruppe (8 Studenten) fuhrt nun die beiden Analysen (s.0.), zusammen mit

dem Gruppenbetreuer, nach dem unten angegebenen Arbeitsschema an einem
LKB-Digitalphotometer bei 340 nm (Molarer Extinktionskoeffizient £=6.3)
durch:

Ansatz-Vorschrift (Boehringer, Mannheim)

Kluvette
Reagenz-Einsatz: 1 2 3
Blindwert Sacchar ose Glucose

(Ges.-Glucose)

Probe - 0.1ml 0.1ml
3-Fructosidase: 0.2ml 0.2ml

(Testsatz-L6sg. 3)

3-Fructosidase + H20
|. Saccharose = -------------m-mmommmmmm oo >Glucose + Fructose
mischen, 15 Min. bel 25°C

Puffer + NADP + ATP 1.0ml 1.0ml 1.0ml

(Testsatz-L6sg. 1)
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Kluvette
Reagenz-Einsatz: 1 2 3
Blindwert Sacchar ose Glucose
(Ges.-Glucose)
A.dest. ad 3.0ml 1.8ml 1.7ml 1.9ml
mischen, nach 3 Min. Ablesen der Extinktionen:
E11 E21 E31
Hexokinase + Glucose-
6P-Dehydrogenase 0.02ml 0.02ml 0.02ml
(HK bzw. G6P-DH)
(Testsatz-L 6sg. 2)
HK
1. Glucose + ATP ----- > Glucose-6P + ADP
G6P-DH
[11. Glucose-6P + NADP -------ennm-- > Gluconat-6P + NADPH + HT
(s. Spektren von NADP und NADPH, s.S. 85)
nach ca. 10-15 Min. Ablesen der Extinktionen:
E12 E22 E32
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D) Auswertung

Berechnungen: Blindwert Sacchar ose Glucose
(Ges.-Glucose)

Berechnung von AE: AE1=E12-E11 AE2=E22-E21 AE3=E32-E31
AE1= ... AE2= ... AE3= ...
Berechnung von:
AE (Glucose) = AE3-AE1
AE (Glucose) =

AE (Saccharose) = (AEZ2 - AE1) - AE (Glucose)

AE (Sacchar ose) = e

Einsetzen von AE (Glucose) und AE (Saccharose) in die Formen nach der
Testsatz-Vor schrift:

AE (Glucose)
Glucose (g/l) = 5.441 @ --—---—cemmmmmmee e

Glucose (a/l) = e,

AE (Saccharose)
Saccharose (g/l) = 10.34 & ———-mmmmmmmmmmeeee o

Saccharose (a/1) = oo

Der e-Wert fur die Mel3wellenlange von 340 nm betragt 6.3
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Zum Schluf? noch beriicksichtigen, dafd zur Aufnahme der eingedampften
Zucker-Fraktion 10 ml A. dest. verwendet wurden, das Proben-Volumen
demnach also 10 ml betraagt:

Glucose (mg/10 ml Probe) = ...

Saccharose (mg/10 ml Probe) = .......ccoouuen.......

Die Konzentrationsstufe der Probewar: ABCD

bitte ankreuzen!
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Grundlagen der Elektrophorese und deren Anwendungsmdglichkeiten zur
Trennung von Proteinen - Einfihrung zu den Versuchen 10 und 11:

Versuch 10: Elektrophorese eines Préaparates der Sauren Phosphatase unter
. hativen" Bedingungen mit anschlielender Protein- und Enzym-
spezifischer Anfarbung der Elektropher ogramme

Versuch 11: SDS-Elektrophorese des Préaparates der Sauren Phosphatase unter
denaturierenden Bedingungen zur Bestimmung des Molekular-
gewichtes anhand von Refer enz-Proteinen

Elektrophorese bedeutet "Wanderung geladener Substanzen im elektrischen Feld”,
wobe sich Kationen zur Kathode (-Pol) und Anionen zur Anode (+Pol) bewegen.
Dieses Verfahren wird as biochemische Standardmethode z.B. in der analytischen
und préparativen Proteinchemie, zur DNA-Sequenzierung und Trennung von DNA-
Bruchstlicken eingesetzt (s. S. 186).

Fur die Beweglichkeit eines geladenen Molekiils im elektrischen Feld ist eine Reihe
von Faktoren bestimmend. Zun&chst einmal ist die treibende Kraft (F), die auf ein
Molekul einwirkt, direkt proportional der Gesamtladung (Q) dieses Molektils und der
Stérke des elektrischen Feldes (E/d):

E V)
F=-—¢Q;  wobe -—-- = Feldstarke ;
d cm

Weiterhin wird sich ein Molekil im elektrischen Feld um so langsamer bewegen
konnen, je grofder seine Reibung mit dem umgebenden Medium ist. Dabel ist die
Reibung umso grofier, je grofRer das wandernde Molekll und je viskoser das Medium
ist (STOKE'sches Gesetz). Auch die Form des Molekils spielt hierbei eine wichtige
Rolle (s.w.u.).

Der Einflu® von Ladung und Groéle auf die elektrophoretische Beweglichkeit von
Proteinmolekilen bel als konstant angenommener Feldstérke ist schematisch aus Ab-
bildung 10.1 ersichtlich.

Als Medium oder Trager zur Durchfihrung der Elektrophorese gibt es viele
Materialien, die je nach Anwendungsfall spezifische Vorteile bieten. Neben Papier,
Stérke- und Agargelen und verschiedenen Folien (z.B. Polyacetat) wird in der Bio-
chemie heute vor allem Polyacrylamid-Gel (PAG; PAGE = PAG-Elektrophorese)
verwendet. Es ist vollig ungefarbt und inert, d.h. die Elektrophorese ist ohne
chemische Veranderungen der zu trennenden Molekile durchfihrbar. PAG ist aus
Acrylamid (giftig!) unter Einsatz von quervernetzenden Faktoren (vor allem N,N'-
Methylen-bis-Acrylamid) im Labor selbst herstellbar (s. Abb. 10.2).




EinfUhrungin die Elektrophorese 92

A. Faktor B. Faktor C. Addition 0. Komoen-
Ladung Teilchen- heider Efekte sierung
gréQe beider Efekte
? Relative
| Beweglichkeit @Anode
] 3 8 A
| | 4
e e Wanderungs-
° sinn der
A /! A Proteinanionen
A

-~ &

T

...... .....&......--...-........‘...........J..............--..-J__...q__ Start

(3) Kathode

Einflud von Ladung und Teilchengrale auf die elektropharetische Beweglichkeit von Pro-
teinen. Aus Griinden der {Jbersichtlichkeit sind aur die UberschuBladungen singezeichnet,

Abb. 10.1 (aus AEBI, H.:Einflihrung in die praktische Biochemie:
Akad.-Verl.-Ges. FFM, 1965)

Viele Firmen liefern auch Fertiggele fur die verschiedensten Anwendungen. Dabel
bestimmen die Anteile von Acrylamid und bissAcrylamid im Gelansatz die
Auspolymerisierung des Gels mit definierten Porenbereichen (s. Abb. 10.3).

Neben den oben besprochenen Einfludfaktoren auf die elektrophoretische
Beweglichkeit geladener Molekile spielt die Porositét des PAG eine entscheidende

Rolle. Dieswird in Abbildung 10.4 fur verschiedene Referenz-Proteine (="Marker")
gezeigt.




EinfUhrungin die Elektrophorese

93

Abb. 10.2 (aus: Cooper, 1981)

!
CHy =CH=C-NH,
ACRYLAMID
3N~ CHy-Chy N3
HiC e e P,

TETRAMETHYLENDIAMIN (TEMED)

% i
CH2=CH-C-NH-CH2-NH-C-CH=CH2
N,N-METHYLEN-bis(ACRYLAMID)

o
CH2=CH-CH2-NH-C-CH—CH-C-NH-CHZ-CH=CH2
N,N-DIALLYLTARTARDIAMID

Verbindungen zur Herstellung von Polyacrylamid-Gelen.

COMy COMHy CONHy ~ CONH, ~ CONH,
I
S0 + 1 CHy=CH ——— X-CHy~CH ———>X-CHy~CH- - CH-CHy~Ch

Polymerisation des Acrylamids.
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Abb. 10.2, Fortsetzung (aus. Cooper, 1981)

c0NH2 ﬁ

l
Oy CON
-CHZ'(IIH-CHZ'CH"CHZ-CH-CHZ-?H'
COI?IH CO!}IH
C ,
COM COM CONH Ol
-CHZ CH CH2 CH CH2 Ch- CH2 CH CH2 CH
COI}IH
i
oMy CON Oty
'CIH'CHz'CH'CHz"CH"CHz'CIH'CHa"CH"
COIIQH COf:lH

Vernetzung der Acrylamid-Ketten.
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Abb. 10.2, Fortsetzung (aus. Cooper, 1981)

EinfluB3 der Bisacrylamid-Konzentra-

tion im Gel auf die mittlere Porengrol3e.

Gesamt- PorengroBe (A)?
Acrylamid-

Konzentration

(%) 1% S % 15% 25%"°

6,5 24 19 28 —

8.0 23 16 24 36
10,0 19 14 20 30
12,0 17 9 — —
15,0 14 7 — —

2 Bestimmt anhand von Molekiilen, fiir die 50%

des Gelvolumens zuginglich ist.

b N,N-Methylen-bisacrylamid.

Abb. 10.3, (aus: Cooper, 1981)

R

| | [

mittlere PorengroiRe (A°)
oy
T T

S N T T O I Y

5 10 15 20 25 30
Acrylamid {%)

EinfluB der Gel-Konzentration (Prozent Gewicht/gesamtes Gelvolumen) auf die mittlere

PorengroBe.
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Abb. 10.4a, (aus: Cooper, 1981)
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02k

0.1
0,08

relative Beweglichkeit

0,06

[

0,04 |-

> 4 6 8 10 12 14 16 18

gesamte Gel-Konzentration (%)
5% Vernetzung)

Abhingigkeit der elektrophoretischen Beweglichkeit von der Gel-Konzentration fiir ver-

schiedene Proteine.
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Abb. 10.4b, (aus: Cooper, 1981)
1 T | |

[ o]
li]‘ll

[T T |

@
1

T
1
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|
|

I
|

Molekulargewicht x 10~ %
™
I
|

I N
|
02 04 086 08 I0

Beweglichkeit

Abhingigkeit des Molekulargewichts von 37 verschiedenen Proteinen zwischen 11000 und
70000 d und ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit.

Fir die praktische Arbeit bedeutet dies, die Porengrof3e des PAG fir die jeweilige
Trennaufgabe spezifisch zu wahlen. Trennt man z.B. hochmolekulare Proteinein
einem PAG mit zu engen Poren, wird man auch bei hoher Feldstérke feststellen mis-
sen, dal3 die Eiweil3e nicht in das PAG eindringen kénnen und demzufolge nicht zu
trennen sind. Will man andererseits hochmolekulare Proteine in einem PAG mit zu
grof3en Poren trennen, so werden die Faktoren Molekllladung und Viskositét des
Mediums allein vermutlich fir eine gute Trennung nicht ausreichen.

Zur Trennung von Proben mit kleinen und grof3en Molekilen bietet sich die Anwen-
dung von sogenanntem Gradienten-PAG an, d.h. im unteren Teil dieser Gele ist die
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Acrylamid-Konzentration hoch, wahrend sie nach oben, zur Probenauftragsseite hin,
kontinuierlich abnimmt. Dadurch ergeben sich von unten nach oben Poren mit
zunehmender Grof3e. Der Vortell dieser Gradientengele ist, dal? grof3e Molekiile oben
gut in das Gel eindringen und wandern kénnen, wéahrend kleine Molekile im unteren
Gelbereich durch zunehmend engere Poren daran gehindert werden, aus dem Gel
herauszuwandern, bevor noch die Grofdmol ekl e ausreichend gut getrennt sind.

Die PAGE kann entweder in Rundgelen, die in kleinen Glasréhrchen hergestellt wur-
den, oder in Flachgelen zwischen rechteckigen Glaskasetten durchgeftihrt werden.
Der Vortell von Flachgelen ist die Trennung von Parallelproben im gleichzeitigen
Vergleich mit Referenz-Proben innerhalb eines Elektropherogramms.

Bei der Durchfiihrung der PAGE zur Trennung von Proteingemischen spielt auch das
zu verwendende Puffersystem eine entscheidende Rolle. Zum einen gewdahrleistet es
wahrend der Elektrophorese einen konstanten pH-Wert im Gel und im Elektroden-
puffer, zum anderen stellt es Elektrolyten zur Stromleitung zwischen den Elektroden
zum Gel und innerhalb des Gels zur Verfigung. Das Trennergebnis wird ebenfalls
vom verwendeten Puffer beeinflul3t: Proteine mit einem isoelektrischen Punkt (IEP)
uber dem Puffer-pH liegen als Kationen vor, Proteine mit einem |EP unter dem Puf-
fer-pH as Anionen.

Bei anderen Elektrophorese-Verfahren mit horizontalem Trégermaterial, wie z.B.
Starke- oder Agar-Gelen, mit der Mdglichkeit, Proteinproben in der Gelmitte aufzu-
tragen, sind sowohl als Kationen als auch als Anionen vorliegende Proteine trennbar.
Bei der Vertikal-Acrylamidgel-Elektrophorese mit Probenauftragung an der oberen
Gelseite sind aber nur Proteine entweder als Kationen oder als Anionen zu trennen.
Die angelegte Elektroden-Polaritét entscheidet somit Uber die Trennung von
Kationen oder von Anionen. In Abhangigkeit vom pH-Wert des Puffersystems erhalt
man folglich véllig unterschiedliche Trennergebnisse. Im Ubrigen kénnen Proteine
mit einem |P, der dem pH-Wert des Puffers entspricht, wahrend der Elektrophorese
nicht wandern, da sie keine Netto-Ladung aufweisen. Sie bleiben auch bel hoher
Feldstéarke am Auftragspunkt liegen.

Neben der Grof3e (s.0.) ist auch die Form von Molekilen fir ihre elektrophoretische
Beweglichkeit ausschlaggebend, bei Proteinen also deren Tertidr-, und Quartér-
Struktur. FUr die Bestimmung des Molekulargewichts von Eiweil3molekilen gibt es
die Mdoglichkeit, hohere Struktur- und Aggregierungsformen durch Detergentien
(z.B. SDS = Sodium-Dodecyl-Sulfat) zu zerstéren, wodurch nun nur die Grof3e der
Primérstruktur der Proteine (=Molekulargewicht) fur ihre Trennung entscheidend
wird. Hierzu werden die Proteinproben mit SDS-haltigem Puffer (=Proben-Puffer)
vorbehandelt und auf SDS-hatigen Gelen mit SDS-Elektrodenpuffer der
Elektrophorese unterzogen. Durch Vergleich mit SDS-vorbehandelten Referenz-
Proteinen bekannten Molekulargewichts ist besonders gut mit einer Flachgel-
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Elektrophorese (s.0.) das Molekulargewicht unbekannter Proben-Proteine
bestimmbar (s.Abb. 10.5).

Abb. 10. 5 (aus: Cooper, 1981)
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Beweglichkeit

Bestimmung des Molekulargewichts der Unterembeit der HMG-CoA-Synthase aus
Mitochondrien durch SDS-Gelelektrophorese.

Die SDS-Behandlung von Proteinen bewirkt folgendes:
1)  Uberdeckung individueller Ladungsunterschiede einzelner Proteine
durch
das anionische Detergenz;
2.)  Spatung von Wasserstoff-Brickenbindungen;
3.) Verhinderung von Aggregationen einzelner Proteine;
4))  Streckung von Polypeptidketten und Bildung ellipsoider Strukturen

Die letztlich elipsoid geformten Proteinketten nehmen masse-spezifische Mengen an
SDS auf und erhalten dadurch eine negative Nettoladung, die proportional ist dem
Molekulargewicht der behandelten Proteine. Die nach SDS-Behandlung resultierende
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elektrophoretische Beweglichkeit ist somit ein Mal3 fur das Molekulargewicht der
Proteine.

Der Einflu von SDS auf hohere Protein-Strukturformen ist jedoch nur auf die Spal-
tung von Wasserstoff-Briickenbindungen beschrénkt. Hohere Struktur- und
Aggregat-Zustande von Proteinen, welche auf Disulfid-Bricken ( R-SH + HSR -->
R-S = SR ) beruhen, werden durch SDS nicht entfaltet. Erst durch SDS-Behandlung
in Kombination mit reduzierenden Bedingungen durch Dithiothreitol (DTT) oder 2-
Mercaptoethanol (Geruch!) erreicht man eine vollstandige Streckung auch solcher
Proteinstrukturen zu ellipsoiden Polypeptid-K etten (s.Abb. 10.6).

Abb. 10. 6 (aus: Wester meier, 1990)

W

Tertifirstruktur Quartirstruktur

Nativzustand von Proteinen.

OQuartirstruktur

SDS-behandelte Proteine ohne Reduzierung.
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Abb. 10. 6, Fortsetzung (aus: Westermeier, 1990)

SDS-behandelte und reduzierte Proteine.

Mittels geeigneter Farbstoffe (z.B. Bromphenolblau) ist der zeitliche Verlauf der
Elektrophorese kontrollierbar. Diese geladenen kleinmolekularen Farbstoffe wandern
im elektrischen Feld zusammen mit der Pufferfront vor den zu trennenden Makro-
molekulen. Die Elektrophorese wird abgebrochen, wenn die Farbstoff-Bande das un-
tere Gelende erreicht hat. Damit wird sichergestellt, dal3 wahrend der Elektrophorese
keine Proteine aus dem Gel auswandern.

Nach der Elektrophorese sind substanzspezifische Farbeverfahren einzusetzen, um
ungefarbte Molekile im Elektropherogramm sichtbar zu machen. Nach der
Trocknung angeférbter Elektropherogramme sind qualitative (z.B. Autoradiographie)
oder quantitative Auswerteverfahren, z.B. mittels Densitometer oder Radioaktivitéts-
Scanner, und die Dokumentation der Ergebnisse, z.B. durch Fotografie,
durchfuhrbar.

Appar ative Voraussetzungen der Elektrophorese

Die Ausrtstung zur Durchfiihrung der Elektrophorese (PAGE) besteht aus einer
Elektrophorese-Apparatur (s. Abb. 10.7) und einem geeigneten Netzgerét.

Die Elektrophorese-Kammer besteht aus einem unteren und oberen Puffer-Trog, in
den das Flachgel innerhalb zweler Glasplatten dicht eingesetzt wird. Im oberen und
unteren Puffergefal? befinden sich Platindraht-Elektroden, die Uber einen Deckel be-
rihrungssicher mit der Spannungsversorgung verbunden werden.



EinfUhrungin die Elektrophorese 102

Abb. 10. 7 (aus: Ger atebeschreibung der Firma Microgr ad)
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4. Arbeitstag

Elektrophorese eines Prgparates der Sauren Phosphatase unter ,nativen® Be-
dingungen mit anschlief}ender Protein- und Enzym-spezifischer Anféarbung der
Elektropherogramme.

Versuchsziel:  Prifung eines Prdparates der Sauren Phosphatase auf
Verunreinigungen durch andere Proteine der Kartoffel — EinfUhrung in die
Elektrophorese.

A) Prinzip s. Einfuhrun

Al) Versuchsfrage:

Bei den enzymkinetischen Untersuchungen (s._Versuch 7) kam ein Préparat der Sau-
ren Phosphatase aus Kartoffeln (Firma BOEHRINGER) zur Anwendung. Dieses Pr&
parat soll in diesem Versuch auf seine Reinheit Uberprift werden, indem es zunéchst
unter nativen Bedingungen, d.h. ohne Denaturierung und Reduzierung (s. Einfth-
rung), elektrophoretisch getrennt wird. Dabel ist zu untersuchen, welche Protein-Ban-
den auf eventuelle Verunreinigungen durch andere Proteine der Kartoffel und welche
auf die Saure Phosphatase selbst zurtickzufihren sind. Dabei soll gezeigt werden, dal3
Enzymproteine nach dieser Art der Elektrophorese noch aktiv sind und ihre funktio-
nale Enzymstruktur erhalten bleibt. Durch das Verfahren ist entsprechend der
jewelligen Substrat-..polymerisation ein bestimmtes Protein am Elegtropherogramms
zu lokalisieren.

Der Versuch gliedert sich in folgende Arbeitsschritte:

1) PAG-Elektrophorese im Flachgel von 8 Paradlelproben der Sauren
Phosphatase.

2.) Trennung des Elektropherogramms in zwei Halften mit jewells 4 Parallel-
Spuren.

3.) Die getrennten Proteine werden in einer Gelhélfte wie tblich fixiert und mit
Coomassie-Brilliantblue G-250 angefarbt.

4.) Die andere Gelhdfte wird ohne Fixierung der getrennten Proteine nach
Einstellung eines optimalen pH-Werts in Substrat- und Féarbeldsung fir
Saure Phosphatase inkubiert.

5.) In Gelbereichen mit Saurer Phosphatase-Aktivitét entstehen rote Banden,
da das aus dem Substrat enzymatisch freigesetzte Produkt an einen
Azofarbstoff gekoppelt wird (s. S. 107).
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B) Material

1) Elektrophorese-Apparatur und Netzteil;
2) TEB-Puffer (TrisEDTA-Borat-Konzentrat):
fUr Proben-Ansatz und Elektrophorese 10-fach verdiinnen.

3) Probe der Sauren Phosphatase:
10 mg Saure Phosphatase, 1 g Saccharose, 0.25 mg Bromphenolblau in 1ml
TEB-Puffer (B-2) l6sen.

4) Eppendorf-V aripipette (1-10ul) + weil3e Spitzen;
5) Polyacrylamid-Fertiggel: HILINX, Acrylamid-Gradient 5-50%

Zur Protein-Farbung (A):

6) Farbel6sung (" Gradipure")
7) 10%-ige Trichloressigsaure
8) 7%-ige Essigsdure

9) passende Petrischale ("A")

Zur Enzym-Féarbung (B):

10) Citrat-Puffer, 0.1M, pH 5.6:
10.5 g Citronensaure x 1 H2O in 100 ml A. dest. 16sen,
100 ml IN NaOH zugeben und mit A. dest. auf 500 ml auffillen;
davon 69 ml mit 31 ml 0.1N NaOH mischen (pro Gel 50 ml).

11) Substrat-L 6sung:
20 mg Na-(1)-Naphthylphosphat und 20 mg Fast Red TR mit 50 ml Citrat-Puffer
(B-10) auf Magnetriihrer ca. 30 Minuten rtihren und Gber das Gel durch Falten-
filter filtrieren (LOsung stets frisch ansetzen!) (50 ml pro Gel).

12) Fixierlésung:
70% Athanol, 5% Eisessig, 25% A. dest. (50 ml pro Gel);

13) passende Petrischale ("B");
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Anmerkungen zur Anfarbung der Elektr opher ogramme

Protein-Farbunag:

"Gradipure" enthalt Coomassie-Brilliantblue G-250, einen Farbstoff, der sich an Pro-
teine anlagert und in 7%iger Essigsaure eine stabile Farbung ergibt (blau).
Mit diesem Farbstoff sind Proteinmengen bis zu 1-2 ng noch nachweisbar.

Enzym-Férbung:

Im allgemeinen gilt, dal3 Enzym-spezifische Farbreaktionen in ihrer Nachweis-Emp-
findlichkeit den Protein-spezifischen Farbe-Methoden weit Uberlegen sind.

Das Prinzip Enzym-spezifischer Farbungen von Elektropherogrammen ist der Histo-
logie entlehnt und besteht darin, dal? ein leicht in das Polyacrylamidgel diffundieren-
des Substrat nach der enzymatischen Umsetzung an einen Farbstoff gebunden wird,
der nicht aus dem Gel diffundieren kann oder unléslich ist.

Nach BURK (1966) und MAURER (1968) wird im Falle der Sauren Phosphatase
Na-(1)-Naphthylphosphat als Substrat verwendet. Nach der enzymatisch
katalysierten Abspaltung von Phosphat entsteht Naphthol, das mit Diazonium-
Chlorid (Fast RED TR) zu einem Azofarbstoff nach folgendem Reaktionsschema
umgesetzt wird:

NoyP0O3 -0 | HO

Q : Phosphatose : Q '
O RGN

Naphthy! -phosphat : Nophthol

| ®
Oy Dy |
L) <) C/@

HO
. Azofarbstoff Diazoniumsalz
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C) Durchfiihrung

C1) Gerate-Vorbereitung und Elektr ophor ese

a) Die Gelkasetten mit Klammer versehen, Lufteinschltisse zwischen Gel und
Glasplatten eventuell unter A. dest. durch vorsichtiges Driicken auspressen und
einen Plastik-Probenkamm mit 12 Probentaschen an der Glaskasettenseite mit
Gelaussparung leicht in das Gel eindriicken. Mit einem Filzschreiber das rechte
Klebeband markieren , welches der Probentasche 12 zugewandt ist (wichtig fir
die spétere Markierung des Elektropherogramms).

b) Die Gummidichtung des oberen Puffertrogs mit Silikonpaste leicht einfetten und
die Gelkasette vorsichtig einschieben. Danach die Andruck-Vorrichtung an der
Unterseite des Puffertrogs arretieren. Das Gel soll wéahrend der Elektrophorese
die einzige V erbindung zwischen oberem und unterem Puffergefald bilden, so dal3
auf Dichtheit der Anordnung zu achten ist.

c) Den unteren Puffertrog mit ca. 700 ml TEB-Puffer (B-2) befillen.

d) Den oberen Pufferbehdter mit Gel in das untere Pufferreservoir einsetzen und die
Puffer-Einfullhéhe im unteren Tank einjustieren. Der Puffer-Spiegel sollte ca.
1cm Uber dem unteren Rand der oberen Pufferkammer stehen.

€) Nun auch den oberen Puffertrog zunachst mit wenig TEB-Puffer (B-2) flllen, so
dal? der Probenkamm im Gel ca. 1 cm Uberstaut ist. Mittels Pasteur-Pipette und
Gummiball sind eventuell verbliebene Luftblasen im Probenkamm (von oben in
das Gel schauen!) durch einen kréftigen Pufferstrom zu entfernen.

f) Die Probe der Sauren Phosphatase (B-3) mittels Eppendorf-V aripipette vorsichtig
applizieren. Dabei fir jede Probe eine neue Pipetten-Spitze verwenden. Die Sac-
charose-Zugabe zum Ansatz der L6sung verhindert hierbel die Vermischung der
Probe mit dem Puffer. Bei der Proben-Beschickung nach folgendem Schema
(s.S. 109) verfahren:

1. und 12. Probentasche: jeweilsfrei lassen

. 3., 4.und 5. Probentasche,
9.,

2.
8.,9.,10. und 11. Probentasche:

jeweils 2, 4, 7 und 10 pl S. Phosphatase-Probe
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(die 6. u. 7. Probentasche bleiben frel zur spateren Teilung des
Elektropherogrammsfir die beiden Farbeverfahren)

Bitte ver merken, welche Probentasche mit welchem Proben Volumen
jeweils zu beflllen ist!

g) Den Deckel auf die Apparatur aufschieben und die beiden Anschluf3kabel farbrich-
tig mit dem Netzgerat verbinden.

h) Fir 2 Minuten 200 V anlegen, bis die blaue Bromphenolblau-Zone in das Gel ein-

gewandert ist. Dabei ist die Stromstérke des Netzgerétes zu Uberprifen. Ergibt
sich dabei keine oder eine zu grof3e Stromstarke (Normalwert ca. 20-50mA), so
ist das ein Hinweis darauf, dal’3 beim Gerédte-Zusammenbau oder der Gel- und
Probenbeschickung Fehler gemacht wurden. In diesem Fall die Elektrophorese
stoppen und, wenn noch ein Fertiggel vorhanden ist, die vorhergehenden Schritte
wiederholen, wobei nun besonders darauf zu achten ist, dal3 weder Pufferbriicken
in der Gelkassette noch Luftblasen in den Probentaschen den normalen Ablauf
der Elektrophorese behindern.
Scheint alles normal zu laufen, dann nach etwa 2 Minuten, wenn die Brom-
phenolblau-Zone in das Gel eingewandert ist, das Netzgeré abschalten, den
Deckel entfernen und vorsichtig mit einer Pinzette den Plastik-Probenkamm aus
dem Gel ziehen. Dies ergibt eine gleichmaldigere und héhere Feldstarke im Gel.

1) Den Deckel wieder aufsetzen, das Netzgerét einschalten und bel 200 V solange die
Elektrophorese fortfUhren, bis die Bromphenolblau-Bande den unteren Gelrand
erreicht hat. Auch hierbel sollte die Stromstérke ab und zu Uberprft werden.

j) Danach die Spannung am Netzgerét abschalten und das Gel aus der Apparatur
nehmen. Dabel die Gelkante, an der die Proben aufgebracht wurden, nach oben
halten, wobei die Markierung am Klebestreifen nach rechts weisen sollte. An der
rechten Seite der Glaskasette den markierten Klebstreifen entfernen und die
obere Glasplatte aufklappen.

k) Mit einem Spatel das auf der unteren Glasplatte aufliegende Gel in der Mitte
durchstechen. Auf jeder Gelhdlfte befinden sich somit 4 Proteinspuren mit
unterschiedlicher Protein-Konzentration. Wir erhaten damit 2 identische
Elektropherogramme (linke Halfte = A; rechte Hélfte = B).

I-B) Nun zunéchst an der rechten oberen Ecke der rechten Gelhdlfte (B) mit dem
Spatel ein kleines Gel-Eck zur Markierung abstechen und dieses Gel mit einer
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Spritzflasche (A. dest.) vorsichtig in eine mit "B" markierte Petrischale (B-13)
Uberspulen (zur Enzym-spezifischen Farbung).

I-A) In gleicher Weise mit Gelhdlfte "A" verfahren und das Gel in die mit A mar-
kierte Petrischale zur Protein-spezifischen Anférbung Uberfthren.

m-B) Die zur Enzym-spezifischen Farbung vorgesehene Gelhélfte B sofort mit 50 ml
Citrat-Puffer (B-10) Uberschichten und fur 10 Minuten auf Eis oder in Kihl-
schrank stellen. Dadurch erreicht man eine Umstimmung des pH-Werts von 8.3
wahrend der Elektrophorese auf den fir die Saure Phosphatase optimalen pH von
5.6 (s. Versuch 7, s.S. 57).

m-A) Die andere Gelhélfte (A) wird zur Protein-spezifischen Anfarbung zunéchst fir
10 Minuten mit 10%iger Trichloressigsaure (B-7) behandelt. Dabel erfolgt eine
Ausfédllung, Denaturierung und Fixierung der getrennten Proteine im Elektrophe-
rogramm.

C2) Weiterer Gang der Enzym-spezifischen Farbung des Gels:

nl) Nach erfolgter Einstellung des pH-Werts wird der Citrat-Puffer vorsichtig vom
Gel abgegossen. Die Inkubation der Gelhélfte B in 50 ml Substratl6sung (B-11)
erfolgt wahrend 5 Minuten bel Zimmertemperatur. Nach kurzer Zeit ist eine rote
Bande im Gel sichtbar, die sich infolge Diffusion relativ schnell verbreitert.

n2) Nach Abgief3en der Substrat-L6sung wird das Gel mit 50 ml Fixier-L6ésung (B-
12) bei 30°C wahrend 15 Minuten fixiert. Dabel kommt es meist zu einem
Schrumpfen des Gels, welches jedoch bei der anschlief3enden Lagerung in
7%iger Essigsdure (B-8) reversibel ist.

C3) Weiterer Gang der Protein-spezifischen Farbung des Gels:

01) Nach der Fixierung der Proteine im Gel durch TCA* erfolgt ihre Anfarbung mit
wenig "GRADIPURE" (B-6) fur etwa 20 Minuten. Zur Farbung auch schwacher
Banden kann dieser Schritt auch auf 24 Stunden ausgedehnt werden.

02) Die geférbten Elektropherogramme werden in 7%-iger Essigsdure (B-8) aufbe-
wahrt, wodurch die Farbintensitét der Banden noch zunimmt.
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D) Auswertung

Am zweckmaldigsten geht man bei der Auswertung, ohne Mdglichkeit zur Quantifi-
zierung durch ein Densitometer oder Bildanalysesystem, folgendermal3en vor:

1) Nach erfolgter Anfarbung der Protein-Banden der beiden Gelhdlften Ubertragt
man

a) entweder auf einer Lichtplatte die Positionen der Proteinbanden zusammen mit
dem oberen und unteren Gelrand (=Bromphenolblau-markierte Pufferfront) auf
ein neben der Petrischale liegendes Papier. Dabel ist die Intensitét der Gelbanden
nach folgendem Schema zu kodieren:

* TCA=Trichloressigsaure

— = starke Intensitét;
----- = mittlere Intensitét;
..... = schwache Intensitét;

b) oder man kopiert das Gel in einer Petrischale mit 7%iger Essigsaure mittels
Fotokopiergerat in einem vergrofRerten Mal3stab.

2) Die elektrophoretische Beweglichkeit einzelner Proteinbanden wird nun relativ zur
Pufferfront (=Gel-Ende) mit dem Rf-Wert (s. Versuche 4 und 5) charakterisiert,
wobel man die nach 1a) oder 1b) auf Papier Ubertragenen Strecken benutzt:

z.B. Strecke Gel-Anfang bis Gel-Ende = a

Strecke Gel-Anfang bisBande =b

Rf=b/a
Somit erhalten einzelne Banden-Positionen einen zur Pufferfront relativen Wert,
der zwischen O und 1 liegt.

3) Durch die Errechnung von Rf-Werten fir die nach beiden Verfahren gefarbten
Elektropherogramme sollte es mdglich sein, Banden mit Phosphatase-Aktivitét
den Protein-spezifisch gefarbten Banden zuzuordnen und zu entscheiden, welche
Proteinbanden auf Verunreinigungen des Prdparates der Sauren Phosphatase
zurtickzuftihren sind.

Anmerkung:
Mittlerweile gibt es sehr leistungsfahige Meligerédte, Densitometer oder

Bildauswerte-systeme, zur quantitativen Auswertung von z.B. Elektropherogrammen
und Dinnschicht-Chromatogrammen, sowohl im Hinblick auf die Ermittlung der
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relativen Beweglichkeit als auch auf die Bestimmung der relativen Farbintensitét
getrennter Substanzen.

Ergebnisder Berechnung von Ri-Werten flir die Protein-Banden des
nach zwei Verfahren angefarbten Elektropherogramms:

a) Protein-Farbung b) S. Phosphatase-Farbung
b a Rjf b a Ry
1 L
2. 2.
3 3 s
A, s A, s
O, 5.
6. B.
1. - T s

‘Bitte Protein-Banden markieren, dieim Hinblick auf ihren _
Rf-Wert in @) und b) tbereinstimmen und demnach ver mutlich identisch sind!
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5. Arbeitstag:

SDS-Polyacrylamid-Elektrophorese eines Praparates der Sauren Phosphatase unter
reduzierenden (denaturierenden) Bedingungen zur Bestimmung des Molekular-
gewichtes von Proteinfraktionen anhand von Mol ekulargewichts-Standards.
Versuchsziel: Anwendung der Polyacrylamid-Gelelektrophorese fir besondere
Trennaufgaben, z.B. zur MG-Bestimmung.

A) Prinzip (s. Einfuhrung zur Elektrophor ese)

A1) Versuchsfrage:

Wahrend in Versuch 10 ein Prgparat der Sauren Phosphatase unter nativen
Bedingungen elektrophoretisch getrennt und ein Enzym-Nachweis nach der
Elektrophorese durchgefiihrt wurde, arbeiten wir in diesem Versuch gezielt unter
Bedingungen zur Denaturierung der Proteinstruktur zur zusétzlichen Bestimmung des
Molekulargewichts der Sauren Phosphatase. Hierzu wird das Préparat der Sauren
Phosphatase mit SDS behandelt (Spaltung von Wasserstoff-Briicken) in Kombination
mit reduzierenden Substanzen zur Spaltung von Disulfid-Bindungen (s. Einflihrung
zur Elektrophorese).

In Anbetracht der im Versuch 10 nachgewiesenen Verunreinigungen im Préparat der
Sauren Phosphatase durch andere Proteine der Kartoffelknolle treten neben den Ban-
den der Sauren Phosphatase noch weitere Proteinfraktionen in Erscheinung, wodurch
nicht entschieden werden kann, welche Bande(n) der Sauren Phosphatase zuzuordnen
ist (sind). Eine Enzym-spezifische Féarbung der Elektropherogramme scheidet hier
aus, da unter den gewéhlten Bedingungen die Saure Phosphatase denaturiert ist und
keine Enzymfunktion mehr aufweist.

B) Material

1) Elektrophorese-Apparatur und Netzteil;

2) SDS-vorbehandelte Proben der Sauren Phosphatase ("SP");

3) SDS-vorbehandelte Referenz-Proteine definierten Molekulargewichts ("MP"):

4) Tris-Tricin-SDS-Puffer-Konzentrat, pH 7.5; vor Gebrauch 20-fach verdinnen
(50ml/I);

5) Eppendorf-V aripipette (1-10ul) + weil3e Spitzen;

6) Polyacrylamid-Fertiggel: SDS-620, 6-20 % Acrylamid-Gradient;

7) Farbelosung (" Gradipure");

8) 10%-ige Trichloressigsaure;

9) 7%-ige Essigsaure.
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C) Durchfiihrung

C1) SDS-Vorbehandlung der Phosphatase-Probe und der Referenz-Proteine

Zunéchst aus 300 mg SDS, 1g Saccharose, 0.25mg Bromphenolblau, 50mg Dithio-
threitol (DTT)und 20-fach verdinntem TTS-Puffer (4) ad 10 ml den Proben-Puffer
herstellen.
Die Protein-Proben und die Referenz-Protein-Probe getrennt in Proben-Puffer 16sen
(100ul/mg Protein) und bei 100°C 5 Minuten kochen. Die Lysate gegebenenfalls in
der Zentrifuge kléren.

(wird vom Betreuer vorbereitet ! )

Beim Aufkochen der Proben im Proben-Puffer kann ein Tell des als Reduktionsmittel
zugesetzten DTT verbraucht werden, so dal? eine weitere Zugabe von DTT nach Ko-
chen und Abktihlen der Probe erforderlich sein kann.

Auf diese Welse vorbehandelte Proteinproben kdnnen auch tiefgefroren gelagert wer-
den. Nach dem Auftauen ist jedoch erneut aufzukochen und gegebenenfalls DTT zu-
zusetzen.

C2.) Gerate-Vorbereitung und Elektrophorese (s. Versuch 10!)

a) Das SDS-PAG in Glaskasetten mit Klammer versehen, auf Lufteinschliisse achten
und einen Plastik-Probenkamm mit 12 Probentaschen leicht in das Gel
eindrik?2ken.

b) Die Gelkasette in die Silikongummi-Dichtung des oberen Puffertrogs vorsichtig
einschieben, die leicht mit Silikonpaste eingefettet wird. Das Gel soll die einzige
Verbindung zwischen oberem und unterem Puffergefar bilden.

c) Den unteren Puffertrog mit ca. 700ml TTS-Puffer (4) befillen.

d) Den oberen Pufferbehdlter mit Gel in das untere Pufferreservoir einsetzen und die
Puffer-Einfullhéhe unten einjustieren.

€) Auch den oberen Puffertrog zunédchst mit wenig TTS-Puffer fullen. Mittels
Pasteur-Pipette und Gummiball sind eventuell verbliebene Luftblasen im
Probenkamm (von oben in das Gel schauen!) durch einen kréftigen Pufferstrom
zu entfernen.

f) Die Protein-Proben und Marker-Proteine mittels Eppendorf-V aripipette vorsichtig
applizieren (dabel fir jede Probe eine neue Pipetten-Spitze verwenden!). Die
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Saccharose-Zugabe zum Proben-Puffer verhindert hierbel die Vermischung der
Proben mit dem Elektroden-Puffer. Bei der Proben-Beschickung nach folgendem
Schema verfahren, wobei man sich notiert, welche Probe wo aufgetragen werden
soll:

1. u. 2. und 11. u. 12. Probentasche: jewellsfrei lassen

3.u. 4. und 9. u. 10. Probentasche:
2, 3,4 und 5 ul Referenz-Protein-Probe

5., 6., 7., 8. Probentasche:
1, 2, 3und 5 pl s. Phosphatase-Probe

g) Nach vollstandiger Fillung des oberen Puffertrogs mit Elektroden-Puffer den
Deckel auf die Apparatur aufschieben und die beiden Anschluf3kabel farbrichtig
mit dem Netzgerét verbinden.

h) Fur ca. 2 Minuten 200 V anlegen, bis die blaue Bromphenolblau-Zone mit den
Proteinproben in das Gel eingewandert ist (Stromstarke prifen, s.0.!) und da-
nach vorsichtig den Probenkamm mit einer Pinzette aus dem Gel ziehen. Dies er-
gibt eine gleichmaliigere Feldstérke im Gel.

1) Nun bel 200 V solange die Elektrophorese durchfiihren, bis die Bromphenolblau-
Bande (=Pufferfront) den unteren Gel-Rand erreicht hat.

j) Die Spannung am Netzgerdt abschalten und das Gel aus der Apparatur nehmen.
Dabei die Gelkante, an der die Proben aufgebracht wurden, nach oben halten. An
einer Seite der Glaskasette den Klebstreifen entfernen und die obere Glasplatte
aufklappen. Das Gel ist vollig klar und, gegen das Licht gesehen, erkennt man
eventuell bereits Protein-Banden).

k) Mit einem Messer die rechte obere Ecke des Gels zur Orientierung abtrennen und
das Gel vorsichtig in eine passende Petrischale gleiten lassen. Zunéchst zur
Fixierung (=Denaturierung) der Protein-Banden 10%-ige Trichloressigsdure (B-
8) wahrend 10 Minuten einwirken lassen. Darauf folgt die Anfarbung der
Proteine durch Coomassie Brilliant Blue G-250 (" Gradipure") (B-7) wahrend 20
Minuten.
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|) Die geférbten Elektropherogramme werden in 7%-iger Essigsaure (9) aufbewahrt,
wodurch die Farbintensitéat der Banden noch zunimmt.

D) Auswertung

Tabelle des M olekular gewichts der verwendeten Refer enz-Proteine

Molekular - isoelektr.

Protein Gewicht Punkt

(kd) (p!)
1.) Kohlensiureanhydratase 29 4.2
2.) Ei-Albumin 45 59
3.) Rinderserum-Albumin 67 4.9
4.) Phosphorylase B 92 5.2

kd = Kilodalton pl = pH desisoelektrischen
Punktes

Anhand der in obiger Tabelle angegebenen Molekulargewichte der Referenz-Proteine
ist das Molekulargewicht der sauren Phosphatase-Bande(n) grof3enordnungsmaldig
einzuordnen. Durch Zerstérung hoherer Organisationsformen der Proteine nach SDS-
Behandlung kann man dabel davon ausgehen, dal? die Wanderungsgeschwindigkeit
der Proteine hauptséchlich von deren Kettenlange abhangt. Dabei wandern kleinere
Molekile schneller als grofRere, sie sind demnach also weiter unten im Gel zu lokali-
sieren.

Am zweckmaldigsten geht man bel der Auswertung, ohne Moglichkeit einer Quantifi-
zierung durch ein Densitometer oder Bildanalyseverfahren, folgendermal3en vor:

1) Nach Anféarbung der Protein-Banden Uberfihrt man das Elektropherogramm mit
etwas 7%-iger Essigsaure in eine passende Petrischale. Nach dem Markieren des
Gruppennamens wird eine vergrof3ernde Fotokopie des Gels hergestellt. Dabei
sollte die markierte Gel-Ecke nach rechts oben weisen.

2) Anhand einer Fotokopie des Elektropherogramms kann die Einordnung des Mole-
kulargewichts der Proteine im Praparat der Sauren Phosphatase anhand der Refe-
renz-Proteine relativ leicht erfolgen (s. Ergebnis-Tabelle, s.S. 117):
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Ergebnisder Berechnung von Ri-Werten (s.S. 111) fir die Protein-Banden der
Sauren Phosphatase im Vergleich mit den Banden der Referenz-Proteine

a) Saure Phosphatase b) Referenz-Proteine

b a R b a R
1L 1L
2. 2.
3 —— 3 ——
4, 4,
5. 5.
B. B.
. s . s

Bitte Protein-Banden markieren, dieim Hinblick auf ihren
Rf-Wert in @) und b) tbereinstimmen und demnach hinsichtlich ihres M oleku-
lar gewichts ver mutlich identisch oder &hnlich sein kdnnten!
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5. Arbeitstag:

ELISA-Test zur quantitativen Bestimmung der Ribulose-Bisphosphat-Carboxy-
lase/Oxigenase (=Rubisco)-Konzentration in Bléttern (Methode: U. GROSS).
Versuchsziel: Einfiihrung in immunologische Arbeitsverfahren.

A) Prinzip allgemein

Die ELISA-Technik ermdglicht bel einem vorhandenen Mikrotiterplatten-Reader
eine quantitative Erfassung geringster Mengen an Antikorpern bzw. Antigenen.
Dabel wird ein Antigen- oder Antikorper-Molekil an ein Enzymsystem gekoppelt,
welches eine Farbreaktion eingehen und so zur quantitativen Bestimmung des
Antigens oder des Antikorpers fihren kann.

Erforderliche Antikdrper (AK) werden Uber das Immunsystem von Tieren gebildet.
In der Herstellung unterscheidet man mono- und polyclonale Antikorper.
Monoclonale AK werden in Zellkulturen hergestellt, wobei eine Fusion von
differenzierten B-Lymphocyten mit Myelomazellen (B-Tumorzellen) stattfindet.
Ublicherweise stammen beide Zell-Linien von Mé&usen. Diese Zellen produzieren
absolut identische Antikorper. Im Gegensatz dazu werden polyclonale Antikorper in
Ratten oder Kaninchen nach dem Prinzip der Immunabwehr-lmmunantwort gebildet.
Diese Antikorper sind nicht 100%-ig identisch, weshalb es haufiger zu ,Kreuz-
Reaktionen“ kommen kann. Dies bedeutet, dal? sich auch chemisch unterschiedliche
Substanzen am selben Antikorper binden kénnen.

Bel einem ELISA-Test unterscheidet man zwischen direkten, indirekten und
kompetitiven Verfahren. Beim direkten ELISA-Test wird die zu bestimmende
Substanz direkt an der Menge der bindenden Antikorper bestimmt. Dagegen erfolgt
beim indirekten ELISA-Test der Nachwels Uber markierte zusétzliche Antikorper.
Beim kompetitiven ELISA-Verfahren konkurrieren schliefdlich sekundére Antikorper
und zu bestimmende Substanz um dieselben Bindungsstellen am priméren
Antikorper.

Al) Prinzip der Konzentrationsbestimmung von Rubisco-Protein

Zur Bestimmung der Menge an Rubisco-Protein wird ein Verfahren beschrieben, das
Herr Dr. Grol3 im Rahmen seiner Doktorarbeit (s. Literatur) verwendet hat:

Das in Carbonat/Bicarbonat-Puffer (pH 9.6) geloste Antigen (hier: Rubisco-
Standardpraparat oder gereinigte Rubisco aus Blattextrakten) wird nach einem
bestimmten Schema (s.S. 121) in die ,wells* einer Mirkotiterplatte pipettiert. Die
beschickte Platte wird 18 Stunden bei 4°C im Dunklen inkubiert.
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Nach mehrmaligem Nachwaschen der Platte mit Waschpuffer erfolgt das Blockieren
freler Bindungsstellen auf der inneren well-Oberflache der Titerplatte mit einer
5%igen LAsung von Rinderserum-Albumin. Nach einstindiger Inkubation bei Raum-
temperatur erfolgt abermals ein Waschprozef3.

Nun erfogt die Bindung des als 1. AK verwendeten Anti-Rubisco-Antiserums an das
Antigen in den wells der Titerplatte wahrend einer 1.5 Stunden dauernden Inkubation
bei 25°C in Wasserdampf-geséttigter Atmosphéare, wonach nicht gebundener 1. AK
abermals dreimal mit Waschpuffer auszuwaschen ist.

Wahrend diese Vorarbeiten in Anbetracht zu kurzer Zeit am Praktikumsnachmittag
noch im Institut durchgefihrt werden, werden die folgenden Arbeitsschritte im
Praktikum ausgefiihrt (Nachweis-Reaktion):

a) Bindung des 2. AK (Ziegen-Anti-Kaninchen-AK, gekoppelt an Alkalische
Phosphatase” ), Verdiinnung 1:1000;

e) 1 Std. Inkubation bei 25°C und Auswaschen von nicht gebundenem 2. AK
durch 3x Waschen mit Waschpuffer;

f) Start der Enzym-Substrat-Reaktion des gekoppelten Enzyms durch Substrat-
zugabe (Substrat = p-Nitro-phenylphosphat);

g) Abwarten der Farbreaktion (20-40 Min.) und Beenden durch NaOH-Zusatz.

B) Material

a) Rubisco-Standardpréparat;
b) Carbonat-Bicarbonat-Puffer, pH 9.6:
jewells frisch ansetzen:
1.59g Na,CO3
2.93g NaHCO;
A.dest.ad 11
c) Waschpuffer | (TrissHCI, pH 7.2):
12.11g Tris
8.75g NaCl
A.dest.ad 11
d) BSA-L 6sung:
5.00g bovine serum albumine
Waschpuffer | ad 100 ml
€) Kaninchen-Anti-Rubisco-Antiserum;
f) Waschpuffer Il (TrisHCI, pH 7.2):
50 ul Tween 20
BSA-Losung (d) ad 100 mli

") siehe Versuche mit Saurer Phosphatase (3. Arbeitstag, s.S. 57)
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g) Ziege-Anti-Kaninchen-Antikorper, gekoppelt mit Alkalischer Phosphatase,
Sigma Product-No. A-8025;
h) Waschpuffer 111 (TrisHCI, pH 7.2):
50 pl Tween 20
Waschpuffer | ad 100 ml
1) Substrat-L 6sung fir Alkalische Phosphatase:
100 mg p-Nitrophenylphosphat
Carbonat-Bicarbonat-Puffer (b) ad 100 ml
j) NaOH (2n).

C) Dur chfiihrung
C1) Vorbereitung der Mikrotiterplatten im I nstitut

a) Das zu untersuchende Rubisco-Préparat (B,a) wird zundchst in Carbonat-
Bicarbonat-Puffer (B,b) gelost. Jewells 200 pl werden nach dem beiliegenden
Pipettiermuster (s.S. 121) in die wells der Mikrotiterplatte pipettiert.

b) Die beschickte Titerplatte wird nun 18 Stunden bei 4°C im Dunkeln inkubiert.

c) Danach erfolgt ein 3-maliges Waschen des an die Plastikwandung der wells adsor-
bierten Rubisco-Proteins mit je 250 ul Waschpuffer | (B,c), wobei die Platte zwi-
schenzeitlich zur Entfernung der vorherigen Waschfllissigkeit aus den wells kréf-
tig auszuklopfen ist.

d) Die an der Wandung der wells durch die zugegebenen Antikdrper noch nicht
abgeséttigten Bindungsstellen werden mit je 250 pl BSA-L6sung (B,d) blockiert
(Inkubation der Platte 1 Stunde bei 25°C).

e) Dreimaliges Waschen der wells mit jeweils 250 pl Waschpuffer | (B,c) fur je 10
Minuten und Platte ausklopfen.

f) Zur Bindung des ersten Antikorpers (B,e, 1:1000 verdinnt in Waschpuffer Il (B,f))
an die sorbierten Antigen-Bindungsstellen (=Rubisco-Protein) werden je 200 pl
des verdinnten ersten Antikdrper-Ansatzes in die wells pipettiert und die Platte
1.5 Stunden bei 25°C in einer wassergeséttigten Atmosphére inkubiert.

g) Dreimaliges Waschen der wells mit jeweils 250 pl Waschpuffer Il (B,f) fir je 10
Minuten und Platte zwischendurch ausklopfen.

C2) Arbeiten im Rahmen des Praktikums:

h) Nun erfolgt die Bindung des 2. Antikorpers. Ziege-Anti-Kaninchen-AK (B,g),
1:1000 mit Waschpuffer 11 (B,f) verdinnt, wird in einer Menge von jeweils 200
ul in jede Vertiefung (well) der Platte pipettiert. Die Platte wird fur 1 Stunde bel
25°C inkubiert.
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1) Dreimaliges Waschen der wells mit jeweils 250 pl Waschpuffer 111 (B,h) fir je 10
Minuten und Platte zwischendurch ausklopfen.

j) Nun wird der Test auf Alkalische Phosphatase durchgeftihrt: 200 pl der Substrat-
|6sung (B,i) wird pro well einpipettiert. Nach 20-40 Minuten sollte eine umso
deutlichere Gelbfarbung in den wells der Platte entstanden sein, je mehr zweite
Antikorper, gekoppelt an Alkalische Phosphatase, an erste Antikérper gebunden
worden sind, die ihrerseits vorher in grofderer Menge mit Rubisco-Protein eine
Immunreaktion eingegangen waren.

j) Die Farbreaktion der Alkalischen Phosphatase wird durch Zugabe von NaOH (B,))
gestoppt.

D) Auswertung

Dafur das Praktikum kein Mikrotiterplatten-Reader oder -Photometer zur Verfiigung
steht, kann die Auswertung nur visuell qualitativ vorgenommen werden.
Entsprechend den Konzentrationsangaben im Pipettierschema (s.S. 121) ist zu
prufen, ob die Farbintensitat mit steigender Rubisco-Proteinkonzentration zunimmt.

E) Literatur

GROSS, U. (1990): Der Einflul von Saccharose und der CO,-Konzentration auf die
Aktivitdt von Ribulose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase
und Phosphoenolpyruvat Carboxylase und die Konzentration der

Ribul ose-1,5-bisphosphat Carboxylase/Oxygenase in
autotrophen Zellkulturen von Arachis hypogaea L. und Daucus
carotal.

Dissertation der Justus Liebig-Universitét, Gief3en.
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5. Arbeitstag

Quantitative Bestimmung des Athanolgehalts in verschiedenen Getranken mittels
Gaschromatografie.

Versuchsziel: Einfihrung in quantitative Bestimmungsverfahren in der Gaschromato-
grafie.

A) Prinzip (s. Einfuhrung in die Gaschromatogr afie, s.S. 25)

Al) Vorbemerkung

Wahrend im ersten Versuch zur Einfihrung in die Gaschromatografie niederkettige
Alkohole im Hinblick auf ihr Retentionsverhalten untersucht wurden, liegt es nahe,
die Gaschromatografie auch zur quantitativen Bestimmung des Athanol-Gehaltes in
verschiedenen Getrénken einzusetzen.

Im Gegensatz zu einem FID (=Flammenionisations-Detektor), dem gebrauchlichsten
Detektor im praktischen Einsatz der GC, it mit dem WLD unseres
Gaschromatografen auch  Wasser nachzuweisen, so dal3 die beiden
Hauptkomponenten Wasser und Athanol in Getranken gleichzeitig bestimmt werden
konnen.

Anwendungsmoglichkeiten fir diese Methode waren z.B. die Alkohol-Bestimmung
in  Alkohl  enthaltenden Medikamenten (Melissengeist und  anderen
Pflanzenausziigen) oder in Fruchtséften, um Gé&rungsprozesse wahrend deren
Herstellung oder Lagerung (Verderb!) zu erfassen. Auch die Prifung auf
Abwesenheit von giftigem Methanol in verschiedenen Garungsprodukten wére
durchfuhrbar.

Das Prinzip der quantitativen Analyse basiert hier auf einer Integration der Peaks von
Wasser und Athanol und Ausgabe der anteiligen Flachenintegrale nach der 100%-
Methode. Dabei bleiben allerdings die in der Einfuhrung angesprochenen Korrektur-
faktoren fur ein eventuell unterschiedliches Ansprechverhalten des WLD auf Wasser
und Athanol unberiicksichtigt.

Wie die folgenden Ergebnisse von Voruntersuchungen an definierten Athanol-
Wasser-Gemischen zeigen, ist mit diesem Verfahren eine ausreichende Genauigkeit
zu erzielen:
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Tabelle 1: Ergebnisse von Vorunter suchungn

Probe % Soll: % M essung:
abs. ETOH H20O: ? 1
ETOH: 96 99

(alstechnischer Alkohol 96% ig angegeben und aus steuerlichen
Grunden vergdllt; Antell Wasser und Vergallungsmittel nicht

bekannt!)*
1VT abs. ETOH H2O: 50 43
+1VT H20 ETOH: 50 57
Anmerkung: Volumen-Kontraktion!
1VT abs. ETOH H2O: 67 65
+2VT H20 ETOH: 33 35
Anmerkung: Volumen-Kontraktion!
Rum H20: 53
ETOH: 47
Zwetschgenwasser H2O: 58
ETOH: 41

! Bei offener Vorratsflasche nimmt Athanol abs. (hoch polar!) begierig Wasser aus
der Luft auf. Andererseits verdampft Athanol abs aus offener Vorratsflasche.
Dadurch kann sich die aktuelle Athanol-Konzentration in oft gebrauchten
Vorratsflaschen andern!
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Anmerkung: )
Bei der 100%-M ethode zur Bestimmung der Anteile von Wasser und Athanol

zu beachten, dal3 insofern ein Fehler entstehen kann, als die untersuchten Pro-

dukte noch weitere Ingredientien enthalten kdnnen, die entweder gaschromato-

grafisch nicht erfal3bar sind oder erst spater bzw. bei hdherer Temperatur von
der

GC-Saule eluiert werden. Hier steht das Prinzip im Vordergrund, nicht die abso-

lute Genauigkeit!

B) Material und Reagentien

1) Gaschromatograf in Verbindung mit einem Computer tber eine ADC-Steckkarte

Trennbedingungen:

Detektor: WLD

Saule: Chromosorb 102
(Eigenschaften siehe Be-
schreibung in Versuch 3)

Saulen-Temperatur: 120°C
Temperatur Einspritzblock: 160°C
Temperatur Detektor: 160°C
Tréagergas. Helium
Tragergas-Flul3rate: 60 ml/Min.
2) 5ul-Spritze
3) Proben: verschiedene alkoholische Getrénke (in kleinen Mengen!!)

(Es kdnnen auch eigene Proben mitgebracht werden)

C) Durchfiihrung (s. hierzu auch Durchfihrung zu Versuch 3!)

1) Jede Gruppe entscheidet sich fir eine der vorhandenen Proben und fihrt wéhrend
ca. 45 Minuten am GC eine (oder zwei) Bestimmung(en) durch.

2) Von jeder Probe werden 2.5 pul in den GC eingespritzt, wenn sich eine stabile
Basidlinie am Bildschirm eingestellt hat.

3) Ist nach ca. 400 Sekunden der Athanol-Peak eluiert, wird das Chromatogramm-
Aufnahmeprogramm uber <ESC> verlassen. Das gesamte Chromatogramm er-
scheint nun auf dem Bildschirm.
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4) Am Display des GC einen neuen Aufheizzyklus fir die néchste Analyse starten.

5) Uber die Taste <O> oder <RETURN> gelangt man in ein Optionsment, das eine
Bearbeitung des Chromatogramms nach verschiedenen Gesichtspunkten ermog-
licht.

6) Vor der Integration des Wasser- und Athanol-Peaks wird zunachst die Basilinie
eingestellt und, falls die Basidinie eine Drift aufweist, diese tUber den Punkt
"Drift" korrigiert.

7) Nun kann integriert werden, wobei fur jeden Peak jeweils Start- und Endpunkt auf
der Zeitachse zu fixieren sind. Am Ende diesen Menipunkt Uber <ESC> verlas-
sen. Das Chromatogramm zeigt nun neben jedem Peak die zugehdrigen Flachen-
anteile in Prozent an. Wie bereits in der Anmerkung zu obiger Tabelle erwéahnt
wurde, bleiben nach Abbruch des Chromatogramms alle Ubrigen Substanzen von
der Analyse ausgeschlossen. Bei diesem Versuch zielen wir nur auf die Bestim-
mung von Wasser, Athanol und gegebenenfalls von Methanol ab.

8) Uber den Optionsmenii-Punkt "Hardcopy" wird das Chromatogramm zusammen
mit der Integrationsliste ausgedruckt.

9) Die am Chromatogramm ausgegebenen Prozentwerte der Peaks in die folgende
Ergebnidiste dbertragen und die Werte der von den anderen Gruppen
untersuchten Proben Gbernehmen.

------- %-Verteilung auf --------
Probe H>0 Methanol Athanol
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6. Arbeitstaq

Demonstration radiochemischer Messungen.
Versuchsziel: Einfiihrung in radiochemische Arbeitsweisen und Auswertungsverfahren.

A) Kurze Wiederholung der Theorie zur Messung radioaktiver Strahlung.

B) Geiger-Muller-Zahlrohr (GM2Z) (aus: ,,Kern- und Strahlentechnik”, Lehrbriefe der
Studiengemeinschaft Darmstadit)

Gasfiillung
e ]
\  Zihldraht _# [} + | |
1 ¥ | | \4

IU. _——

Anbfdmmg und Schaltung eines Zablrobrs

Nachwels jeglicher radioaktiver Strahlung, keine Lieferung steigender Impulshéhen bel
steigender Energie der Strahlung.
(Ausbeute ca. 1%)

1.) Radioaktive Strahlung horbar gemacht: Radioaktive Strahlung entsteht spontan und
zuféllig (Poisson-Verteilung!);

2.) Nachweis der Notwendigkeit eines leicht ionisierbaren Gases im GMZ (Einsatz
eines defekten GMZ mit offenem Endfenster (ultradinnes Glimmer-Pléttchen,

Einschlul? des leicht ionisierbaren Gasgemisches);
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3.) Nachweis der Notwendigkeit von Hochspannung (HV) zum Betrieb jeden Z&hlrohrs
(bei Abschalten der HV keine Strahlungsmessung!!). Dabei mul die Abhangigkeit
der Zahlrate von der Hohe der Hochspannung bel stufiger Erhohung der
Hochspannung schrittweise aufgenommen werden. Die Arbeitsspannung liegt im
ersten Drittel des sich ergebenden Plateaus. Man beachte dabei, dal3 ein Zahlrohr
durch Uberschreiten der Maximal spannung defekt werden kann.

C) y-Krigtall-Szintillationsz&hlrohr (GKSZ): (aus. ,Kern- und Strahlentechnik®,
Lehrbriefe der Studiengemeinschaft Darmstadt)

Szintillationskristall ~ Foloka thode Dynoden Anode

Lichtieiter / / /

ang

I
|

J/JJ-f:fundurchl&ssige

Kapsel

» j .
= S,

Messung von y-Quanten unter Erfassung unterschiedlicher Impulshéhen in
Abhéangigkeit von der Strahlungsenergie, daher y-Spektrometrie mdglich.
(Ausbeute ca. 10-30%)
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1.) Bedeutung von Abschirmungsmal3nahmen fir die Strahlungsmessung:

Versuch: Messung der Umwelt-y-Strahlung mit dem GKSZ bei unterschiedlichen
Abschirmungsmal3nahmen mit Blel wahrend einer Mef3zeit von 1 Minute

mit mit
a) ohne b) Pb-Abschirm- c¢) Berthold-Pb-Ab-
Pb-Abschirmung Ringen schirmung
Zahlrate
(IpM)

Ergebnis. a- oder (-Strahlung ist bereits durch dinnes Blech vollstandig zu
absorbieren. Die Intensitdt von y-Untergrundstrahlung (terrestrisch, kosmisch) ist
dagegen durch zunehmende Dicke der Bleiabschirmung wohl zu reduzieren, aber
nicht vollstdndig zu l6schen. Daher mul3 die Untergrundstrahlung bei jeder
Radioaktivitaétsmessung gesondert erfaldt und von der Proben-Zahlrate subtrahiert
werden.

Merksatz: Ein Blatt Papier reicht zur Absorption von a-Strahlung, ein Brockhaus-
Band zur Absorption von [(-Strahlung, der 24-bandige Brockhaus (incl.
Erganzungsbande) reicht jedoch nicht aus, um y-Strahlung vollstéandig abzuschirmen!

2.) Wiesicher sind Radioaktivitatsmel3werte - Zahlstatistik:
a) Einzelmessunq

Bei ener genugend grolen einzeln gemessenen Impulszahl ist die
Standardabweichung (S):

_ v IMPULSZAHL
Mefzeit (Min.)
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Beispiele zur statistischen Beurtellung einer

Messung einzelner, unter-

schiedlich lange gezahlter | mpulssummen:

MelRwert M ef3zeit Standard-
abweichung Ergebnis
(Impulse) (Min.) (absolut) (in % vom
Ergebnis)

10 1 3.2 32 10IpM +3.21pM
100 1 10 10 100 IPM + 10 IpM
1000 1 32 3.2 1000 IpM = 32 IpM

10000 1 100 1 10000 IpM + 100 IpM
1000 10 32/10=3.2 3.2 100 IpM % 3.2 IpM
1000 5 32/5=6.4 3.2 200 IpM + 6.2 IpM
1000 2 32/2=16 3.2 500 IpM + 16.0 IpM

Der unter C-1) angefuihrte Versuch zur Wirkung von Abschirmungsmal3nahmen auf
die Messung der y-Umweltstrahlung ware demnach wie folgt auszuwerten:

mit
c) Berthold-Pb-
Abschirmung

mit Pb-
a) ohne Pb- b) Abschirm-
Abschirmung Ringe
Zahlrate
(IpM)
Standdard-

I+

abweichung (s) +
(IpM)

I+
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Ergebnis:. Da der radioaktive Zerfallsprozeld ein unabhangiger, zufélliger, seltener
und unregelmaldig auftretender VVorgang ist, kann nicht vorhergesehen werden, wann
der nachste Zerfal entreten wird (dhnliche Ereignisse sind z.B: die Anzahl
Telefonate pro Tag, die Anzahl Rosinen in einem Kuchenstiick, die Anzahl
Tippfehler pro Seite, die Anzahl von Unwettern in einem Jahr oder das Wetter des
néchsten Tages).

Jede Einzelmessung solcher Ereignisse, wie z.B. der Radioaktivitét, wird aber um so
sicherer, je langer der Zeitabschnitt fur ihre Messung gewahlt wird. Die bei kurzer
Mef3zeit solcher Ereignisse gultige Poisson-Verteilung wird bei einer grof3eren
Mef3dauer der Normal-Verteilung ahnlich (su.) und es wird zuldssig, die
Standardabweichung aus der Summe solcher Ereignisse zu bestimmen. Sie gibt an,
mit welcher Schwankungsbreite bel einer neuerlichen Messung des gleichen
Préparates unter den gleichen Bedingungen zu rechnen ware.

Wurde z.B. ein Prdparat innerhalb 30 Minuten gezahlt und man zéhlte dabei 50000
| mpulse, so betrégt die Standardabweichung dieses Mef3wertes;

S= —“50000; s=7.5 dasMefergebnisist somit:

30 1667 |pM + 7.5 | pM

Dies bedeutet, dal’ bei einer neuerlichen Messung des gleichen Praparates der zu
erwartende Mel3wert mit einer dtatistischen Wahrscheinlichkeit von  68.3%
zwischen 1667 - 7.5 = 1659 und 1667 + 7.5 = 1675 liegen wirde. Will man die
statistische Sicherheit der Aussage des Ergebnisses erhdhen, rechnet man mit dem
doppelten Wert der Standardabwelichung. Dann konnte man mit 95% Sicher heit von
einem zu erwartenden Mef3wert zwischen 1652 und 1682 ausgehen.

Dieses Verfahren ist nur bei Nukliden mit langerer Halbwertszeit bel langeren
Messungen anzuwenden, die aufgrund ihrer Mef3dauer nicht beliebig oft wiederholt
werden konnen. Fur die Auswertung von Messungen mit einzelnen Wiederholungen
gelten dagegen die Ublichen statistischen Gesetze zur Priifung von Verteilungen (s.
néchster Versuch).
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4) Kurzzeitig gezahlte Ergebnisse von Radioaktivitatsmessungen sind Poisson-
vertellt!
b) M el3wieder holungen

Das Ziel dieses Versuches besteht darin, zu zeigen, dal3 die Messung seltener
Ereignisse innerhalb einer mit Absicht zu kurz gewahlten Zeitspanne nur sehr
ungenau Uber den aus Parallelmessungen arithmetisch errechneten Mittelwert und die
Standardabweichung auszuwerten ist. Wie anhand von im Labor ermittelten
Parallelwerten (Tab. 14.1) gezeigt werden kann, sind 50 innerhalb 0.015 Minuten
ermittelte Mel3werte der Umweltstrahlung nicht normal-verteilt (s. Abb. 14.1), es
liegt vielmehr eine schiefgipfelige Poisson-Verteilung vor. Das arithmetische Mittel
Ist 2.32 mit einer Standardabweichung (die es bei Poisson-Verteilung nicht gibt,
deren Berechnung ohne statistischen Sinn ware!) von 1.449 (63% vom Mittelwert!),
wobel dieser Mittelwert mit dem Maximum der Poisson-Vertellung nicht
deckungsgleichiist.

Unter den gleichen Bedingungen wurden daraufhin 25 Mef3wiederholungen wahrend
einer Minute gezahlt. Aus Abb. 14.2 ist zu erkennen, dal’ bereits nach der Mef3zeit
von 1 Minute eine weitgehende Normalverteilung zu erreichen ist. Der Mittelwert
dieser zweiten Meldreihe liegt bei 160.0, die Standardabweichung betragt 11.1 (7%
vom Mittelwert!). Wie bel einem Vergleich der beiden Mittelwerte zu erkennen ist,
wird bel der Kurzzeit-Messung en zu niedriger Mittelwert ermittelt
(2.32+ 1.000/0.015 = 154.7), der zwar, auf eine Mel3zeit von 1 Minute umgerechnet,
noch innerhalb der Schwankungsbreite von 160.0 + 11.1 liegt.

Dieser Versuch ist nun aus Zeitgrinden mit jeweils 5 Mef3wiederholungen zu
wiederholen und nach den angegebenen Formeln fur die Ermittlung von Mittelwert
und Standardabwei chung auszuwerten:

X 2_(ZX)2
Mittel = 2 S:\/ZX N

i (N-)

N

X = Meldwiederholung; N = Anzahl Werte
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V er suchsauswer tung:

5 Mel3werte
(Mefizeit 0.015 Min.)

5 M el3werte
(Mef3zeit 1.000 Min.)

Auswertung der beilden M ef3reihen:

M ef3zeit: 0.015 Min. 1.000 Min.
Mittelwert:
Standard-
Abweichung (s) + +
(sin % vom Mittelwert): (= %) (x %)
Ergebnis:

Wie oben bereits beschrieben, sind die Ergebnisse von innerhalb zu kurzer Zeit
gemessenen Zahlraten von seltenen Ereignissen bel arithmetischer Mittelung der
Mef3wiederholungen nicht korrekt, da die Einzelwerte nicht normal-, sondern
Poisson-verteilt sind. Bei der M essung von Radioaktivitat erreicht man erst durch
die Verlangerung der Mel3zeit bei geniigend grof3er Anzahl an Wiederholungen
die Normal-Verteilung. Erst dann ist die Berechnung der Standar dabweichung
nach der Formel fir Einzelmessungen zur Beurteilung der statistischen
Sicherheit eines Mittelwertes zulassig.

5.) Messung der Gesamt-y-Radioaktivitat in einer Pilzprobe aus Tschechien

Anwendung der gezeigten Zusammenhénge auf die Messung der y-Radioaktivitét in
einer Steinpilz-Probe mit dem GKSZ (in Berthold-Abschirmung) als Vorbereitung
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auf den Versuch zur Identifizierung und Aktivitatsbestimmung einzelner y-Nuklide in
dieser Pilzprobe. Die Mef3dauer sollte dabei mindestens 5 Minuten betragen.

Versuch: Messung von 64.3g %etrockneter Steinpilze

aus Tschechien
Impulse Mel3zeit Standard- Ergebnis
(Min.) Abwel-
chung
Nulleffekt+
Pilzprobe: *) IpM + IpM
Nulleffekt *) IpM £ IpM
Pilzpr obe: +) IpM £ IpM

*)_Formel fur die Standardabweichung einzelner M el3werte:
JIMPULSZAHL
S= Mefzeit (Min,)

+) Formel fir die Standardabweichung der Pilzprobe unter
Ber iicksichtigung des Antells der Untergrundstrahlung:

IMPULSE (P+N) _ IMPULSE (N)
5=\ Mefzeit (P+N)?  Melzeit (N)?

(P+N) = von Probe + Nulleffekt
(N)  =von Nulleffekt)

Ergebnis: )
Pilze, NUsse, eventuell Milchpulver kdnnen auch heute noch, je nach Ortlichkeit ihrer

Produktion, in unterschiedlichem Mal3e y-Radionuklide mit |angerer Halbwertszeit
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enthalten, die anlddlich der Tschernobyl-Katastrophe im Jahre 1986 Uber die Welt
vertellt wurden. Mit der in diesem Versuch durchgeftihrten Messung erhalten wir eine
grobe Information dartiber, ob die Probe als kontaminiert einzustufen ist.

6.) Ermittlung der y-Radioaktivitat der Hauptkomponenten einer in Tschechien
gesammelten Steinpilz-Probe:

Nach der vorherigen Bauschanalyse ist nicht bekannt, welche einzelnen y-
Radionuklide die Gesamtz&hlrate der Probe ausmachen und wie eine eventuelle
potentielle Gefahrdung bei dem Verzehr dieses Nahrungsmittels zu beurteilen ist.
Dabel soll nur auf Energie und Halbwertszeit von vorhandenen Radionukliden, nicht
aber auf deren Aufnahme aus der Nahrung, Wirkung im Korper und biologische
Verweildauer eingegangen werden.

|dentifizierung und Strahlungsbestimmung der Hauptkomponenten vorhandener y-
Radionuklide erfolgen wiederum mit dem GKSZ mit einem NalKristall, wobei
anstelle des Impulszéhlers eine Computer-gesteuerte Vielkanal-Mef3einrichtung
verwendet wird (Im GK SZ besteht strenge Proportionalitat zwischen Impulshohe
und Energie der vorhandenen Gamma-Radionuklide!!).

Versuch:
(Beschreibung und Arbeitsanleitung zu diesem Versuch s. Vers. 17)

ZU erwartendes Standard-
v-Radionuklid Zahlrate Zefallsrate abweichung
(Imp./sec.) (Ba) (%)
134CS
137CS

40K
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Eigenschaften dieser Radionuklide

y-Radionuklid y-Energie Halbwertszeit Zerfallsart
(MeV)
BCs 0.796 2.15 Jahre R,y
Bcs 0.661*) 30 Jahre*) R *)
VK +) 1.46  1.28¢10° Jahre R, K +)

*) B'Cs zerfallt unter Aussendung von 3-Strahlung zu **"™Ba. Dieses Nuklid liegt nur

sehr kurz in angeregtem Zustand vor und geht unter Aussendung von Y-
Quanten in den energetischen Grundzustand tber.

+) “K ist ein Radionuklid unter den tibrigen, nicht radioaktiven Kalium-Nukliden. Es

sendet zu etwa 89% [3-Strahlung und zu etwa 11% K-Strahlung aus. Dies ist
eine charakteristische Rontgen-Strahlung, die aufgrund von electron capture
(=Elektroneneinfang) durch den Kern aus der K-Elektronenschale entsteht.

Rontgenstrahlung ist wie Gamma-Strahlung elektromagnetischer Natur und
wird durch den GKSZ erfalit.

D) Allgemeine Ausfiihrungen zu der weiter en Auswertung radiochemischer

M el3werte

Nun ist die Zahlrate eines Préparates bekannt, auch ihre statistische Absicherung.
Entspricht nun eine Zahlrate der Zerfallsrate eines Radionuklids? Die Anwort ist

NEIN!
Zahlrate# Zerfallsrate !!
|l pM # DpM !!

Erst durch Eichung wird aus der Zahlrate die Zerfallsrate. Die Eichung erfolgt, indem
unter genau gleichen apparativen Bedingungen wie bel der Probemessung und bei




Versuch 14: Demonstration radiochemischer M essungen 139

gleicher physikalischer Beschaffenheit wie bel der Probe eine (oder mehrere)
Standardprobe(n) mit bekannter Zerfallsrate (Radioaktivitédt) gemessen wird (werden).

Eine Mef3reihe habe z.B. folgende Ergebnisse erbracht:

Zahlrate Probe: 1000 IpM % 1%

Zahlrate Standard: 10000 IpM £ 1%
(=0.1pCi)

1 Ci (Curie) = 2,2210" Zerfalle pro Minuten (DpM), daher entspricht
0.1 uCi 2,22'10° DpM.

Esmul3 also folgende Beziehung gelten, die nach den Regeln eines Dreisatzes
aufzuldsen ist:
2,22:10° (DpM) / 10000 (IpM) = X(DpM) / 1000 (I pM);
_ . 105, 1000 _
X (DpM) = 2,22+.10 10000 (DpM);

X (DpM) = 2,22¢10" (DpM)

Anmerkung:
Die gultige Einheit der Radioaktivitat ist das Becquerel (Bq).
(die Einheit Curiewird aber immer noch verwendet )

1Bq =1 Zerfall/Sekunde
37000 Bq (=37kBq) = 2,22:10° DpM = 1 uCi!

Nun ist schliefdlich die Zerfallsrate, die Strahlungsintensitét, die Radioaktivitat einer
Probe ermittelt. Es fehlen nur noch einige Gesichtspunkte, die man sich zur
| nterpretation eines Ergebnisses aus der Radiochemie zunutze machen sollte:

a) Bel der Untersuchung der Pilzprobe interessierte beispielsweise, welche Radioak-
tivitat in welcher Pilzmenge, frisch oder trocken, enthalten ist und welche Menge man
davon zu verzehren gedenkt. Wenig Pilzmasse fir eine delikate Gemtusesuppe, einmal
Im Monat genossen, dirfte wohl keinesfalls sch&dlich sein!
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b) Doch wie erfolgt die Interpretation der Messungen biochemischer Proben? Da ist
sicherlich die entsprechende Versuchsfrage mal3geblich, jeder Versuch wird
entsprechend seiner Fragestellung spezifisch ausgewertet. Aber eine Frage gilt es
wohl immer zu beantworten: Welche Radioaktivitdt ist in welcher Menge meiner
Substanz, die man z.B. mit *H oder **C , markieren* wollte.

Dafir gibt es einen Begriff, die sogenannte ,, spezifische Radioaktivitat”, die angibt,
wieviel Impulse/Min. oder Zerfalle/Min. in einer bestimmten Substanzmenge
vorliegen, wie hoch also der ,, Markierungsgrad” ist:

Radioaktivitat
Konzentrationsei nheit

spezifische Radioaktivitat = oder

Radioaktivitat

spezifische Radioaktivitat = ——
Mengeneinheit

Einige Beispiele:

1) Bel der Untersuchung der Enzymaktivitat mit radioaktiven Substraten wird die
wiedergefundene Radioaktivitét von z.B. applizierter ,heiRer* **C-Glucose-Losung
auf die Menge an ebenfalls zugesetzter , kalter* **C-Glucose-L 6sung bezogen, um aus
der gemessenen Radioaktivitdt die umgesetzte Substratmenge und demnach die
Enzymaktivité errechnen zu koénnen. Entspricht z.B. die spezifische Radioaktivitét
einer applizierten Substrat-Losung 1 mCi/10 mMol (oder anders ausgedrickt
2,22+ 10° DpM /10 mMol), dann entspricht die in einer Substratprobe gemessene
Radioaktivitat von 2,22 10° DpM einer Substratmenge von 10 pMol, woraus der
Substratumsatz des Enzyms pro Zeiteinheit, die Enzymaktivitét, berechnet werden
kann.

2.) Bei der Untersuchung eines Stoffwechselablaufs wird zunachst z.B. die in Glucose
vorhandene Radioaktivitat auf die per HPLC bestimmte Glucose-Menge bezogen,
um Uber die so erhaltene spezifische Glucose-Radioaktivitat den Markierungsgrad
(=die spezifische Radioaktivitét) von ebenfalls ermittelten Glucose-Abbauprodukten
einordnen zu konnen: Abbauprodukte mit hoher spezifischer Radioaktivitét dirften
an prominenter Stelle im Abbauweg der markierten Glucose stehen.

3.) An Pulse-/Chase-Experimenten wird in einer Pulsphase unter Verabreichung eines
z.B. YC-markierten Précursors die spezifische Radioaktivitdt von Stoffwechsel-
Abbauprodukten dieser Substanz ermittelt. In einer darauf folgenden Chase-Phase
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wird der gleiche Pracursor ohne Markierung (*°C) verabreicht. Nach dieser Chase-
Phase wird nun wieder die spezifische Radioaktivitét der gleichen Metaboliten
ermittelt. Das Ausmal’ der , Verdinnung* der spezifischen “*C-Radioaktivitat der
Pulse-Phase durch *“C im Verlauf der Chase-Phase ermdglicht somit Einblicke in die
Stoffwechsel-L abilitét bzw. -Stabilitét von untersuchten Substanzen.

Dazu ein Beispiel:
DpM *C/mg Protein DpM *C/mg Protein
nach Puls-Phase nach Chase-Phase
Protein A 800000 400000
Protein B 700000 600000

Ergebnis. Protein B ist demnach metabolisch stabiler as Protein A

Wurde z.B. fir die Pulse-Phase *“C-markiertes Leucin verwendet, so kann unter
Berticksichtigung seiner zu Versuchsbeginn vorliegenden spezifischen Radioaktivitét
nach Ermittlung der Leucin-Konzentration in beiden Proteinen auch dessen
Konzentration in den beiden Proteinen berechnet werden.
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Tab. 14.1 Mefdwerte fir Abb. 14.1. 14.2

Nr.|wia: Wl: 0.015 Min.|W21: 1.00 Min
1{1 3 158
2|2 3 162
313 2 171
4)a 2 148
5|5 1 144
6|6 3 159
7|7 3 161
8|8 3 161
9l9 4 156

10}10 8 130
11411 1 166
1212 1 174
13|13 4 153
1414 1 159
15[15 1 167
16|16 2 167
17|17 2 153
18|18 4 154
19|19 1 165
20|20 1 159
21|21 2 187
22|22 2 165
23|23 2 174
24|24 1 153
25|25 3 154
26|26 2
27{27 1
28|28 o
29|29 2
30|30 4
3131 2
32|32 2
33133 3
34|34 1
35|35 1
36|36 3
3737 2
38|38 1
39|39 a
4040 1
41|41 0
azlaz 3
43143 5
a4 aa 2
45|45 4
46|46 2
47 |a7 4
48|48 4
49|49 2
50|50 1
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bzuw.
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Abb. 14.1:
MeBzert: 0.015 Minuten
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bzuw.
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Abb. 14.2:
MeBzeit: 1.000 Minuten
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6. Arbeitstag:

Bestimmung der Z&hlausbeute von 3H- und 14C-Proben im Flissig-
Scintillationszéhler.

Versuchsziel: Messung niederenergetischer 3-Strahler bei hoher Zahlausbeute mittels
Fllssig-Scintillationszahler (LSC).

A) Prinzip (s. Einleitung, s.S. 5)

Zur Markierung verschiedenster Substanz-Klassen im  Stoffwechsel  werden
hauptsachlich Tritium (3H), 14C, %P und *S z.B. zur Markierung von Metaboliten
oder von Proteinen und Nukleinsduren (s. S. 218), verwendet.

Zur Messung von niederenergetischen 3-Radionukliden missen Mef3verfahren mit
moglichst hoher Ausbeute eingesetzt werden, um auch relativ schwach markierte
Substanzen bel guter Mef3genauigkeit erfassen zu konnen. Die Zaéhlrate eines
Strahlungs-Mef3gerédtes ist um so grofder, je hoher seine Zahlausbeute ist. Somit
scheiden Mef3anordnungen mit Geiger-Miller- oder Proportional-Zahlrohren mit z.T
Zu geringer Mef3ausbeute aus (s. Tab. 15.1).

Tab. 15.1: Bestimmung der Zahlausbeute firr 14C und 32P mit verschiedenen
Mef3verfahren (Institutmessungen)

Zerfallsrate Zahlrate Errechnete
Radionuklid Standard M el3ver - Standard Ausbeute
(Emax) (inDpM) fahren*) (inlpM) (in %)

14c 3885000 GMZ 44790 1.2
(0.156 MeV) 3885000 MDZ 26913 6.9
102300 LSC 78673 76.9
32p 333000 GMZ 39487 11.9
(1.71MeV) 333000 MDZ 115351 34.6
214594 LSC 168756 78.6

*) GMZ = Geiger-MUller-Mel3platz;

MDZ = Methan-Durchflul3-Zahler;
L SC = FlUssig-Scintillations-Zahler

Seit den 70er Jahren gibt es hochentwickelte Gerate zur empfindlichen und genauen
Messung von °H und **C nach dem Prinzip der Fliissig-Scintillations-Spektrometrie
(oder auch Flussig-Scintillations-Zahler; englisch: LSC = Liquid Scintillation Coun-
ter). Damit sind, je nach Geréte-Ausstattung, Ausbeuten von tiber 60% fiir °H und
von uber 90% fur **C damit zu erreichen.

Das Prinzip der Radioaktivitétsmessung mit dem LSC beruht darauf, daf3 aliquote
Teile einer Probe markierter Substanzen mit einem Gemisch fllssiger organischer
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Scintillatoren ("Scintillator-Cocktail") in einem durchsichtigen Probengefad (Vial)
aus geeignetem Plastikmaterial oder Glas vermischt werden. Durch die (3-Strahlung
von 3H oder 14C werden Scintillator-Molekiile kurzzeitig angeregt. Zum Erreichen
ihres energetischen Grundzustandes erfolgt die Abgabe der Anregungsenergie in
Form von Lichtquanten, die in einer geeigneten Anordnung gemessen werden
konnen. Die Anregung von Scintillator-Molekilen und damit die Menge der
abgestrahlten Lichtquanten sind dabei direkt proportional der Energie der
anregenden 3-Strahlung.

A-1) Anregungsvor gange im Scintillator

Aus Abb. 15.1 ist der Prozef3 der Anregung von Molektilen des Scintillator-Cocktails
durch 3-Strahlung zu ersehen. Die 3-Strahlung aus der mit dem Cocktail vermischten
markierten Probe trifft zundchst auf die in gro3er Menge vorliegenden
L 6sungsmittel-Molekile (meist Toluol oder Xylol, s. Abb. 15.2), fuhrt zu deren
Anregung und schliefdlich zur Abstrahlung von Lichtquanten mit einer Wellenlange
von 200-300 nm. Wie spéter bei der Besprechung der apparativen Ausstattung eines
LSC gezeigt wird (s._A-2), kann Licht bei dieser Wellenlange jedoch noch nicht zur
Messung gelangen. Im Scintillator-Cocktail sind daher "primére" und "sekundare'
organische Scintillatoren in geringer Konzentration vorhanden, die infolge ihrer
Fluoreszenz Licht mit langerer Wellenlange abgeben. Der primére Scintillator (z.B.
PPO, s. Abb. 15.2) wird durch die Lichtquanten des Lésungsmittels angeregt und
strahlt Licht bei 340-400 nm ab. Aber auch diese Wellenlénge kann apparativ noch
nicht empfindlich genug ausgewertet werden. Erst der sekundare Scintillator (z.B.
POPOP, s. Abb. 15.2) wird durch Lichtquanten der primdren Scintillatoren zur
Abgabe von Licht mit einer Wellenlange von 400-470 nm angeregt. Diese
Wellenlangen fallen mit dem Maximum der Meff2empfindlichkeit der Photokathode
(s._Abb. 15.3) von sogenannten "Photo-Multipliern” (PM) oder auch "Sekundar-
Elektronen-Vervielfachern" (SEV) zusammen.
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Abb. 15.1: Anregung von Scintillator-Molekilen und Eigenschaften verschiedener
L dsungsmittel (Aus COOPER, 1981).

e
o

Lésungsmittel ‘

primarer

Szintillator D D

PA RN N
owrgser () (0 ()
NN SN

400-470 nm

.
é 200~3200 nm %
Ll
|

Wechselwirkung der B-Teilchen mit dem aromatischen Losungsmittel und anschlieBender
Fluoreszenz-Abstrahlung. e~ reprisentiert das B-Teilchen. o ist das Losungsmittel-Molekiil im Grund-
zustand, e bedeutet, daB sich das Molekiil im angeregten Triplert-Zustand befindet.

Relative Zidhlausbeute verschiedener Losungsmittel .

Verbindung relative Zihlausbeute
(%)
Toluol 100
Methoxybenzol (Anisol) 100
Xylol 97
1,3-Dimethoxybenzol 81
1,4-Dioxan 70
Ethylenglykol-dimethylether 60
Aceton 12
Tetrahvdrofuran 2
Ethanol 0
Ethylenglykol-monomethylether 0
Ethylenglykol 0
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Abb. 15.2: Angaben zu priméren und sekundéaren Scintillatoren (aus. COOPER,

1981).

PPO
Qo)
CH3 CH3
Bis-MSB

QUOBY
0 0
CH3 CH3

Dimethyl-POPOP

Struktur der gebriuchlichsten primiren und sekundiren Szintillatoren.

Fluoreszenz-Maxima verschiedener Szintillatoren in Toluol.

Fluoreszenz-Maxima (nm)

Name MG ) A A
Primdre Scinsillatoren

Naphthalin 128 325 336 351
Anthracen 178 405 428 454
Terphenyl 230 355

PPO (2,5-Dephenyloxazol) 221 365 380

PBD (2-Phenyl-5-(4-biphenylyl)-1,3,4-oxadiazol) 298 364 377

Butyl-PBD (2-(4-t-Butylphenyl)-5-(4-biphenylyl)-

1,3,4-oxadiazol) 334 367 382
BBOT (2,5-Bis(5-t-butylbenzoxazol-2-yl)thiophen) 430 438
Sekunddre Scintillatoren

POPOP (1,4-Bis(5-phenyloxazol-2-yl)-benzol) 271 420 441
DMPOPCQP (1,4-Bis(4-methyl-5-phenyloxazol-

2-yl)benzol) 392 430

Bis-MSB (p-Bis(o-methylstyryl)-benzol) 310 423
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A-2) Apparative Voraussetzungen zum Betrieb eines L SC

Die Lichtmenge, die von den Bestandteilen des Scintillator-Cocktails nach Kollision
mit (3 Teilchen abgegeben wird, ist sehr klein und erfordert eine héchst empfindliche
Mef3anordnung. Das Hauptelement dieser Mef3anordnung besteht aus dem bereits er-
wahnten Sekundar-Elektronen-Vervielfacher (SEV). Meist wird das Probengeféld mit
dem Scintillator-Cocktail zwischen zwei SEV in einer lichtdichten, mit schwerem
Bleimantel gegen Umwelt-Radioaktivitat abgeschirmten Kammer im Gerét angeord-
net.

Wie Abb. 15.4 zeigt, gelangen die vom Scintillator-Cocktail abgegebenen Lichtblitze
auf eine bel 400 bis 500 nm maximal empfindliche Photokathode (s. Abb. 15.3), aus
der dadurch Elektronen herausgeschlagen werden. Jedes dieser freigesetzten
Elektronen wird durch positiv geladene Pralldynoden so stark beschleunigt, dal3 an
diesen Dynoden von Stufe zu Stufe Sekundér-Elektronen herausgeschleudert werden,
die ihrerseits wieder Sekundar-Elektronen freisetzen u.s.w. Auf diese Weise wird ein
aus der Photokathode emittiertes Elektron um den Faktor 106 bis 108 vervielfacht.
Der sich damit ergebende Elektronenstrom fliefdt von der Anode des SEV (ber einen
Arbeitswiderstand ab, an dem sich ein Spannungsimpuls aufbaut, der, Uber einen
Kondensator von der Hochspannung abgetrennt, elektronisch weiterverarbeitet und
zur Messung der in der Probe vorhandenen Radioaktivitét verwendet wird. Dabel ist
nochmals zu betonen, dald die im_Scintillator-Cocktail durch die einfallende 13-
Strahlung ausgel6sten Lichtmenge und die im SEV sich ergebende | mpulshéhe
proportional ist der Energie der zu messenden 3-Strahlunag.

Mit elektronischen Mitteln wird der Spannungsimpuls vom SEV welterverarbeitet (s.
Abb. 15.5). Die Impulse der beiden SEV gelangen zunéchst an eine sogenannte
"Koinzidenz"-Schaltung, die nur die Impulse zum Verstarker weiterleitet, die von
beiden SEV gleichzeitig abgegeben werden. Hierdurch ist es moglich, Impulse, die
durch Umwelt-Radioaktivitdt in unterschiedlichem Mal%e von SEV | und SEV I
aufgenommen wurden, von der Proben-Strahlung zu trennen und damit den
"Background" der Messung gering zu halten. Die im Verstarker linear verstarkten
Impulse gelangen schliefflich zu sogenannten Diskriminatoren, die wegen der
Proportionalitét von Impulshdhe und Energie der gemessenen radioaktiven Strahlung
aus der Amplitude der Impulse die Strahlungsanteile einzelner 3-Radionuklide (z.B.
3H, , 14c, 32p, 35S etc.) unterscheiden kénnen. Jedem Diskriminator sind Zahler
nachgeschaltet, welche das Zahlergebnis in Zusammenwirken mit einem Zeitgeber
als Zahlrate (Lmpulse/Min.) auf der Anzeige-Einheit darstellen. Uber einen Drucker
werden die Mef3ergebnisse mit Proben-und Diskriminator-ldentifikation auf einem
Papierstreifen ausgegeben.




Versuch 15: Liquid Scintillation Counting 150

Abb. 15.3: Typischer Empfindlichkeitsverlauf der Photokathode eines Sekundér-
Elektronen-Vervielfachers (SEV) (aus: ALLKOFER, 1971).
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(L SC) (verandert aus ,Kern- und Strahlentechnik”, Lehrbriefe der Studiengemeinschaft
Darmstadt).
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Abb. 15.5: Schematische Darstellung der wichtigsten elektronischen Baugruppen
einesL SC (aus: COOPER, 1981)

Hochspannung

Photoverstirker-
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Probe
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Koinzidenz-Schaltung

Verstéirker

Diskriminator

Zahler

Diskriminator

Zéhler

Diskriminator

Zahler

Rechensinheit 8
Zeitgeber

l

Anzeige

Der uns zur Verfligung stehende L SC verfligt Uber die Mdglichkeit, 100 Proben ein-
oder mehrmals hintereinander automatisch zu messen. Hierbei kann auch bestimmt
werden, mit welcher Diskriminator-Einstellung einzelne Proben gemessen werden

sollen.

B) Material

a) 3H- und 14C-Standards bekannter Radioaktivitét in Plastik-Vials mit Scintillator-

Cocktail;

b) FlUssig-Scintillations-Zahler von Philips.
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C) Dur chfithrung (Demonstr ation)

a) Die beiden Standard-Proben werden im 3H- bzw. 14C-Diskriminator jeweils 5 Mi-
nuten gezahlt.

b) Die Mefergebnisse werden in die unter D) Auswertung vorbereitete Tabelle zur
Bestimmung der Zahlausbeute eingetragen.

D) Auswertung

a) Zunéchst ist zwischen Zahirate und Zerfallsrate (=Radioaktivitdt) zu unterschei-
den. Die Zahlrate (IpM oder CpM = Impulse/Min. oder Counts per Min.) ist nicht
gleichzusetzen mit der Zerfallsrate (DpM = Disintegrations per Min. oder Zer-
falle/Min.) eines Radionuklids (s.S. 136 ff). Erst durch Kenntnis mehrerer
Kenngrofien, vor allem der Zahlausbeute, kann die Zerfallsrate aus der Zahlrate
bestimmt werden (s.u.).

b) Die Zahlausbeute eines Gerétes zur Messung der Radioaktivitdt errechnet sich
nach folgender Gleichung:

IpM (Standard) « 100
Zahlausbeute (in %) = ------=-====mm-mmmmmmemememm
DpM (Standard)

Dadie Zerfallsrate der Standard-Proben (DpM) bekannt ist, mufd nur die Zahlrate
(IpM) der beiden Proben bestimmt werden.

c) Wahrend die Halbwertszeit, also die Zeit, nach der die Hélfte aller Kerne eines Ra-
dionuklids zerfallen ist, bei 14C 5760 Jahre betragt, muR die Radioaktivitét des
14c-Standards nicht korrigiert werden. Allerdings erfordert der 3H-Standard eine
Halbwertszeit-Korrektur.

Die Halbwertszeit von 3H betrégt 12.26 Jahre. Das Standard-Pré&parat
wurde am 20. 10. 1973 mit einer Zerfallsrate von 98700 DpM beschafft.

Die Halbwertszeit-Korrektur wird nach dem Zerfallsgesetz vorgenommen. Es
lautet: Die Anzahl radioaktiver Kerne zum jetzigen Zeitpunkt (N¢) ist die Anzahl
an zu Anfang vorliegenden Kernen (Ng), multipliziert mit der Exponentialfunk-
tion ausIn(2) / Halbwertszeit « Zwischenzeit nach folgender Formel:




Versuch 15: Liquid Scintillation Counting 153

In() /T« t)
e

Nt = No'
(-0.6932/ 4474.9« 1)
Nt = 98700 e
Dabei bedeuten:

Nt = Heutige Zerfallsrate;
No = Zerfallsrate am 20.10. 1973 = 98700 DpM;

T = 12.26 Jahre = 4474.9 Tage,
t Zeit zwischen dem 20. 10. 1973 und heute;
1= e Tage).

Die Zerfallsrate des 3H-Standards betrégt aso

d) Somit kann dieser Versuch nach folgender Tabelle ausgewertet werden:

Zerfallsrate Zahlrate
Radionuklid Standard Standard Ausbeute
Emax (in DpM) (in1pM) (in %)

SH 0.018MEV oo e i,

14C 0156 MeV 102300 oo,

e) Ist die Ausbeute fur ein Radionuklid bestimmt, kann aus der Messung der Zahlrate
(IpM) die Zerfallsrate von Proben des gleichen Nuklids, selbstverstandlich unter
den gleichen Mef3bedingungen (Anteil Probe im Scintillator-Cocktail etc.), nach
folgender Formel berechnet werden:

IpM (Probe) « 100
Zerfallsrate Probe (DpM) = ------=--m-memmmemememe-
% Ausbeute
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6. Arbeitstag:

Auswertung von Position bzw. Hohe der Radioaktivitat markierter Verbindungen in
Dunnschicht- oder Papierchromatogrammen und/oder Elektropherogrammen.
Versuchsziel: Einfihrung in die Arbeitsweise eines TL C-Radioaktivitétsscanners.

A) Prinzip

Oft besteht in einem biochemischen Labor die Notwendigkeit, Ort und Intensitét
radioaktiver Strahlung auf Dinnschicht- oder Papier-Chromatogrammen oder auf
Flachgel-Elektropherogrammen zu messen. Dies erfolgt z.T. immer noch Uber die so-
genannte Autor adiogr afie.

Dieses Verfahren beruht darauf, dal3 ein Chromatogramm, ein Elektropherogramm
mit einer Trennung radioaktiv markierter Substanzen oder auch eine radioaktiv
markierte, getrocknete Pflanze (flachiges Objekt!) mit einem Rontgenfilm in einem
lichtdichten, mit Blei abgeschirmten Kasten, z.T. bei sehr niedriger Temperatur, in
Kontakt gebracht, exponiert wird. Je nach der Energie des zur Markierung
verwendeten Radionuklids dauert dieser Prozel3 etwa 2 bis 6 Wochen. Der
Rontgenfilm zeigt nach seiner Entwicklung an Stellen des Préparates mit
Radioaktivitéat Schwarzungen, die proportional der Intensitéat der Strahlung sind.

Die Autoradiografie wird vornehmlich zum Nachweis von (a- und) 3-Radionukliden
in Anbetracht ihrer relativ hohen lonisationsdichte verwendet. Sie ist vorallem dann
sehr wertvoll, wenn man eine gute Ortsauflosung der Radioaktivitdtsverteilung
anstrebt. Allerdings ist sie nur mit einem optischen "Densitometer” im Hinblick auf
die Intensitdtsmessung der Schwérzungs-Verteilung des Rontgenfilms quantitativ
auszuwerten.

In Anbetracht der langen Zeitdauer bis zum Vorliegen eines Autoradiogramms hat
man seit einiger Zeit Gerdte entwickelt, welche flachige Objekte zur Messung ihrer
Radioaktivitats-Verteilung an Zahlrohren schrittweise oder mdanderférmig vorbei be-
wegen, die sogenannten "Radio(aktivitats)scanner”. Hierzu wird z.B. eine Dunn-
schichtplatte auf einem in X- und Y -Richtung motorisch steuerbaren Tisch befestigt.
Die wéahrend des Scannens am Detektor anliegenden Signale werden auf
Laborschreiber oder Integratoren protokolliert.

Neue Geréte arbeiten mit ortsempfindlichen Gas-Durchfluf3-Proportional-Z&hlrohren,
die auf einer Bahn eines Chromatogramms alle radioaktiven Ereignisse messen kon-
nen. Die Signale des Zahlrohrs werden in einem Computer Bahn fir Bahn abgespel -
chert und kénnen mittels speziellem Programm zu einer flachigen Darstellung am
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Bildschirm (oder Drucker) gelangen. Nach diesem Prinzip arbeitet auch das uns zur
Verfligung stehende Gerdt.

Zunéchst ist zu erkléren, wie ein Gas-Durchflul3-Proportional-Zahlrohr arbeitet. Das
Zahlrohr wird mit einem leicht zu ionisierenden Gas (hier 10% Methan, 90 % Argon)
kontinuierlich durchstromt. Die angelegte Hochspannung bewirkt das Arbeiten im
sogenannten Proportionalbereich der Zahlrohr-Charakteristik (s. Abb. 16.1, aus: ,Kern-
und Strahlentechnik®, Lehrbriefe der Studiengemeinschaft Darmstadt). Das bedeutet, dald die
Amplitude des Zahlrohrsignals streng proportional der Energie der einfallenden
radioaktiven Strahlung ist. Esist also auch moéglich, obwohl in der Praxis eher selten
erforderlich, auf einer Mef3platte unterschiedliche Radionuklide nachzuweisen. Das
Zahlrohr ist an seiner Unterseite offen, so dald auch schwachenergetische (a- oder) 13-
Strahlung zu erfassen ist.

/ 1 Rekombinalion

2 Ionisationskammerbereich Sttigung)

3 Proportionalbereich

4 Ubergangsbereich

§ GM-Bereich

b stdrker fonisierendes lailchen 6 Douerentiadung

}1 schwicher ionisierendes Jeilchen Zahlrohr

1 >
! 2 3 ¢ 5 6 Spannung

lowisationsstrom in Abbangigheit von der anliegenden Spanming eines lonisations
Abb.16.1: detektors

Die ortsempfindliche Arbeitsweise des Zahlrohrs wird dadurch erreicht, dal im Zahl-
rohr ein positiv geladener Anodendraht und einige Kathodendrahte in Langsrichtung
(ca. 20 cm) gespannt sind. Tritt nun durch das an seiner Unterseite offene, mit unter-
schiedlichen Schlitzblenden versehene Zéhlrohr radioaktive Strahlung ein, wird das
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stéandig nachgefihrte Zahlgas (Methan, Argon, s.0.) ionisiert. Die dabei freigesetzten
Elektronen werden zum Anodendraht hin stark beschleunigt und erreichen ihn an der
Stelle der Aussendung der radioaktiven Strahlung. Im Anodendraht entsteht ein Elek-
tronenstrom, dessen Laufzeit bis zur nachgeschalteten Elektronik proportional ist
dem Ort des Eintritts der Radioaktivitétsstrahlung. In einem Zeitanalysator werden
diese Laufzeit-Unterschiede gemessen und zur Ortsbestimmung der Radioaktivitéts-
Verteilung ausgewertet (s. Abb. 16.2).
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Abb. 16.2: Prinzip des ortsempfindlichen Proportionzéhlrohrs
(Betriebsanleitung BERTHOLD)
TA = Zeit-Analysator;
TAC = Zeit-Amplituden-Converter:
ADC = Analog-Digital-Converter:

Uber Optionen des steuernden Programms ist es alternativ moglich, eine bessere
Ortsauflosung auf Kosten der MefZempfindlichkeit des Scanners zu wahlen. Nach
Vorgabe der Zeit fir die Messung einer Chromatografie-Bahn steuert ein Tisch-
Vorschub die néchste zu messende Bahn am Chromatogramm an u.s.w., bis das
gesamte Chromatogramm gemessen ist. Mit Hilfe des Programms kann eine
zweidimensionale Darstellung der gemessenen Signale mit Farbcodierung der
gemessenen Intensitét der radioaktiven Strahlung auf dem Bildschirm dargestellt
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werden. Auch eine dreidimensionale Darstellung der Radioaktivitéts-Verteilung des
gemessenen Chromatogramms ist maéglich.

Durch Integration der gemessenen Radioaktivitdt in einzelnen Bereichen ist eine
quantitative Auswertung der Radioaktivitdts-V erteilung moglich. Ein Report wird bei
Bedarf auf elnem angeschl ossenen Drucker ausgegeben.

Je nach der Energie des zu messenden Radionuklids dauert ein Scannprozef} etwa 5-
32 Stunden, wobei die Signalaufnahme automatisch ohne Interaktion mit einer
Person abléuft. Im Vergleich zur Autoradiografie ist demnach eine gewichtige
Zeitverkiirzung und gleichzeitig eine quantitative Auswertung zu erreichen.

Zur Demonstration der Leistungsfahigkeit dieses Verfahrens werden im Praktikum
einige Beispiele vorgestel|t.

B) Material und Ger ate

a) Simuliertes Papierchromatogramm: An drel Stellen entlang einer Bahn in der
Mitte eines Chromatografie-Papiers wurde rote Tinte, die mit NaH14CO3 stark
markirt ist, in Mengen von 10, 15 und 20 pl aufgetragen;

b) Zahlgas P10 (10% Methan, 90% Argon) in Stahlflasche mit Reduzier-Ventil;

c) TLC-Scanner (Linear Analyzer LB 285, Firma Berthold) und Computer mit Steue-
rungs- und Auswertungs-Programm.

C) Durchfiihrung (Demonstr ation)

a) Das "Papierchromatogramm” ist auf dem Meldtisch befestigt. Zur Vermeidung von
Strahlungsbelastung wird die Abdeckklappe des Gerdts immer geschlossen
gehalten.

b) Nach Einschalten des Geréats wird Mef3gas mit einer in einem Durchflu3mef3gerét
ablesbaren FlulRrate durch das Proportional-Z&hlrohr geleitet.

c) Nach Eingabe des Start- und Endpunkts der Messung auf der Y-Achse des Chro-
matogramms (angebrachte cm-Skala) wird die Messung gestartet. Das Zahlrohr
ist auf einem Hebearm befestigt, der vor und nach jeder Bahn-Messung das
Zahlrohr vor der Bewegung zur néchsten Bahn hochfahrt, damit das zu messende
Chromatogramm nicht beschadigt wird.
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d) Wahrend der Messung sind auf dem Computer-Bildschirm die einzelnen
Bahnergebnisse ortsrichtig und farbcodiert zur Angabe der gemessenen Intensitét
der radioaktiven Strahlung abgebildet.

e) Nach Ende der Messung kann zunéchst eine Untergrund-Korrektur vorgenommen
werden. Danach werden die Stellen am Bildschirm mit ausgewiesener Radioakti-
vitdt markiert, entweder mittels Ellipse oder Rechteck, wonach die einzelnen
Flecken integriert werden kénnen. Dabei kann esvon Vorteil sein, nur bestimmte
Telle der Gesamtbildes auf dem Bildschirm darzustellen.

f) Die Ergebnisse der Integration einzelner Flecken (in IpM) sind in die unter D)
Auswer tung vorbereitete Tabelle einzutragen.

D) Auswertung

a) Zur Einschéatzung der Auflosung des TLC-Scanners wurde ein aliquoter Teil der
radioaktiv markierten Tinte auch im LSC gemessen. 20ul wiesen ene
Zerfallsrate von 559845 DpM auf.

b) Zur Auswertung die Integrationsergebnisse in folgende Tabelle eintragen und im
Vergleich zur LSC-Messung die Ausbeute im Proportional-Z&hirohr fir 14C
errechnen:

Tinten- Volumen Zerfalls Zahl- Errechnete
fleck Tinte rate(LSC) rate Ausbeute
Nr. () (DpM) (IpM) (%)
1 10 s e e
2 15 s e e
3 20 559845 s e

Mittlere Ausheute:. Ll
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6. Arbeitstag:

Identifizierung und Radioaktivitats-Bestimmung von y-Nukliden in Nahrungsmitteln
(z.B. getrocknete Pilze, Nusse, Milchpulver, Tee etc.) mit einem Na(Tl)Jy-
Spektrometer.

Versuchsziel: Einfuhrung in die Arbeitsweise eines y-Spektrometers mit Vielkanal-
Mef3vorrichtung.

A) Prinzip

Die y-Spektrometrie mit Na(Tl)J-Kristall-Scintillations-Zahlrohren ist auch heute
noch eine probate Methode zur Identifizierung von Nukliden mit y-Strahlung und zur
Bestimmung ihrer Strahlungsintensitét, obgleich der Einsatz moderner hochreiner, im
Betrieb aber teurer (Kuhlung mit flissigem Stickstoff!) Halbleiter-Detektoren in
Bezug auf ihre Mefl3empfindlichkeit nicht Gbertroffen werden kdnnen. Sind z.B. in
Nahrungsmitteln nur relativ wenige y-Nuklide zu identifizieren, z.B. in der Situation
nach Tschernobyl, sind Na(Tl)J-Kristall-Scintillations-Detektoren fir diese Zwecke
noch durchaus einsetzbar.

Die von Nukliden ausgesendete y-Strahlung trifft zunéchst auf den Kristall des
Scintillations-Zahlrohrs, meist ein mit etwa 1% Tantal (Tl) dotierter NaJ-Kristall
(Na(Tl)J). Die Absorption der y-Quanten infolge Photo-, Compton- und
Paar bildungs-Effekt flhrt zu einer Anregung von Kristall-Molekilen und als Folge
zu einer Aussendung von Lichtquanten. Das emittierte Licht wird, @&nlich wie bel
der LSC-Messung, an der Photokathode von Photomultipliern (PM) oder Sekundar-
Elektronen-Vervielfachern (SEV) (s.S. 149) in Photoelektronen umgesetzt (s. Abb.
17.1). Der Elektronenstrom wird as Impuls in der nachgeschalteten Elektronik
welterverarbeitet und zur Anzeige gebracht. Dabel ist festzuhalten, dal} die
Amplitude der im SEV erzeugten Impulse streng proportional ist der Energie der
einfallenden y-Strahlung, so dal3 eine Nuklid-Identifikation Uber sogenannte Im-
pulshdhen-Analysatoren vorgenommen werden kann. Die Arbeit mit Impulshdhen-
Analysatoren (s. Abb. 17.2) ist sehr zeitaufwendig. Das zur Selektion einzelner
Impuls-Amplituden einzustellende "Fenster" ist jeweils spezifisch zu setzen und die
Anzahl der zugehorigen Impulse am Melgerd abzulesen. Ein Energiespektrum
ergibt sich somit aus vielen einzelnen Mef3punkten (s. Abb. 17.3).
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Abb. 17.1: Aufbau eines Na(Tl)J-Kristall-Scintillations-Detektor s
(aus. Petzold W. u. H. Krieger (1988): Strahlenphysik, Dosimetrie und
Strahlenschutz; Bd. 1; B. G. Teubner, Stuttgart)
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Abb. 17.1 (Fortsetzung): Aufbau eines Na(T1)J-Kristall-Scintillations-Detektor s
(aus: ,Kern- und Strahlentechnik”, Lehrbriefe der Studiengemeinschaft Darmstadt)
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Abb. 17.2: Aufbau eines M ef3platzes zur I mpulshéhen-Analyse (y-
Spektroskopie)
(aus. Petzold W. u. H. Krieger (1988): Strahlenphysik, Dosimetrie und
Strahlenschutz; Bd. 1; B. G. Teubner, Stuttgart)
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Abb. 17.3: Energiespektrum von **’Cs als Beispiel firr ein punktweise erstelltes
| npulshéhen-Diagramm
(aus.__Petzold W. u. H. Krieger (1988): Strahlenphysik, Dosimetrie und
Strahlenschutz; Bd. 1; B. G. Teubner, Stuttgart9
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Neuere Gerdte arbeiten sehr viel weniger zeitaufwendig mit der sogenannten
"Vielkanal"-Methode zur Impulsh6hen-Analyse. Hierzu werden die Impulse vom
SEV (s.S. 149), zunachst linear verstarkt, einem Analog-Digital-Wandler (ADC)
zugefihrt, in digitale Signale umgeformt und je nach deren Grole in entsprechend
codierte Speicher eingelesen und dort aufsummiert. Die Summe der einzelnen
Speicherzellen kann auf dem Bildschirm in einem XY -Diagramm (auf der Ordinate
die Impuls-Summen, auf der Abszisse die Nummern der Speicherkandle, nach
Eichung direkt auch die Nuklid-Energie) ausgegeben werden.
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Hierzu ein Beispidl:

Ein vom SEV abgegebener, verstérkter Spannungsimpuls gelangt an den Analog-
Digital-Converter. Die Impuls- Amplitude ergibt eine Digitalzahl von 100. Uber das
Auswerte-Programm wird die Speicherzelle 100 angesprochen und deren Inhalt um 1
erhoht. Ein anderer Impuls mit einem Digitalwert von 50 gelangt in die Speicherzelle
50 und erhéht deren Inhalt um 1, u.sw. (s.Abb. 17.4 - Diese Abbildung zeigt im
Vergleich zu Abb. 17.3 gleichzeitig die mit einem Na(Tl)J- und Hal bIeiter—D_etektor
aufgenommenen Energie-Spektren von 137Cs). Wahrend einer Messung ist das
Auffillen der Speicher-Kande (Anzahl Impulse auf der Ordinate) in Abhangigkeit
ihrer Speicher-Adresse (auf der Abszisse) zu beobachten.

Abb. 17.4: Impulshéhen-Spektren fir **'Cs (aus: Petzold u. Krieger, 1988)
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Impulshdhenspektren fir wmonoenergetische Photoneastrahlung (Cs=137,
EPh-661,6 kaV). Nullpunkt der Abszisse 2,95 keV, Energieeichung

1,59 keV/Kanal.

Photolinfe 661,6 keV (Kanal 414), Compton-Kante 477,7 keV (Xanal
298), Backscatter-Kante 184,3 keV (Kanal l14).

Bereich I: Impulshdhenbereich fur die Schwidchungsmessungen
Fig. 6.12, Kurvea 4 (50 kaV bis 250 keV),
Bereich II: ImpulshShenbereich firc die Schwdchungsmessungen

Fig. 6.12, Kurven 3 (250 keV bf{s 450 keV).

Kurve 1: Szintillacionszihler, NaJ(TL), 38,1 mm ¢ x 25,4 mm,
Be-~Fenster 0,2 mm. Relative Halbwertbreite I'/H der Totalab-
sorptionslinie 8,1%. 25X der Impulse liegen in der Totalab-
sorptioaslinie, 75% im Compton-Xontinuum.

Kurve 2: Ge(Li)-Halbleirerdetektor, planar, aktive Fliche 3 ca?,
aktive Dicke 12 mm, Al~Feaster 0,5 mm, Sperrschicht 500 pm
Germanium. Relacive Halbwertbreice ['/H der Totalabsorptions—
linie 0,4Z. 8% der Impulse liegen in der Totalabsorptions-
linie, 92X im Compton-Kontinuum.
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Unser Gerdt verflgt Gber einen ADC, der die Impulss-Amplituden in etwa 1000
einzelne Digitalwerte umwandelt, und Uber etwa 1000 einzelner Speicherzellen. Bei
Halbleiter-Detektoren verwendet man meist sogar etwa 5000 oder 8000 einzelner
Energie-Kandle.

Beispiele zur Identifizierung und Messung von 134Cs, 137Cs, und 40K enthaltenden
Proben werden im Verlauf der Demonstration gezeigt.

B) Material und Ger éte

a) Nahrungsmittel-Proben, die nach Tschernobyl noch b-Radionuklide enthalten
konnten. Die Studenten kdnnen eigene Proben zur Verfligung stellen.

b) K Cl-Probe zur Messung der natiirlichen Radioaktivitét von 40K ;

c) Kristall-Scintillations-Zahler, 2x2 Zoll NaJ(Tl), mit Bleiabschirmung und Proben-
Gefélden;

d) Vorverstarker und Vielkanal-Analysator (Berthold-Ortec), Computer und Drucker.

C) Dur chfiihrung

a) Bis zum Ende dieses Praktikumstages (nach Absprache auch an weiteren Tagen
aulRerhalb dieses Praktikums) kénnen Ihre Proben gemessen werden.

b) Die Probe wird zundchst in eine sogenannte "Marinelli"-Schale gefillt, deren
Form der Oberflache des Kristall-Scintillations-Zahlers gut angepaldt ist. Danach
das Steuer- und Auswerte-Programm am Computer laden und starten.

¢) Auf dem Bildschirm erscheint in XY -Darstellung die Energie-Achse (X) und die
Ordinate fir die gemessene Anzahl der zugehdrigen Impuls-Amplituden. Beide
Achsen konnen unterschiedlich skaliert werden. Jeder Punkt der sich ergebenden
Darstellung des Energiespektrums auf dem Bildschirm entspricht dabei dem
Inhalt einer Speicherzelle.

d) Wéahrend der Messung kann am Bildschirm mitverfolgt werden, wie sich die
Impulszahl in den einzelnen Speicherzellen verandert. Schliefdlich ergibt sich ein
Energiespektrum der vorliegenden y-Nuklide. Je nach deren Intensitét ist eine
gentgend lange Zeit erforderlich, bis sich eine klare Darstellung einzelner
"Photopeaks" ergibt.
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€) Nach dem Prozel3 der Datenaufnahme erfolgt die Identifikation einzelner Regionen
des erhaltenen Spektrums anhand von Standard-Werten, die in Bibliotheks-Daten
abgelegt sind. Es besteht auch die Moglichkeit, das Mef3spektrum mit dem
Spektrum von Eichmessungen auf dem Bildschirm zu Uberlagern und direkt zu
vergleichen.

d) Entweder am Bildschirm oder auf dem Drucker sind die in einzelnen Speicher-
(Energie-)Kandlen angesammelten Impulssummen als Impulse pro Zeiteinheit
auszugeben. Uber Standard-Werte in den Bibliotheks-Daten des Rechners sind
die Zé&hlraten einzelner Spektrumsbereiche direkt in die Aktivitdt der
entsprechenden Radionuklide (Bequerel pro Gramm Substanz oder pro Substanz-
Volumen) umzurechnen. Hierbei ist jedoch zu beachten, dald die zu messende
Probe die Beschaffenheit (Dichte, spezifisches Gewicht etc.) von Standardproben
aufweisen sollte, um die Proben-Aktivitét in Bg/g oder Bg/ml angeben zu
konnen.

D) Auswertung

a) Studenten, die eigene Proben mitgebracht hatten, bekommen die ausgedruckten
Ergebnisse der Messungen ausgehandigt.

b) Die Ubrigen Studenten fligen ihrem Protokollheft eine Kopie der Ergebnisse der
40K -Messung in 400g K CI-Salz bei.

c) Aus der Zahirate der KCI-Probe (IpM) ermittle man nach den in folgender
Anmerkung aufgefilhrten Angaben die Ausbeute der 40K-Messung mitttels y-
Spektrometrie.

Hierzu einige Anmerkungen:

Jedes Kalium-Salz enthélt pro Gramm Kalium 0.118 mg 40K. Dies fiihrt zur
Emisson von 3.5 y-Quanten/Sek. pro Gramm Kalium. Die Energie der
Gammastrahlung von 40K betragt 1.460 MeV.

400g KCI enthalten................... g Kalium:

Atomgewicht (K) =39.100
Molekulargewicht (KCI) = 74.557
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1 Gramm Kalium emittiert 3.5 y-Quanten pro Sekunde,
Insgesamt sollten demnach von 400g KCl

................ y-Quanten pro Sekunde emittiert werden.

Die Impulssumme des Photopeaks von 400g KCI betrégt nach

........... Sekunden Mef3zeit ..................... (Impulse).
Dies entspricht einer Zéhlrate von.............. |pS.
Die Ausbeute firr die 40K -Messung betragt somit; .............. (%).

E) Literatur

Petzold W. u. H. Krieger (1988): Strahlenphysik, Dosimetrie und Strahlenschutz; Bd.
1; B. G. Teubner, Stuttgart
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18.1 Gewinnung von Zellsuspensionen

Zur Erstellung transgener Pflanzen ist es sinnvoll, Pflanzenmaterial zu
nehmen, das sich nach der Kultur zu Pflanzen regenerieren |alt. Karotten
sind als Modellpflanze gut geeignet, weil man Uber die somatische
Embryogenese eine grof3e Anzahl von Pflanzen erstellen kann (mehr dazu,
Neumann 1995)

18.1.1 Oberflachenssterilisation von K ar ottensamen

Etwa vier Wochen vor Versuchsbeginn werden die Karottensamen
sterilisiert. Hierzu werden sie 1 Min. mit 70%igem Ethanol und
anschliefiend ca. 1,5 bis 2 Stunden unter Rihren mit einem Magnetrihrer
mit einer 1:1,5 verdinnten Natrium-Hypochloritlésung (ca. 7 % aktives
Chlor) und einem Tropfen Tween 80 behandelt. Unter sterilen
Bedingungen wird der Samen nach mehrmals mit sterilem Aqua dest.
gewaschen und auf Bs- Nahrmedium mit 0,4 %ige Gelrite + 0,5 ppm 2,4-D
ausgelegt. Die Kultivierung erfolgt fur ca. 4 Wochen, dann wird der am
Hypokotyl des Keimling gebildete Kallus in flUssiges Bs-Medium zur
Erstellung von Suspensionskulturen Gberfthrt. Zur Erhaltung der Kulturen
werden sie alle 2 Wochen in Bs- Nahrmedium subkultiviert.

18.1.2  Kulturbedingungen

Die in vitro-Kultur erfolgt bei 28 °C und einer Dauerbelichtung mit ca
4000 Lux (Osram, Lumilux white).

Als KulturgeféRe fur die Agarkulturen dienen handelsibliche
“Babynahrungsglaser® und Einmachglaser, die mit 50 ml bzw. 100 ml
Medium befillt werden.

18.1.3 Nahrmedium

Die Zusammensetzung des Nahrmediums ist folgender Ubersicht zu
entnehmen.

Das Nahrmedium wird vollstdndig angesetzt und dann der pH-Wert mit
Hilfe von HClI bzw. NaOH auf 5,7 eingestellt. Die anschliefzende
Sterilisation des Néahrmediums und anderer Flissigkeiten erfolgt durch
Autoklavieren bei 121 °C und 1,1 bar fur 30 Min. Glassachen und
Bestecke werden im Trockenschrank bei 150 °C fir 4 Stunden sterilisiert.
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Die verwendeten Stammldsungen zum Ansatz der Nahrmedien haben

folgende Zusammensetzung:

Stammldsung B5 (Gamborg et al., 1968)* ad 1| Aqua dest.:

a) M akr oelemente:
NaH,PO, . 2H,0 1,509
KNO; 30,009
(NH4)2SO4 1,349
MgSO, . 7TH,0 5,009
C&Clg . 2H,0 1,509
b) Mikroelemente:
MnSO, O7H,O 100,00 mg
HgBO4 DHQO 30,00 mg
ZnSO4 D?Hzo 20,00 mg
Na,MoO, [12H,0 2,50 mg
CuS0O, [15H,0 0,25 mg
KJ 7,50 mg
Fe-Losungad 1| Aquadest.:
Fe-EDTA 4,639
Mg-L6sung ad 11 Aqua dest.:
MgSO, [O07H,0 36,009
Vitaminl6sung ad 100 ml Aqua dest.:
Nikotinsaure 50,00 mg
Thiamin 10,00 mg
Pyridoxin 10,00 mg
Hormonlésungen jeweils ad 100 ml Aqua dest.:
myo-Inosit 500,00 mg
2,4-D 10,00 mg (in ca. 1 ml abs. Ethanol vor |6sen)

* Nahrlésung nach Gamborg et al., (1968), modifiziert nach Schéfer et al., (1988)
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Zusammensetzung des gebrauchfertigen Nahr mediums:
(Angaben fir 11):

Saccharose (g) 20
Caseinhydrolysat (mgQ) 250
Stammlésung (B5) (ml) 100
Fe-Ldsung (ml) 10
Mg-Losung (ml) 1
Vitamin-L6sung (ml) 1
Inosit-L6sung (ml) 10
2,4-D-L6sung (ml) 5
Gelrite (g) 4

pH-Wert auf 5,7 einstellen

19.1 Bakterienver mehrung

Hierzu wird ein Abstrich eines in glycerinhatigem Medium bei -80 °C
aufbewahrten Bakterienstamms (hier Escherichia coli Stamm HB101) mit
einer Impfose entnommen und in 5 ml LB-Medium (s. 19.4) ohne
Antibiotikum Ubertragen. Diese Kultur |&% man Uber Nacht (sog.
Ubernachtkultur) ca. 16 Stunden wachsen, und zwar bei 37 °C unter
standigem Schiitteln (200 Upm). Am néchsten Morgen wird diese Kultur
fur eine Plasmidaufnahme kompetent gemacht.

19.2 Herstellung kompetenter Zellen des Bakterienstammes
E. coli HB101

Die Ubernachtkultur wird in 100-200 ml vorgewarmtes (37 °C) LB-
Medium Uberfihrt und 1-2 Stunden weiter kultiviert. Durch Messung der
optischen Dichte (OD) bei 600 nm verfolgt man das Bakterienwachstum.
Fir die Transformationseffizienz ist es entscheidend, dal3 sich die
Bakterien in der logarithmischen Wachstumsphase befinden. Deshalb wird
das Bakterienwachstum bel einer ODgy von 0,2 abgebrochen. Die Kultur
wird sofort auf Eis gekuhlt (ca. 10 Min.). Dann werden die Bakterien in
zwel Falkontuben aufgeteilt, anschlief3end bel 4000-5000 Upm fur 10 Min.
abzentrifugiert. Es wird sofort dekantiert und das Sediment in 1,5 ml
eiskalter 100 mM MgCl,- Losung resuspendiert, anschlief3end 15-20 Min.
auf Eisinkubiert.
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Dieser und alle folgenden Schritte sollten unbedingt auf Eis oder im
Kdhlraum durchgefihrt werden.

Es wird sofort bei 4 °C fur 10 Min. bei 4000-5000 Upm (K Uhlzentriflige,
4°C) zentrifugiert. Der Uberstand wird vollstandig abdekantiert und das
Sediment in 0.5 ml 100 mM MgCl,- L6sung resuspendiert. Die Suspension
wird dann fur 10-20 Min. auf Eis abgestellt. Die Zellen sind jetzt
kompetent und kdnnen fir Transformationen verwendet werden.

Kompetente Zellen kdnnen einige Tage auf Eis oder einige Monate im
Glycerinmedium gelagert werden.

19.3 Transformation des Bakterienstammes HB101 E. coli mit
dem Plasmid pPCV812 (s. Abb. 18.1)

Der Vorgang der Transformation ist die Aufnahme externer Plasmid-DNA
durch entsprechend kompetente Bakterienstdmme.

Zu 50-100 pl der kompetenten Bakteriensuspension (s. 18.3) werden 100-
200 ng Plasmid-DNA gegeben. Um eine Adsorption der DNA an die
Bakterien zu ermoglichen, wird die Mischung fir 15 Min. auf Eis
inkubiert. Dann erfolgt ein Warmeschock von 5 Min. bei 37 °C, wodurch
die adsorbierte Plasmid-DNA aufgenommen wird. Der Vorgang wird noch
einmal wiederholt.

Eine Zugabe von LB-Medium und 1-stiindiges Schutteln der Mischung bei
37 °C fordern das Wachstum der transformierten Bakterien und Synthese
von [¥-Lactamase gegen Ampicillin. Nach diesem Zeitraum kénnen die
Bakterien auf einem entsprechenden Nahrboden (LB-Medium + Ampiq)
ausplattiert werden.
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mas promoter
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Abbildung 18.1 : Plasmidkarte von pPCV812. ( Das Plasmid wurde uns
freundlicherweise von Dr. Koncz, MPI-Kdln zur

Verfligung gestellt):

mas — Mannopinsynthase

gus - Glucuronidase

hyg - Hygromycin

Ap/Cb - Ampicillin/Carbenicillin
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19.4 Ausplattieren transformierter Bakterien (E. coli, Stamm HB101)
und Selektion transformierter Klone

a) Ausplattieren transformierter Bakterien

Hierbei geht man von der Bakterienmischung aus, die nach der
Transformation im LB-Medium vorliegt. Ein Aliquot, 30, 50, 100 pl der
Suspension wird auf einer Nahragarplatte (LB-Medium + 100 mg/I
Ampicillin) ausplattiert. Ist die Losung getrocknet, werden die Agarplatten
fir 12-16 Stunden in einem Brutraum bei 37 °C inkubiert.

b) Selektion transformierter Bakterien

Bakterien, die nicht transformiert wurden, d.h. keine Plasmid-DNA
aufgenommen haben, mussen ausselektiert werden. Deshalb bedient man
sich des Bakterienstammes HB101, der gegen das Antibiotikum Ampicillin
empfindlich ist. Wurde mit einem Plasmid transformiert, welches eine
Ampicillinresistenz trégt, sind nur diese Bakterien in der Lage, auf
Nahrbdden zu wachsen, die dieses Antibiotikum enthalten.

Nahrmedien: 1 Liter

Luria-Berta-Medium (LB-Medium)

Caseinhydrolysat (Pepton) 10g
Hefeextrakt 59
NaCl 59
Bacto Agar 159
autoklavieren

YEB-Medium

Fleischextrakt 59
Hefeextrakt 19
Caseinhydrolysat (Pepton) 59
Saccharose 59
Bacto Agar 209
1 M MgCl* 2ml

pH auf 7,2 einstellen, autoklavieren, auf 45 °C abkihlen, anschlief3end
dazu 2 ml sterilesiM MgCl, pipettieren.

* Sterilisation erfolgt mit Rotrandfilter (0,2 um)



Versuch 18: Gewinnung von Zellsuspensionen 181

Antibiotika
Stammldsung:
Ampicillin 25 mg/ml  steril filtrieren*
Carbenicillin 25 mg/ml  steril filtrieren*

bei -20 °C aufbewahren

Glycerinmedium

75 pl Bakteriensuspension
25 pl Glycerin (autoklaviert)

gut mischen, anschlief3end in flissigem Stickstoff schockfrieren und bei -
80 °C aufbewahren.

Bakterien konnen wunter diesen Bedingungen einige Jahre ohne
Vitalitatsverlust gelagert werden.

* Sterilisation erfolgt mit Rotrandfilter (0,2 pum)
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19.5 Plasmidver mehrung

Hierzu wird ein Bakterienkolonie von einer entsprechenden Agarplatte (s.
1. Praktikumstag) mit einer Impfése entnommen und in 5 ml LB-Medium
+ Ampicillin Ubertragen (vom Betreuer durchgeftihrt).

Diese Kultur 183t man Uber Nacht (sog. Ubernachtkultur) ca. 16 Stunden
aufwachsen.

19.6 " Kleine" Plasmid-Préaparation (Mini-prep)

Am néchsten Morgen werden ca. 1,5 ml der Ubernachtkultur in ein
Eppendorfreaktionsgefald tberfuhrt, auf Eis gekuhlt und anschlieffend 10
Min. bei 5000 Upm bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wird
vollstandig entfernt. Jetzt wird zu dem Sediment 100 pl Losung | (s. 19.9)
gegeben und gut resuspendiert. Durch Zugabe von 200 ul Losung Il (s.
19.9) werden die Bakterienzellen fur einige Minuten bei Raumtemperatur
lysiert, anschlief3end werden 180 pl von der Losung 111 (s. 19.9) zugegeben
und 5 Min. auf Eis inkubiert, damit erreicht man eine Ausféllung der
Proteine.

Nach der Inkubation wird 10 Min. bei 13000 Upm zentrifugiert. Der
Uberstand (Plasmid im Uberstand) wird in ein autoklaviertes
Eppendorfreaktionsgefald zur Reinigung aufgenommen.

19.6.1 Reinigung von Plasmid-DNA

1) RNase-Behandlung

Die RNA-haltige Plasmidprégparation, welche aus der alkalischen Lysis
gewonnen wurde, wird mit 5 pl RNase versetzt. Die Inkubation erfolgt fur
30 Min. bei 37 °C im Wasserbad.

2) Proteinase K-Behandlung

Diese Behandlung kann dann nétig sein, wenn Proteine sehr fest an die
DNA gebunden sind.

Proteinase K wird in einer Konzentration von 0,05 mg/ml eingesetzt. Die
Inkubation erfolgt fur 30 Min. bei 37 °C.
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3) Phenol-Chloroform-Extraktion von DNA!!!

Um stérende Proteine, die bei der DNA-Aufbereitung ausgeféllt werden
(auch RNase- und Proteinase-Reste), zu entfernen, wird die DNA-haltige
Losung mit einem gleichen Volumen Extraktionsphenol!!! (Tris-Puffer
gesdttigtes Phenol, unter dem Abzug)) versetzt und heftig gemischt. Die
Phasen trennen sich binnen 5 Min. Dann schiittelt man erneut aus. In einer
Zentrifuge bei Raumtemperatur konnen die Phasen bei 13000 Upm
wahrend 3-5 Min. getrennt werden. Die wassrige Phase wird in ein steriles
Eppendorfreaktionsgefdd Uberfihrt und mit einem entsprechenden
Volumen Chloroform-Isoamylakohol (24:1) gemischt und ausgeschiittelt,
anschlief3end bel 13000 Upm fir 3 Min. zentrifugiert. Danach wird die
obere Phase in ein steriles Eppendorfreaktionsgefald tberfthrt und mit
| sopropanol gefdllt.

19.6.2 Fallung der DNA mit I sopropanol

Zur Erhdhung der Konzentration muf3 die DNA nach der Reinigung gefallt
und in kleineren Volumen aufgenommen werden. Zu der DNA-L6sung
wird 1/10 des Volumens 3 M Na-Acetat-L6sung (pH 6,0) und 2/3 (v/v)
Isopropanol gegeben. Die Mischung wird gut geschuttelt und einige
Minuten auf Eis gelegt. Danach wird die DNA mittels Zentrifugation
sedimentiert (15 Min. bei 13000 Upm). Nach Trocknung in TE-Puffer pH
7,6 oder in autoklaviertem bidest. Wasser |6sen, anschlief3end die
Konzentration bestimmen und bei -18°C lagern.

19.7 Quantitative und qualitative Bestimmung des DNA-
Gehaltes

Um eine quantitative wie qualitative Einschézung des DNA-Gehaltes in
der LOsung vornehmen zu konnen, wird ein Aliquot der Ldsung auf 1/100
verdinnt. Dann wird die Absorptionsmessung in Quarzklvetten im
Spektralphotometer durchgefihrt. Die Menge an Rein-DNA ist direkt
propotional der optischen Dichte (OD) der Losung bel einer Wellenlange
von 260 nm. Eine OD (260 nm) von 1,0 entspricht einer DNA-
Konzentration von 50 pg/ml.

Um die Qualitdt der DNA bestimmen zu kénnen, wird eine vergleichende
Messung bel 280 nm durchgefihrt. Der Quotient der Messung bei 260 und
280 nm sollte bel einer sauberen DNA-Praparation bei 1,8 liegen. Liegt der
Quotient bel 2,0, so ist die DNA mit RNA verunreinigt. Liegt er unter 1,8,
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so ist die Prgparation mit Phenol oder Proteinen kontaminiert. Es ist
ratsam, nach der Ermittlung der DNA-Konzentration mittels Photometer,
die tatsachliche Menge Uber ein Agarosegel zu Uberprifen. Eine A-DNA-
Konzentrationsreihe (5, 10, 20 und 30 ng [A-Phagen-DNA) dient as
Standard zur Ermittlung der DNA-Konzentration. Die Nachweisgrenze bei
dieser Methode liegt bei etwa 5 ng DNA-Menge.

19.8 Agar ose-Gelelektrophorese (s. auch S. 91-118)

Die Gele dienen der Untersuchung von DNA-Fragmenten oder von
Plasmiden nach einem Praparationsschritt bzw. nach dem Verdau mit
Restriktionsenzymen. Hierfir wird in der Regel ein 1% Agarosegel
gegossen. Dazu wird die Agarose unter Erhitzung in dem Laufpuffer des
Gels (1x TBE-Puffer, s. u) gelost, und ca 50 °C hel3 in de
Elektrophoresekammer eingefullt. Die Minigelkammer nimmt ca. 10 pl
Probe auf. Diese sollte vorher mit einem Indikator versetzt worden sein
(etwa 1/5 der Probe), z.B. Bromphenolblau zum Anzeigen der
Laufmittelfront.

19.9 Farbung der DNA mit Ethidiumbromid

Um die DNA auf dem prdparativen Analysengel sichtbar zu machen,
werden die Gele in einer Ethidiumbromid-Losung (10pg/ml in Wasser) fir
ca. 5-15 Min. gefarbt. Im Praktikum wird 5 pl Ethidiumbromid-Ldsung zu
dem Gel vor dem Giessen gegeben. Das Ethidiumbromid lagert sich
zwischen die Basen der Nukleinsduren und leuchtet bei Bestrahlung mit
UV-Licht (254 nm). Mit Hilfe enes Transilluminators und einer
Sofortbildkammera (Polaroid) kann die Verteilung der DNA auf dem Gel
photographisch festgehalten werden.

L 6sung |

50 mM Glucose

25 mM Tris, pH 8,0

10 mM EDTA

mit bidest. Wasser auffullen;
autoklavieren
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Losung ||

0,2 N NaOH
1% (w/v) SDS
mit bidest. Wasser auffillen

L6sung I11
5 M K-Acetat 60%

Eisessig 11,5%
mit bidest. Wasser auffillen

RNase A-Stammldsung

10 mg/ml
in 10 mM Tris.HCI pH 7,5 und 15 mM NaCl [6sen

Proteinase K -Stammldsung

20 mg/ml
TE-Puffer

10 mM Tris, pH 8,0
1 mM EDTA

TBE-Puffer (10x)

100 MM Tris-Base
100 MM Borsaure
2,5 mM EDTA

Ethidiumbromid (!!! giftig !!!)

10 mg/ml Stammldsung

Na-Acetat-L 0sunq

3 M Na-Acetat pH 6,0 (mit Essigsaure einstellen)
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20.1 | dentifizierung des Plasmids pPCV 812

Um die ldentitét eines Plasmids zu Uberprifen, sollte man es mit
entsprechenden Endonucleasen (Restriktionsenzyme) verdauen
(schneiden). Hier ist zu beriicksichtigen, dal3 sich noch eine erhebliche
Menge an RNA in der Plasmidpréparation befinden kann. Daher wird zum
Restriktionsenzymverdau simultan ein Abbau der RNA mittels zugesetzter
RNase A durchgefiihrt. Auch storen Verunreinigungen (Proteine, Phenol
etc.), so dal? die verwendete Menge an Restriktionsenzym relativ hoch ist.
Im Praktikum wird das Plasmid pPCV 812 durch das Enzym EcoRV
(dieses Enzym schneidet das Plasmid an 3 Stellen) verdauit.

Reaktionsansatz:

DNA-L6sung (0,5-1,0 mg) 10 u
10x TBE-Puffer 2
Enzym (EcoRV 5-10 u) 05
bidest. Wasser 7,5 ul

20
1-1,5 Stunden bei 37 °C inkubieren

Nach der Inkubation wird die Probe auf 1%-iges Agarosegel aufgetragen.
Die Grole der Schnitte (Banden) sollen ca. 240, 4000 und 6200
Basenpaaren sein (s. Plasmidkarte Abb.18.1).

20.2 Konjugation

Die Ubertragung von genetischem Material (DNA) durch direkten Kontakt
von Zelle zu Zelle nennt man Konjugation. Die Genlbertragung durch
Konjugation wurde an Escherichia coli entdeckt. Genaustausch durch
Konjugation und Mobilisierung von Genen durch Plasmide sind im Reich
der Prokaryonten sehr weit verbreitet. Die konjugative Ubertragung des
Binarvektors von Escherichia coli in Agrobacterium tumefaciens- erfolgt
durch die Methode der triparentalen Paarung nach VAN HAUTE et al.
(1983).

Im Praktikum ist der E. coli-Stamm S 17-1 Spender (Donor) und A.
tumefaciens Empfanger (Recipient). Dieser Stamm besitzt neben dem
chromosomalen Streptomycinresistenzgen, die Mob- und Tra-Funktion
(SIMON 1984), die bei Konjugation eine Ubertragung des Plasmids in
andere Bakterien durchfihrt.
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Der Agrobacterium-Stamm GV3101 (pMP90RK) ist Standardwirt des
pPCV Plasmids (plant cloning vector). Dieser Stamm hat ein
chromosomales Markergen, das fur Rifampicinresistenz codiert (VAN
LAREBEKE et a. 1977 und KONCZ et a. 1990) und einen Trager
PMPA0RK, ein Helferplasmid, das neben einem Kanamycin-Resi stenzgen
die Virulenzfunktion fUr den Transfer der T-DNS von Agrobacterium in
Pflanzenzellen hat (mehr dazu s im Internet, http://www.gbf-
braunschweig.de/ unter DSM No.: 7490 bei DSMZ-Deutsche Sammlung
von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschwelg).

Der Agrobacterium-Stamm GV 3101 (pMPO0RK) wird bel 28°C vermehrt.

Nach der Inkubation im N&ahrmedium mit Ampicillin und Rifampicin
werden A. tum. - Kolonien, die das Plasmid aufgenommen haben,
selektiert.

Das Plasmid von E. coli S 17-1 ist darUber hinaus besser fir die
Konjugation mit A. tum. geeignet, fur die Vermehrung der Plasmiden ist
dagegen der E. coli-Stamm HB101 besser verwendbar (héhere Ausbeute).
Darum wird die Vermehrung der Plasmid-DNA zunéchst mit letzterem
durchgefihrt.

Die Ubertragung des aus dem HB101 isolierten Plasmides pPCV812 auf
den Stamm S 17-1 folgt dem weiter oben beschriebenen Verfahren fir
HB101 (s. 1. und 2. Arbeitstag)

Heutige Verfahren zum Gentransfer:

a) Direkter Gentransfer:
- Protoplasten (Zelle ohne Zellwand, nackte Zelle)
- Polyethylenglykol (PEG)
- Elektroporation

- Partikelbeschuss-Technik

b) Indirekter Gentransfer:
- Agrobakterium tumefaciens (das im Praktikum verwendete

Verfahren)

Par asexualitat

Prokaryonten verfligen generell Uber keine echte Sexualitdt, weil das
typische Fehlen eines Zellkerns weder M eiose noch Karyogamie gestattet.
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Ein Austausch genetischen Materials ohne ener Meose
/Karyogamieabfolge, also Uber Parasexualitat, spielt bei Prokaryonten eine
ganz erhebliche Rolle und wird von Gentechnikern gezielt benutzt.

Die prokaryontische Parasexualitét erfolgt nach folgenden M echanismen:

1. (genetische) Transformation
2. Transfektion
3. Transduktion (Konjugation)

Auf dem Donorplasmid von E. coli und dem Rezeptorplasmid von A. tum.
mussen homologe Bereiche als Vorraussetzung fur die Rekombination und
Co-Integration der manipulierten DNA (aus E. coli) in das Ti - Plasmid
(Rezeptorplasmid von A. tum.) existieren.

E. coli als Donor besitzt ein Plasmid (sog. Helferplasmid) mit Transfer
(trat+)- und Mobilisierungs (mob+)- Eigenschaften, die den Transfer des
gewtnschten Plasmidabschnittesin A. tum. ermoglicht.
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20.3 Konjugation desE. coli-Stammes S 17-1 (enthalt Plasmid 812)
mit dem Agrobakterium tumefaciens Stamm GV3101pM P90 RK

Beide Bakterien-Stdmme werden zur Vermehrung* in 5 ml Medium mit
entsprechenden Antibiotika Uberfuhrt (Ubernachtkultur). Weil A. tum.
langsamer wéachst, soll man zwel Tage vor der Konjugation mit der
Vermehrung beginnen. Nach der Vermehrung werden die Stamme
zunéchst durch Zentrifugation bei 4000-5000 Upm (Raumtemperatur) von
threm Né&hrmedium getrennt, im YEB-Medium aufgenommen, 1:1
gemischt (je 100 pl) und anschlieffend auf YEB-Agarplatten ohne
Antibiotika tropfenweise aufgetragen. Die Inkubation dauert etwa 1 Tag
bei 28 °C. Nach der Inkubation werden die Bakterien mit einer Impfose
aufgenommen, in 2 ml YEB-Medium resuspendiert und nach dem
folgendem Schema verdinnt (s. u.)**, anschlief3end auf einer YEB-
Agarplatte mit Rifampicing und Carbenicillingg bei 28 °C fur 2 Tage
inkubiert. Danach werden die gewachsenen Kolonien daraufhin untersucht,
ob das Plasmid aufgenommen wurde (siehe 3. Praktikumstag).

a 100
ausplattieren

*E. coli in LB-Medium + Ampicillinyg bel 37°C unter Schitteln; A. tum.in YEB +
Rifampicinigo und Kanamycings bei 28 °C unter Schitteln

** Entwickeln sich viele Kolonien, soll man die Verdiinnungsreihe erweitern
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21.1 Transformation pflanzlischer Zellen

Im Jahr 1907 beschrieben Smith und Townsend erstmals eine
Pflanzenkrankheit, die bevorzugt am Wurzelhals verschiedener
Pflanzenarten in  Form  unterschiedlich grofRer  Wucherungen
(Tumorbildung, crown gall) auftritt. Als Verursacher vermuteten sie das
weltweit verbreitete, gramnegative Bodenbakterium Agrobakterium
tumefaciens. A. tum. besitzt ein ringformiges DNA-Molekil (DNA-
Plasmid), das in einer oder mehreren Kopien vorliegt. Die Plasmid-DNA
enthdlt die genetischen Informationen fir die Tumorbildung (Tumor
inducing, Ti-Plasmid). Verantwortlich fir die Verdnderung der
pflanzlichen Zellen ist der Einbau der DNA, die aus dem bakteriellen
Plasmid stammt, in die DNA des Zellkerns der Pflanze. Die Expression der
Gene dieser zusdtzlichen DNA bewirkt u. a. die Bildung von Hormonen
(Auxine, Cytokinine), so dal3 das Wachstum der infizierten Pflanzenzellen
ihrer eigenen Kontrolle entzogen ist und daraus ein ungehemmtes
Wachstum - dhnlich einer Tumorzelle - resultiert.

A. tum. induziert also einen pflanzlichen Tumor. Fir eine dauerhafte
Tumorentwicklung ist es jedoch nach Integration der tumorinduzierenden
genetischen Information nicht notwendig, dal3 A. tum. weiter in den Zellen
anwesend ist. Man kann die Tumorgewebe ohne A. tum. weiter auf
entsprechendem Medium kultivieren. Das ist der Beweis, dal3 A. tum.
Pflanzenzellen genetisch verandert und dadurch autonomes Wachstum
erzeugt. Fir die Besiedlung der Pflanzen durch das Bakterium und die
damit verknlipfte genetische Modifikationen der Pflanze durch das
Bakterium muf es zu einem Zusammenspiel zwischen Komponenten der
Pflanze einerseits und Proteinen, die durch Ti-Plasmid kodiert werden, und
weiteren chromosoma kodierten bakteriellen Proteinen anderseits
kommen. Chromosomal kodiert ist die Synthese von Exopolysacchariden,
die fir den Kontakt des Bakteriums mit der Pflanze notwendig sind. Der
Ti-Plasmid enthdt die fir den Transfer geeignete T-DNA sowie einen
Block von Genen (vir-Region), die mit der Infektiositét des Bakteriumsim
Zusammenhang stehen. Nach einem spezifischen Schnitt in die Donor-
DNA wird ein durch Protein geschitzter DNA-Bereich (hier T-DNA) in
die Akzeptor-Zelle und dort in den Zellkern transferiert. Auf den Transport
der Fremd-DNA zum Kern spezidisierte Proteine unterstiitzen diesen
Vorgang. Als Startsignal fur die Etablierung der Wechselwirkung fungiert
eine phenolische Verbindung, die von der Pflanze produziert worden ist.
(z.B. ein Acetophenon). Dieses Signal wird von einem Rezeptor auf der
Cytoplasma-Membran des Bakteriums erkannt und weitergeleitet. In der
Folge wird ein Transkriptionsfaktor aktiviert, der wiederum andere Gene
der vir-Region aktiviert.
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Ti-Plasmide konnen unter bestimmten Umsténden aus Bakterien isoliert
bzw. in Bakterien aufgenommen werden, ohne dald dadurch die
Uberlebensfahigkeit der Bakterien beeinfluldt wird.

Gentechniker erkannten, dal? jedes fremde DNA-Stlick, das in die T-DNA
des Ti-Plasmids eingebaut wird, mit diesem zusammen Ubertragen wird.
Um diese Form des Gentransfers fur praktische Zichtungszwecke nutzen
zu konnen, muléten jedoch eine Reihe von Modifikationen vorgenommen
werden. Vor allem war es notwendig, die T-DNA zu entschéarfen, um eine
Tumorbildung bei der Pflanze zu verhindern. Die T-DNA von Plasmid
pPCV812 enthdlt folgende Gene, die in Pflanzenzellen eingebaut werden
(s. Plasmidkarte Abb. 18.1).

Ampicillin/Carbenicillin-Resistentgene (Ap/Chb)
Hygromycin-Resistentgen (HQ)
Mannopinsynthase-(MAS)-Promotor
Glucuronidase-(GUS)-Reportergen

21.2 Methoden der Gentbertragung

Um Gene in Pflanzenzellen einzuschleusen, sind verschiedene Verfahren
des Gentransfers entwickelt worden (s. 20.2). Eine davon basiert auf einem
Mechanismus der Gentbertragung, der in der Natur vorkommt, namlich
der eben beschriebenen indirekten Gentiibertragung (s. 21.4) durch A. tum.
(im Praktikum).

Prinzip:

Hohere Pflanzen schiitzen sich gegen Wasserverlust und Infektionen durch
Ablagerung von Fetten und Wachsen auf ihren Oberflachen.
Normalerweise kann A. tum. diese Barriere nicht Uberwinden. Bel
Verwundung scheiden jedoch einige Pflanzenarten phenolische
Inhaltsstoffe aus (s. 0), die Agrobakterien aktivieren. Eine Genibertragung
in Pflanzenzellsuspension benttigt jedoch keine Verwundung, da bei
Schtteln wahrend der Kultur genligend verletzte Zellen vorhanden sind.
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21.3 Vitalitatstest der Karottenzellen

Vor der Transformation ist es ratsam, die Vitalitdt der Zellen zu erfassen.
Se lad sch gut mit Fluoresceindiacetat (FDA) nachweisen.
Fluoresceindiacetat wird in den lebenden Zellen enzymatisch in
Fluorescein und Diacetat gespalten. Vitade Zellen zeigen bel dieser
Nachweismethode in der blauen Erregungstrahlung (Filtereinstellung s.u. )
eine gelblich grine Fluoreszenz, wéahrend tote Zellen diese Fluoreszenz
nicht zeigen. Befindet sich jedoch Chlorophyll in den Zellen, ist eine
Rotfluoreszenz zu beobachten.

Die Durchfuhrung dieser Methode erfolgt nach Widholm (1972). 20 pl
einer acetonischen Stammlésung von FDA (5 mg/ml) wird 1 ml
Zellsuspesion zugesetzt, so dal?3 eine Endkonzentration von 0,01% FDA
erreicht wird. Nach einer Inkubation von 3 Min. bei Raumtemperatur kann
man die gefarbten Zellen unter dem Auflichtilluminator beobachten.

Filtereinstellung am Auflichtilluminator (Fa. Leitz, Wetzlar):

3/3= 2x Interferenz-Blaufilter KB 490, Dichromatischer Teilerspiegel TK
400, eigebauter Sperrfilter K 515, Sperrfilter im Filterschieber K 490.

21.4 Co-Kultur  von  Agrobakterium  tumefaciens und
Pflanzenzellen

5 Tage vor Versuchsbeginn wird 2,5 ml PCV (packed cell volume)
Pflanzenzellsuspension (s. 18.1) in 250 ml Erlenmeyerkolben mit Bs-
Medium subkultiviert (wird vom Betreuer durchgefiihrt). Nach 5 Tagen
Subkultur befinden sich die Zellen in einer hohen Wachstumsphase.

2 Tage vor Versuchsbeginn wird A. tum. in 5 ml YEB+Cby (s. 19.4)
angeimpft und bei 28 °C unter Schitteln kultiviert (wird vom Betreuer
durchgefihrt). Nach 2 Tagen Kultur befinden sich die A. tum.-Zellen in
der mittleren Logphase.

Es weden 2 x 15 ml Bakterienzellen in autoklavierte
Eppendorfreaktionsgefdlle Uberfiihrt, anschlief3end wird bel 4000-5000
Upm fur 10 Min. abzentrifugiert und die Uberstande werden verworfen.
Die Bakteriensedimente werden in 0,5 ml Bs-Medium mit 0,5 ppm 2,4-D
(s. 18.1.3) resuspendiert, in die Erlemeyerkolben mit den Pflanzenzellen
Uberfihrt und anschlief3end fir eine halbe Stunde im Dunkeln cokultiviert.
Danach wird der Kolbeninhalt zum Absetzen der Zellen in ein 250 ml
Becherglas tberfuhrt und nach 20-30 Min. wird der Uberstand verworfen,
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das Sediment in einen 250 ml Erlenmeyerkolben mit B5-Medium
Uberfuhrt, anschlief3end werden die Kolben fir zwei Tage im Dunkeln bei
28 °C inkubiert.

Nach 2 Tage Co-Kultur wird wiederum der Kolbeninhalt in ein 250 ml
Becherglas tberfihrt, nach dem Absetzen der Zellen ( 20-30 Min.) wird
der Uberstand verworfen, und das Sediment in enen 100 ml
Erlenmeyerkolben mit B5-Medium + Cefotaxime/Tricarcillin Gberfihrt,
um A. tum. abzutéten und zu entfernen. Nach eintégiger Kultur wird ca. 1
mi der transgenen Zellensuspension in autoklavierte
Eppendorfreaktionsgefalie tberfihrt, anschlief3end bei 4000-5000 Upm fiir
10 Min. abzentrifugiert. Die Uberstande werden verworfen. Das Sediment
wird mit 500 pl X-Gluc (s. 22.2) resuspendiert und bei 37 °C fur 12 - 16
Stunden inkubiert. Nach einer erfolgreichen Transformation werden die
transgenen Zellen eine blaue Farbe aufwei sen.
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22.1 Nachweis des eingebauten Gens

Eine Transformation ist erst dann erfolgreich abgeschlossen, wenn man die
gesuchte DNA-Sequenz in transgenen Zellen bzw. Pflanzen nachgewiesen
hat. Es gibt mehrere Techniken zur Identifizierung klonierter Gene, z.B.:

1) Der Einsatz von Farbstoffen (X-Gluc)
2) Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR)
3) Blotting-Techniken (Southern Blot)

22.2 Der Einsatz von Farbstoffen

Der Gebrauch chromogener Substrate war fir die Entwicklung genetischer
Screeningmethoden sehr wichtig. Das bekannteste System ist die
chemische  Verbindung  X-Gluc  (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-R-d-
glucuronid), ein farbloses Substrat der in hoheren Pflanzen nicht
vorkommenden R-Glucuronidase (GUS). Im Praktikum wurde das GUS-
Reportergen gekoppelt mit dem auf Auxin ansprechenden Mas-Promotor
(Velten et al. 1984), in das Genom der Karottenzellen eingebaut. Durch
Zugabe von X-Gluc zu den transgenen Zellen wird die GUS-Aktivitat
folgendermalien nachgewiesen:

An der Sterilbank wird 1 ml der transgenen Zellsuspension in ein
Eppendorfreaktionsgefal’ Gberfihrt, anschlielend bei 4000-5000 Upm fir 5
Min. zentrifugiert, der Uberstand wird verworfen.

Das Zellsediment wird in 0,5 ml X-Gluc-L6sung resuspendiert und bei
37°C fur 12 Stunden inkubiert.

Bonitur:
Die in transgenen Zellen exprimierte GUS spaltet das Substrat X-Gluc in

Glucuron und ein Indolyl-Derivat, das zum blauen Dibrom-dichlor-Derivat
oxidiert. Die blaue Farbe ist makroskopisch erkennbar.

X-Gluc-L6sung 10 ml
N,N-Dimethylformamid 10-15 Tropfen
X-Gluc 10 mg

0,1 M Phosphat-Puffer 9,8 mi

(KH,PO4/ K;HPO,, pH 7,0)
5 mM Kalium Ferricyanid 100 pl
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5 mM Kalium Ferrocyanid 100 pl
Triton X-100 10 ul

Sterilfiltrieren, bei -18 °C aufbewahren.
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22.3 Polymer asekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction,
PCR)

Die Entwicklung der Methoden zur DNA-KIlonierung in den siebziger
Jahren gab der Forschung neue Impulse, denn nun konnte man Gene und
Genaktivitat auf eine Art studieren, die zuvor nicht méglich gewesen war.
Etwas Ahnliches geschah in den achtziger Jahren, als man wiederum eine
revolutiondre Methode entwickelte: die PCR.

PCR st eine recht unkomplizierte Methode: Ein kurzer Abschnitt eines
DNA-Molekiils wird viele Male von einer DNA-Polymerase kopiert.

Die PCR bewirkt die selektive Vervielfaltigung eines beliebigen Abschnitts
in einem DNA-Molekiihl. Man kann dazu jeden DNA-Bereich auswahlen,
vorausgesetzt, die Sequenzen an seinen Enden sind bekannt. Dies ist
notwendig, da zu Beginn der PCR zwei kurze Oligonucleotidketten als
"Primer"” mit dem DNA-Molekil hybridisieren miissen.

Man benutzt Sequenzteile aus der Umgebung des gewinschten DNA-
Abschnitts, um zwei synthetische DNA-Oligonucleotide zu synthetisieren,
deren Sequenz jeweils zu einem der beiden DNA-Strdnge komplementar
ist. Diese Oligonucleotide dienen einerseits als Starthilfe (Primer) fir die
DNA-Synthesereaktion und andererseits begrenzen sie den zu
vervielfaltigenden Abschnitt am Ende der Sequenz.

22.3.1 Prinzip der PCR-Methode

Aus Zellen isolierte DNA wird erhitzt (95 °C) und dadurch in ihre
Einzelstrdnge zerlegt. Diese beiden DNA-Strange l&3t man mit zwei im
UberschuR vorhandenen, chemisch synthetisierten DNA-Oligonukleotiden
hybridisieren, die jeweils 15-30 Nucleotide lang sind und in ihrer Sequenz
zu den ausgewahlten Abschnitten der DNA passen. Die beiden
Oligonucleotide dienen als spezifische Primer fiir die Synthese der DNA
am Anfang bzw. am Ende der gewinschten DNA-Sequenz die von der
DNA-Polymerase (Tag-Polymerase)* Kkatalysiert wird. Dieses Enzym
kopiert die DNA, die sich zwischen den Oligonucleotiden befindet. Nach
mehreren Reaktionszyklen liegen viele Kopien des gesuchten DNA-
Abschnittes vor. Das Prinzip der PCR ist auf der ndchsten Seite dargestellt.

*Das Bakterium Thermus aquaticus (Taq) lebt in heillen Quellen, und viele seiner
Enzyme, so auch Tag-Polymerase, sind hitzestabil, das heif3t, sie werden bei hohen
Temperaturen nicht denaturiert. Die Hitzestabilitit der Tag-Polymerase ist eine
wesentliche VVoraussetzung fur die PCR.
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DNA-Matrize

SR

3 5
Denaturierung der DNA-Matrize

=== T T T T T T T T T T T T T T T I T T 7T T T T T T T T T T T 7T 7T 17 TT1T1T1-~--3

1C S (NN NN NN N N NN TN N T N T T T N T T T N T T N T Y T T T T A -

Anlagerung der Primer und der DNA-Polymer ase

3 5
? Extension 3—
Produkte qrmm - IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII5,III
des ersten 5 .
Zyklus 3,____|||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII___5,
? Denaturierung, Anlagerung der Primer und der DNA-Polymer ase 3—
TTTT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1T T T T 11 | L L
4___‘_I_I_I_I_I5’
A
3’____II IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII5,
ylll T T T T T T T T T T T T T T T T T T T1TTrtTrTri1 T 1 l"'?
4___‘_I_I_I_I_I5’
A
g 111 L 111t rr e rrrr e ""'F
- Extension —
f’%,_'_'_'_'_lllllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII5,"""3
Y 3’
, [TTT T T T I TITTITTIITTITTIITTITITITTINTT]
R p—— 111 5
Produkte
des zweiten g,llll|||||||||||||||||||||||||||I5,"""3
Zyklus
3,____|||5|||||||||||||||||||||||||||||||||||:::3,
L S |
. Denaturierung, Anlagerung der Primer und der DNA-Polymer ase, Extension —]
;r;,_'_'_'_'_llll||||||||||||||||||||||||||||||I5,"""3
Produkte 57 3’
des dritten 3,____|||||||||||||||||||||||||||||||||||5,
Zyklus ST I ITITI T I I T I T I T I T I T I T TIITIITTIT13®
3’ 3
S EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE ||§
Vermehrung
derZieI-< g,llll|||||||||||||||||||||||||||I5,"""3
Sequenzen
g,lll|||||||||||||||||||||||||||||5
e L
3
5’ --=3
, HEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
3____III ___5,_

DasPrinzip der PCR



Versuch 22: Nachweis des Fremdgens 212

Die Temperatur des Reaktionsansatzes wechselt in jedem Zyklus zwischen
drei Werten:

1. der Denaturierungstemperatur ( ca. 94 °C), bei der durch Ldsen der
Basenpaarungen die DNA-Einzelstrange entstehen, die dann in der
néchsten Syntheserunde als Matrize dienen.

2. Hybridisierungstemperatur (hier 54 °C, sonst abhdngig von der
Zusamensetzung der Nucleotide), bei der sich die Primer an die
Matrize heften,

3 die Temperatur, bei der die de novo DNA-Synthese stattfindet (ca.

72 °C), sie liegt knapp unterhalb des Temperaturoptimums der Tag-
Polymerase.

22.3.2 PCR-Reaktionsansatz

Die PCR wird in einem Endvolumen von 50 upl durchgefuhrt. Die
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes ist wie folgt:

10 pl DNA (3-10 ng)
5ul 10 x pl PCR-Puffer
1ul 10 mM dATP, dCTP, dGTP und dTTP
1l 10 uM je ,,Primer“-Oligonukleotid
0,5 ul Tag-Polymerase
31,5 pl bidest. Wasser
50 pl

Der Ansatz wird mit 50 gl Mineral6l Uberschichtet (zur Verhinderung von
Kondenswasserbildung. Da moderne PCR-Grate eine temperierten Deckel
besitzen, ist die Anwendung des Mineral6ls nicht notwendig). Die PCR-
Reaktion erfolgt ca. 35 bis 50 Zyklen in einem automatischen PCR-Gerat
(Thermocycler). Die PCR-Zyklen werden bei folgenden Parametern
durchgefihrt:

Programm 1: 45°C 2 min Vorheizen des Thermoblocks

Programm 2: 95°C 3 min Denaturierung der DNA  vor
Zyklusbeginn
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Programm 3:
1. Segment 95°C 1min Denaturierung
2. Segment 50°C 2min Annealing (Hybridisierung)
3. Segment 72°C 2min Amplifikation

35-50 Zyklen
Programm 4 72 °C 5min Eine anschlielende Amplifikation
Programm 5: 4°C Lagerung bis Gelelektrophorese

In der folgenden Abbildung ist die Reaktionstemperatur schematisch
daraestellt.

Temperatur
(°C)
100
Den

90

80
Amplifikation

70 1

60 T

Annealing

50 7

40 7

30 7

20

10

Zeit (min)
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22.3.3 Gelelektrophorese der PCR-Produkte (siehe auch Seite 91-
118)

Bei den meisten PCR-Experimenten erfolgt die Uberprifung des
Ergebnisses, indem man einen Teil des Reaktionsansatzes tber ein 1,5 %
iges Agarose-Gel trennt.

Nach der Farbung mit Ethidiumbromid erkennt man in der Regel eine
Bande (s. Abb. 22.1)

Fehlt die erwartete Bande oder sind weitere Banden vorhanden, muf} das
Experiment wiederholt werden.

22.4 Extraktion pflanzlicher DNA
Die Extraktion pflanzlicher DNA erfordert folgende Schritte:

1)  die Zellwand muR aufgebrochen werden®
2)  die Zellmembran muR so aufgeldst sein, dal} die DNA aus der Zelle
in
den Extraktionspuffer tbertritt’
3)  die DNA muR vor DNase geschiitzt sein®
4) Denaturierung sowie Entfernung von Proteinen*
5)  Ein Brechen der DNA muR méglichst gering gehalten werden®

224.1 CTAB-Preparation pflanzlicher Gesamt-DNA

CTAB = Cetyltrimethylammoniumbromid = Cetrimid Hexadecyltrimethyl-
ammoniumbromid (MG 364,5 g)
Formel: CygH33sNCH3),Br

Die Methode macht sich die Eigenschaft von RNA und DNA zunutze, bei
einer hohen Salzkonzentration in Gegenwart von CTAB (L6sung 2 X
CTAB) in Losung zu bleiben, bei Reduzieren der Salzkonzentration unter
04 M jedoch mit CTAB zu préazipitieren (L6sung CTAB-
Préazipitationspuffer ,s. S. 211). Viele der pflanzlichen Polysaccharide sind
in keiner dieser Salzkonzentrationen l6slich und kénnen deshalb bei hoher
Salzkonzentration von den sich in der Lésung befindenden Nucleinséuren
getrennt werden.
Vor Beginn des Experiments: - Sterilbank einschalten

inTrockeneis bzw. fliissiger Stickstoff morsern

? Dazu Detergenz SDS oder CTAB

S EDTA ist ein Chelat, das Mg®+ bindet. Das Mg ist ein wichtiger Cofaktor fiir

Nucleasen

* Chloroform / Phenol (s. S. 211)
> DNA in der Losung kann durch ein schnelles Schiitteln beschadigt werden
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10.

11.

12.

13.
14.

- Wasserbad auf 65 °C stellen

- L6sungen unter 4. und 8. im Wasserbad
erhizten

- flissigen N, besorgen

- Abnutschapparatur aufbauen

Einen Teil der Zellsuspension mit einer sterilen Gewebekulturpipette
an der Sterilbank entnehmen, anschlieRend abnutschen

Proben von 1 g FG einwiegen und unter Zugabe von flissigen N,
(Vorsicht!!) mérsern

Den Vorgang 2-3 mal wiederholen

Auf die Probe 1 pl/mg 65 °C heillen 2x CTAB Extraktionspuffer
geben, anschlieBend in ein autoklaviertes Eppendorfreaktionsgefal
uberfuhren und 3 Min. ins Wasserbad stellen

1Volumenteil (VT) Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) hinzu-
pipettieren, vorsichtig und gut mischen (zwischen zwei Fingern
schaukeln)

5-10 Min. bei 13000 Upm zentrifugieren (Raumtemperatur)

Die obere Phase in ein autoklaviertes Eppendorfreaktionsgefald
uberfuhren

1/10 Volumenteil (VT) 65 °C heile 10% CTAB-L6sung
hinzupipettieren

1 VT Chloroform/Isoamylalkohol (24:1) zugeben und gut mischen
5-10 Min. bei 13000 Upm zentrifugieren

Autoklaviertes Eppendorfreaktionsgefal® mit 1 VT CTAB-
Préazipitationspuffer vorlegen

Uberstand der zentrifugierten Proben sehr sauber abnehmen und zum
CTAB-Préazipitationspuffer pipettieren, 20 Min. stehen lassen,
anschliefend 10-15 Min. bei 13000 Upm zentrifugieren

Uberstand verwerfen

Pellet in 400 ul TE-Highsalt-Puffer aufnehmen und gut l6sen (15-30
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

Min. ruhig stehen lassen)

geloste Nukleinsaure mit 2 VT 96% Ethanol fallen und 5 Min. bei
Raumtemperatur (RT) stehen lassen

10 Min. bei 13000 Upm zentrifugieren

Uberstand verwerfen und Pellet mit 80% Ethanol waschen, 10 Min.
bei RT stehen lassen

10 Min. bei 13000 Upm bei RT zentrifugieren

Uberstand verwerfen und Pellet trocknen, danach in 100 pl 1x TE-
Puffer gut 16sen

RNase-Verdau bei 50 °C mit ca. 10ug RNase A anschlieBen (s.
19.6.1)

Gerate:

autoklavierte Eppendorfreaktionsgsfafiie (1,5 ml)
autoklavierte Pipettenspitzen: weil3e, gelbe, blaue
Sténder fur Eppendorfreaktionsgefalie
Tischzentrifuge

Wasserbad

steriler Morser und Pistill

sterile Gewebekulturpipetten

Schwarzbandfilter

Abnutschflasche

Vakuumpumpe

Analysenwaage

sterile Loffel

Themocycler
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Losungen:

2x CTAB
2% CTAB (w/v)
100 mM Tris (pH 8,0)
20 mM EDTA (pH 8,0)
1,4 M NaCl

10% CTAB

10% CTAB (w/v)
0,7 M NaCl

CTAB-Prazipitationspuffer
1% CTAB (w/v)
50 mM Tris (pH 8,0)
10 mM EDTA (pH 8,0)
TE-Highsalt-Puffer
10 mM Tris (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)
1 M NaCl
1x TE-Puffer

10 mM Tris (pH 8,0)
1 mM EDTA (pH 8,0)

Alle Losungen autoklavieren und bei Raumtemperatur aufbewahren

Ethanol: 70%
80%
96%

Chloroform/Isoamylalkohol 24:1
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3000 [

500 [C
400
300

Abbildung 22.1: Nachweis des MAS-Promoters in Genom transgener
Karottenzellen durch Amplifizierung einer ca. 430 bp-Sequenz aus
dem MAS-Promoter durch das PCR-Verfahren. M: Marker; — :

Negativkontrolle; +: Positivkontrolle; P: transgene Karottenzelle
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22.5 Spaltung Gesamt- DNA

10 pug genomische DNA (Gesamt-DNA )wird mit dem Restriktionsenzym
Hind 111 gespalten. Die Auswahl des Restriktionsenzyms Hind 111 ist damit
begrindet, dal dieses Enzym nicht das gesuchte Gen im Pflanzengenom
spaltet (s. Plasmidkarte , Abb. 18.1).

Der Restriktionsspaltungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 50 pl setzt
sich folgendermalien zusammen:

Genomische DNA (10 pg) 20
10x M-Puffer 5 ul
Hind 11 3l
bidest. Wasser 22l

50 ul

Die Spaltung des Genoms erfolgt Uber Nacht bei 37 °C im
Inkubationsschrank. Zur Uberprifung des vollstandigen Verdaues der
DNA wird 3 pl Probe mittels eines analytischen Gels getrennt (s. 19.8).
Der Rest der gespaltenen DNA-Probe wird auf ein praparatives Gel
aufgetragen, wofur ein 1%-iges (w/v), ethidiumbromidhaltiges Agarosegel
(low-melt-point Agarose) vorbereitet wird. Die Probe wird mit 10 pl
Ladepuffer versetzt und anschlielend in den vierten Slot (,,Tasche* auf
dem Gel aufgetragen, wobei in dem dritten Slot die ebenso gespaltene
DNA nicht transgener Karotten als negative Kontrolle dient. Zur
Erkennung der Fragmentldnge wurde ca. 300 ng Langenmarker
Lamda/Hind 11l in den ersten Slot pipettiert. In den siebten Slot wird das
mit Hind Ill gespaltene Plasmid pPCV812 mit MAS-Promotor (1-10 ng)
als Positivkontrolle pipettiert.

Fur die Elektrophorese wird 1x TBE-Puffer, pH 8,0, verwendet, sie erfolgt
bei 120 V und 70 mA fur ca. 10 Stunden unter Kihlung mit
Leitungswasser. Danach wird das Gel unter UV-Licht fotografiert.

22.6 Southern-Verfahren

Southern Blot ist eine der am meisten benutzten Techniken fir die
Genomanalyse (Southern 1975, Sambrook 1989). Das ist eine effiziente
Methode zur Ubertragung der DNA-Banden aus dem Agarosegel auf eine
Membran zwecks Hybridisierun sowohl radioaktiv als auch
nichtradioaktiv) einer Probe. Der Transfer der DNA erfolgt mit dem durch
Kapilarkréafte erzeugten Pufferstrom (Kapillar-Transfer).
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22.6.1 Gelbehandlung

Das Gel wird fir ca. 30 min in 1,8 %iger HCI unter Schwenken bei
Raumtemperatur inkubiert, bis die Blaumarker-Banden (Bromphenolblau)
ins gelbliche verfarben. Dadurch wird die DNA partiell depuriniert, was
bei der nachfolgenden Denaturierung eine Fragmentierung der DNA zur
Folge hat. Der Schritt dient der Erh6hung der Transfereffizienz grofRer
DNA-Fragmente ( >23 kb). AnschlieRend wird das Gel fir ca. 35 min in
200 ml Alkali-Transfer-Puffer, bis die Blaumarker-Banden wieder blau
sind, inkubiert, wodurch die DNA im Gel denaturiert wird. Nur
einzelstrangige DNA bindet an der Membran.

22.6.2 Blotaufbau

Der Blot wird in Anlehnung an Maniatis et al. (1982) und Mason and
Williams (1985) aufgebaut (s. Abb. 22.2). Eine Schale wird mit Transfer-
Puffer geflllt, in welche eine Filterpapierbriicke (Whatman 3) eintaucht,
die auf einer Uber die Schale gelegten Glasplatte aufliegt. Auf die mit
Transfer-Puffer befeuchtete Filterbriicke wird das Gel, mit der Oberseite
nach unten, aufgelegt und mit der mit bidest. Wasser befeuchteten,
nucleinsaurebindenden Nylonmembran (Hybond N¥) der Firma Amersham
bedeckt. Diese wird mit in Transfer-Puffer getrdnkten Filterpapieren
(Whatman 3) tberdeckt. Darauf folgt ein Stapel Papierhandtiicher, die von
einem Gewicht beschwert werden. Filterpapiere, Membran und
Papierhandtiicher werden auf Gelgroiie geschnitten. Die Flache um das Gel
herum wird mit Parafilmstreifen abgedeckt. Abbildung 22.2 zeigt den
Blockaufbau. O

Whatman-Papier
Nylonmembran
Gel

Whatman-Papier

Transferflussigkeit

Abbildung 22.2: Das Schema verdeutlicht den Aufbau der Transfer-
Anordnung. Die Abbildung wurde aus Maniatis et al. , “ Molecular
Cloning - A Laboratory Manual*, 1982 entnommen.
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Der Transfer der DNA erfolgt mit dem durch Kapillarkréfte erzeugten
Pufferstrom.

Nach einer Transferzeit von ca. 16 Stunden wird der Blot abgebaut. Die
Lage der Gelslots wird auf dem Filter mit einem Bleistift durch Einstiche
markiert. Ob der Transfer vollstandig ist, &Rt sich unter UV-Licht (254
nm) feststellen. Die durch Ethidiumbromid angefarbten Banden dirfen im
Gel nicht mehr zu sehen sein.

Die Membran kann dann, luftgetrocknet, sehr lange (einige Wochen bis
Monate) aufbewahrt werden.

22.6.3 Kovalente Bindung der DNA an die Membran

Eine kovalente Bindung der membrangebundenen DNA ist nétig, da diese
ansonsten durch das in den Hybridisierungs- und Waschlosungen
enthaltene SDS sukzessive von der Membran abgewaschen wirde
(Anderson und Young 1985). Durch UV-Bestrahlung entstehen kovalente
Bindungen zwischen primdren Aminogruppen der Nylonmembran und
dem Thymin der DNA (Church und Gilbert 1984). Hierbei wird der Blot,
mit der DNA-Seite nach oben, in UV-Crosslinker eingelegt, anschlielend
eine Minute crossgelinkt.

22.6 Herstellung der Sonde

Ca. 5 pg gereinigter Plasmid-812 mit eingebautem MAS-Promotor wird
mit dem Restriktionsenzym Hind 111/Sstl gespalten und ein ca. 2300 bp
langes Fragment im Bereich der T-DNA (s. Plasmidkarte Abb. 18.1) wird
durch ein praparatives Gel isoliert.

Der Restriktionsspaltungsansatz mit einem Gesamtvolumen von 30 pl setzt
sich folgendermalien zusammen:

Plasmid-DNA (5 ug) 10
10x M-Puffer 3 ul
Hind 11 1,5 ul
bidest. Wasser 155 ul

30l

Die Spaltung des Plasmids erfolgt ca. 5 Stunden bei 37 °C im
Inkubationsschrank. Zur Uberpriifung des vollstandigen Verdaues des
Plasmids werden 3 pl Probe mittels eines analytischen Gels getrennt.
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Der Rest der gespaltenen Plasmidprobe wird fir ein pdaparatives Gel
verwendet, wozu ein 1%-iges (w/v), ethidiumbromidhaltiges Agarosegel
(low-melt-point Agarose) vorbereitet wird. Die Probe wird mit 5 pl
Ladepuffer versetzt und anschlieend auf das Gel aufgetragen. Zur
Erkennung der Fragmentlange werden ca. 300 ng des L&ngenmarkers
Lamda/Hind 111 in den Slot neben der Probe pipettiert.

Fur die Elektrophorese wird 1x TBE-Puffer, pH 8,0, verwendet, sie erfolgt
bei 100 V und 70 mA fiir ca. 2 Stunden.

Nach Ablauf der Elektrophorese wird die die Sonde représentierende
Bande auf dem UV-Transilluminator unter UV-Licht (366 nm) aus dem
Gel mit einem Skalpel herausgeschnitten und auf zwei
Eppendorfreaktionsgefalie verteilt.

22.7.1 I solierung DNA-Fragmente aus dem Gel

Fur die Isolierung der Bande aus dem Gel kann man verschiedene
Methoden anwenden. Das gangige Verfahren ist die Glasmilch-Methode.
Die Elution der DNA aus Agarose-Gelstiicken durch die Glasmilch-
Methode basiert auf der Loslichkeit der Agarose in hoch konzentriertem
Kalium- bzw. Natriumjodid. Dabei wird die DNA isoliert, indem die DNA-
Molekile sich an die Glaspartikeln heften. Diese Methode ist schnell
durchfihrbar und die dadurch isolierte  DNA hat einen hohen
Reinheitsgrad, so dal3 keine Phenol-Chloroform-Extraktion notwendig ist.
Bei dieser Methode ist die hochste Ausbeute bei der Isolierung von
FragmentgroRen zwischen 300-3000 Basenparen zu erreichen. Hierbei
wird ein borationenfreies Puffersystem (TAE) verwendet, da die Haftung
der DNA-Molekiile an die Glaspartikel durch Borat-lonen gestort wird.

Die Kklein geschnittenen DNA-haltigen Agarosestiicke werden mit
dreifachem Volumen 6 M Natriumjodid-Losung versetzt. Durch
10minatige Inkubation bei 55°C werden die Agarose-Gelstiicke aufgelost.
AbschlieBend wird eine homogen gemischte Glaspartikelsuspension (5 pl
pro 5 pg DNA) dem Ansatz zugefligt. Der Ansatz wird unter
gelegentlichem Schwenken 15 min auf Eis inkubiert. Dadurch wird die
DNA an die Oberflache der Silica-Matrix adsorbiert. Die Glaspartikel-
DNA-Suspension wird durch kurze Abzentrifugtion (5 Sec bei 13000 rpm)
pelletiert und der Uberstand aus Natriumjodid und Agarose entfernt. Das
Pellet wird mit der Waschlésung durch dreimaliges Resuspendieren und
Pelletieren gewaschen. Die DNA wird durch zweimal wiederholte
Elutionsschritte gewonnen, indem das DNA-Glaspartikelpelet im
gewinschten H,O-Volumen (5 - 10 pl bidest. Wasser) resuspendiert, fir 5
Min. bei 55°C inkubiert und kurz abzentrifugiert wird. Die DNA befindet
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sich in der walrigen Phase und steht fir die weitere Bearbeitung zur
Verfligung.

Waschlosung (New-Wash)

50 % Ethanol

100 mM NaCl

10 mM Tris-HCI pH 7,5
1 mM EDTA

TAE-Puffer

40 mM Tris-Acetat
1 mM EDTA

pH auf 7,8 einstellen.

Die DNA-Konzentration wird anschliel3end spektrophotometrisch ermittelt
(s. 19.7) und bis zu ihrer weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewabhrt.

22.7.2 Markierung der Sonde
Nicht-radioaktive Markierung der Sonde

Einige Kits z.B. der auf antikérpervermittelter Farbreaktion beruhende
,DIG DNA Labelling and Detection Kit“ der Firma Boehringer Mannheim
bieten eine Nicht-radioaktive Markierung der Sonde an. Nach Erhitzen (95
°C, Trennung der DNA in ihre Einzelstrdnge) der isolierten Template-DNA
(s. 22.11.1) und mit anschlieBender Abkuhlung auf Eis wird dNTP-Mix,
Klenow-DANN-Polymerase (Bestandteile des ,,Labelling- und Detection-
Kits*“) und Desoxyuridin-Triphosphat (dUTP) hinzugefiigt. Das dUTP ist
Uber einen Spacer mit dem Steroid-Hapten Digoxigenin verbunden (Dig-
dUTP). Nach Inkubation fur 60 min. bei 37°C wird die Reaktion
abgestoppt , gefallt (s. 19.6.2) und anschieBend durch Zentrifugation
pelletiert. Das DIG-markierte Pellt wird dann in TE-Puffer geldst und bei —
20°C aufbewahrt.

Im Gegensatz zur radioaktiv-markierten Sonde, kann man DIG-markierte
Sonden fir eine lange Zeit lagern. Die radioaktiv-markierte Sonde ist flr
ihre Sensibilitat bekannt.
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Nach Hybridisierung an die Ziel-DNA auf der Membran mit Anti-
Digoxigenin-alkalische-Phosphatase-Konjugat wird die Membran in einer
Farbreaktionsldsung ikubiert. Nach der Abspaltung des Substrats werden
die Banden auf der Membran sichtbar.

Das Schema soll das Prinzip einer nicht-radioaktiven Sonde und
anschlielender Detektion darstellen:

Inkubation der Membran

mit Blocking-Puffer
(Sattigung der freien Stellen)

Hybridisierung der Membr:

mit 1

E E
Hybridisierung der Membr: Y
mit Anti-DIG-alkalisches 1
Phosphatase-Konjugat

Inkubation der Membran mit

Farbreaktionsldsung
(die Bande wird sichtbar)
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Radioaktive Markierung der Sonde (s.a. S. 129 ff)

Die radioaktive Markierung der Sonde erfolgt mit dem Rediprime (Fa.
Amersham).

50 ng des isolierten Fragments wird in 45 pl bidest. H,O aufgenommen
und 5 min bei 95 °C denaturiert. Sofort danach wird sie 5 min auf Eis
gekuhlt, um die DNA-Einzelstrange zu konservieren, anschliefend wird
kurz abzentrifugiert.

Denaturierte DNA wird zu dem auch die DNA-Polymerase enthaltenden
Labellingmix (Fa. Amersham) gegeben und durch Schnippen gemischt bis
blaue Farbung auftritt. Dazu wird 5 pl (50 pCi) [**P]dCTP gegeben und
vorsichtig gemischt. Die Probe wird dann bei 37 °C fiir 1 Stunde inkubiert.
Bei Ende der Inkubationszeit wird die Reaktion durch Zugabe von 5 pl 0,2
M EDTA-LOsung gestoppt, anschliessend werden dazu 50 pl dd H,O
pipetiert.

22.7.3 Abtrennung der freien Nukleotide

Da bei der Reaktion die Nucleotide im UberschuR zugegeben werden,
liegen am Ende der Reaktion noch nicht eingebaute Nucleotide vor. Sie
muissen entfernt werden , da es sonst, bei Verwendung der Probe als
Gensonde zu unspezifischer Bindung von Nucleotiden aus dem
Labellingmix kommt, und die Signale undeutlich werden. Zum Abtrennen
der Nucleotide wird eine Sephadex G-50 Sdule (s.a. S. 45 ff) verwendet.
Sie trennt mittels des sog. Molekularsiebeffekts kleine von groReren
Molekilen ab. Die Abtrennung der Nucleotide erfolgt mit Quick Spin
Colum Sephadex G 50 .

Die Sdule wird mit 100 pl radioaktiv markierter Sonde beladen und 4 min
bei 1.100 g zentrifugiert. Die Fraktion wird in einem verschlielbaren 0,5 ul
Eppendorfgefall gesammelt.

22.8 Prahybridisierung

Um unspezifische Bindungen auf den Filtern zu vermeiden, mussen die
Bindungsstellen auf dem Filter abgesattigt werden. Dies erfolgt durch den
Vorgang der Préhybridisierung. Die Membran wird nach dem Cross-
Linken eingerollt und anschlieBend in Hybridisierungsrohrchen eingelegt.
1 ml pro 1 cm® Membranflache mit der Hybridisierungslésung Rapid-hyb-
buffer wird in Rohrchen eingefillt und fest verschlossen. Danach wird das
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Hybridisierungsrohrchen in den Hybridisierungsofen eingelegt und fur
mind. 2 Stunden bei einer Temperatur von 65 °C drehend inkubiert.
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22.9 Hybridisierung

Nach der Prahybridisierung wird die denaturierte Sonde zugesetzt, und fur
ca. 12 Stunde bei 60 °C inkubiert.

22.9.1 Waschen der Membran

Nach dem Ablauf der Hybridisierungszeit wird das
Hybridisierungsglasréhrchen abgekihlt und dessen Inhalt in den
Radioaktivitatsabfall entsorgt. Die Membran wird noch in dem
Hybridisierungsglasrohrchen fir 30 min bei Raumtemperatur mit einer
Losung aus 2 x SSC 0,1 X SDS gewaschen, anschlieBend wird sie
eingeschweilt und danach einem Rontgenfilm (Hyperfilm MP, Amersham)
exponiert.

Die nach der Waschzeit zu messende Hintergrundstrahlung bestimmt, ob
noch weiter gewaschen werden muf3. Man sollte aber nicht zuviel waschen,
da sonst die Oligonucleotidbindung, die ja sehr schwach ist, schnell
abgewaschen wird. Hier ist es ratsamer, die Membran zuerst vorlaufig
einer Fluorographie ( z. B. fur einige Stunden mit einer Verstarkerfolie
(Screen) bei - 70 °C) zu unterwerfen. Sollten die Signale zu unspezifisch
sein, kann man immer noch weiter nachwaschen.

22.10 Autoradiographie

Der noch feuchte Filter wird in Plastikfolie eingeschweil3t und in eine mit
einem “Intensifying Screen* versehene DuPont Cronex Casset gelegt und
mit einem Rontgenfilm fir die erforderliche Zeit, ca. 1-2 Tage, bei -70 °C
exponiert (s. Radiobiochemie).

Nach Ablauf der Expositionszeit wird der Rontgenfilm entwickelt. Hierzu
wird er fir 5 Min im Entwickler inkubiert, 1 min in Wasser zum
Abstoppen bewegt und 4 min unter Bewegung fixiert. Der fixierte Film
wird gewassert und getrocknet.

Die Abbildung 22.3 zeigt einen Abzug des entwickelten Rontgenfilms.
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Abbildung 22.3. Nachweis des Gens MAS/GUS in Genom transgener
Karottenzellen durch das Southern-Verfahren. [0 : Negativkontrolle:

nicht transgene Karotten; +: Positivkontrolle: pPCV812 MAS/GUS; P:
transgene Karottenzelle.

Die Positivkontrolle mit der kirzeren Laufstrecke ist der groRere
linearisierte Plasmid wéhrend die kleinere T- DNA der Karottenzellen eine
langere Laufstrecke aufweist.
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Anhang

Betriebsanweisung  fir en  gentechnisches Laboratorium  der
Sicherheitsstufe 1 (§ 12 Abs. 2 GenTSV)

1.
1.1

1.2

1.3

1.4

2.2

Organisation

Allgemeine Hinweise

- Gentechnische Arbeiten dirfen nur in gentechnischen Anlagen
durchgefihrt
werden

- Die Durchfihrung einer gentechnischen Arbet ist
aufzeichnungspflichtig.

Geltungsbereich

Das in der gentechnischen Anlage beschéftigte Personal ist vom
Projektleiter oder dessen Beauftragten mit den Sicherheitsregeln
vertraut zu machen (8 12 Abs. 3 GenTSV)

Schwangerschaften sowie beeintrachtigte Abwehrlagen sind so frih
wie moglich dem Projektleiter mitzuteilen, damit zusétzliche
Schutzmal3nahmen oder eine Arbeitsplatzwechsel veranlaldt werden
konnen.

Verhalten im Labor

Schutzkleidung und  personliche  Schutzmalnahmen  sind
entsprechend sachgerechter guter mikrobiologischer Technik zu
handhaben.

Vor Aufnahme der Arbeiten hat sich jeder Benutzer des Labors Uber
Standort und Funktion von:

- Desinfektionsmittel

- Feuerl6scheinrichtungen

- Erste-Hilfe-Einrichtungen

- Augenduschen

- K@rperduschen

sowie Uber

- Fluchtplan

zu informieren.
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2.3

24

2.5

2.6

2.7

2.8

2.9

2.10

211

212

2.13

2.14

2.15

Die Laborturen und -fenster sind wahrend des Arbeitens im Labor
geschlossen zu halten.

Im Labor ist immer ein geschlossener kochbarer Laborkittel zu
tragen, dessen Armel nicht Uber die Handgelenke hochgestreift oder
-gekrempelt werden dirfen.

Im Labor ist immer festes, geschlossenes und trittsicheres
Schuhwerk zu tragen

Beim Arbeiten mit Arbeitsstoffen, die bel Hautkontakt
gesundheitsgefahrdend sein kdnnen, sind Einmalhandschuhe zu
verwenden. Einmalhandschuhe sind durch Umstllpen auszuziehen
und durfen nicht wiederverwendet werden.

Arbeitskleidung ist immer getrennt von der normalen Kleidung
aufzubewahren.

Das Mundpipettieren ist im Labor untersagt. Es mussen mechanische
Pipettierhilfen verwendet werden.

Das Labor soll aufgerdaumt und saubergehalten werden. Das
Aufbewahren von nicht umittelbar im Labor benétigten
Gegenstanden im Labor ist zu vermeiden. Dies gilt auch fur Blicher
und Schreibmaterial.

Das Essen, Trinken, Rauchen, Schnupfen und Schminken ist im
L abor untersagt.

Lebensmittel dirfen nicht in das Labor hineingebracht oder dort
aufbewahrt werden.

Auf den Arbeitsflachen sollen nur die unmittelbar bendétigten Geréate
und Materialien lagern.

Vorréte sollen nur in dafir vorgesehenen Raumen oder Schranken
gelagert werden.

Ungeziefer muld bei Auftreten regel maldig bekampft werden.

Bei allen Tatigkeiten ist grundsétzlich darauf zu achten, dal3 Spritzer
und Aerosole (flissige und feste Schwebstoffe) vermieden werden.
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Dies gilt insbesondere fur Téatigkeiten wie Umfillen, Pipettieren,
Beimpfen, Rihren. Schitteln, Zentrifugieren, Hochdruckpressen und
Arbeiten mit Ultraschall.

Schreib- und Arbeitsflachen sind getrennt zu halten.

Gezielte Verhaltensregeln

Die biologische (gentechnische) Identitdt der verwendeten Zellinien
und Mikroorganismen ist regelmaldig zu Uberprifen und zu
protokollieren.

Die Uberprifung der Biologischen Identitdt erfolgt bei jeder
Subkultur durch den Zusatz der dem Marker entsprechenden
Antibiotika

Geréte und Materialien, die aus dem Labor herausgebracht werden
sollen und bei denen nicht ausgeschlossen werden kann, dal3 sie mit
biologischen Agenzien kontaminiert sind, missen vorher im Labor
desinfiziert oder sterilisiert (autoklaviert) werden.

Hygiene, Transport und Entsorgung

Laborkittel und Einmalhandschuhe sind vor dem voribergehenden
Verlassen des Labors innerhalb desselben abzulegen; eine Ausnahme
Ist nur bei unmittelbar anschlief3endem Betreten eines benachbarten
L abors zugel assen.

Chemikalien diurfen auRerhalb des Labors nur in geschlossenen
Behaltnissen transportiert werden, Glasbehalter missen dabel immer
mit Gerédten transportiert werden, die ein sicheres Halten und Tragen
ermoglichen (z.B. Eimer oder Tragekasten mit Haltegriffen).

Grundsétzlich gilt, dal3 alle Abfdle, die biologische Agenzien
(einschliefdlich  Nukleinsduren) enthalten konnen, autoklaviert
werden sollen.

Bei der Entsorgung ist grundsétzlich darauf zu achten, dal3 durch die
Wahl entsprechender Sammelbehdlter Verletzungsgefahren durch
spitze, scharfkantige oder splitternde Gegenstdnde auch auf dem
weiteren Entsorgungsweg ausgeschlossen sind.

Unfall und Erste Hilfe
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5.1

Unfélle im Labor sind sofort dem Projektleiter oder einem anderen
Vorgesetzen mitzuteilen und zu protokollieren.

Verletzungen im Labor sind im Rahmen der Ublichen Erste-Hilfe-
Mal3nahmen sofort zu desinfizieren, zu versorgen und anschlief3end
dem Projektleiter oder elnem anderen Vorgesetzten mitzuteilen.
Diese haben ggf. einen Krankenwagen anzufordern und einen
Bereitschaftss oder Betriebsarzt  hinzuziehen Arzte und
Rettungspersonal  sind  grundsétzlich unter Vorlage des
Verzeichnisses biologischer Agenzien im Labor Uber mdgliche
Infektionsgefahren zu informieren. Gegenstande, die eine Verletzung
verursachen, sowie andere mdgliche Infektionsquellen sind
sicherzustellen.

Unfélle und Verletzungen mit biologischen Agenzien sind zusétzlich
dem Beauftragten fur die Biologische Sicherheit mitzuteilen.

Kontaminierte Korperteile sind mit alkoholischem
Héandedesinfektionsmittel zu desinfizieren.

Kontaminierte Flachen mit Desinfektionsmittel auf Aldehyd- oder
Peroxyessigsaure-Basis  desinfizieren (Gesichtsschutz, Einmal-
Handschuhe!) und die betroffenen Laborbereiche fir andere deutlich
warnend zu markieren.

Grofkere kontaminierte FlUssigkeitsmengen mit aufsaugendem
Material bedecken, dieses ist anschlief3end in geeigneten Behdltern
einzusammeln und zu sterilisieren (autoklavieren).

Kontaminierte  Kleidungssticke zu sammeln und  durch
Autoklavieren zu dekontaminieren.

Verzeichnis von Arbeitsanwei sungen und Auflistungen

Nach Beendigung der Arbeiten im Labor und vor dem Verlassen
desselben sind die in der Betriecbsanweisung Hygiene im
Biologischen Sicherheitdabor der Sicherheitsstufe 1 und 2 in der
Betriebsanweisung Entsorgung biologischer oder biologisch
kontaminierter Agenzien und Materialien im Biologischen
Sicherheitslabor der Sicherheitsstufe 1 und 2 in der
Betriebsanweisung Geféahrliche Arbeitsstoffe (BG Chemie , Sichere



Anhang 239

5.2

5.3

5.4

5.5

Biotechnologie) und in den Allgemeinen Sicherheitsvorschriften des
Instituts vorgesehenen Mal3nahmen durchzufthren.

Die Bedienung von Autoklaven ist ausschliefdlich hierflr gesondert
eingewiesenen Personen gestattet.

Die Betriebsanweisung Arbeiten mit Radioisotopen und Arbeiten mit
ultravioletten Lichtquellen sind fir entsprechende Arbeiten
einzuhalten.

Die Bedienungsanleitung des Autoklaven und der Zentrifugen sind
einzuhalten.

Esist ein Log-Buch Uber die im Labor vorhandenen GVO* und die
sonstigen biologischen Agenzien (jegliche im Labor vorhandene
gentechnisch veranderte DNA) und die damit durchgefthrten
Arbeiten zu fUhren.

* Gentechnisch veranderter Organismus

5.6

Telefonverzeichnis und Fluchtplan
Projektleiter:

privat: dienstl.:
Beauftragter fur die Biologische Sicherheit
dienstl.:

Polizei
Feuerwehr

Universitéts-Nummern:
Notarzt

Notarztwagen
Betriebsarztin
Durchgangsarzt
Intensivstation



Anhang 240

6.2

6.3

Augenklinik
Uni-Klinik

Sonstige Krankenhauser:
Als gultige gesetzliche Vorschriften sind zu beriicksichtigen:
Sicherheitsfibel des Instituts

Gltige gesetzliche Vorschriften

Gentechnikgesetz, Gentechniksicherheitsverordnung,
Aufzeichnungs-verordnung, Bundesseuchengesetz,
Gefahrstoffverordung, Mutterschutzgesetz, Arbeitsstattenverordung,
Druckbehélterverordnung.

Merkbl&tter der zustandigen Berufsgenossenschaft
z.B. Sichere Biotechnologie Laboratorien (B 002, ZH 1/342)
Betrieb (B 003, ZH 1/343)
Viren (B 004, ZH 1/344)
Parasiten (B 005, ZH 1/345)
Bakterien (B 006, ZH 1/346)
Pilze (b 007, ZH 1/347)
der BG Chemie.



