CONATEX Bedienungsanleitung

Dunnschichtchromatografie (DC1) von Eiwei3en (Aminosaure) - Best.- Nr. 201.3275

Dunnschichtchromatografie (DC1) von Eiweil3en (Aminosaure)

| PRODUKTUMFANG
1. Produktbeschreibung

a) Dieser Versuch vertieft verschiedene bedeutsame Grundkenntnisse:
- Das Hypophysen-Hormon Ocytocin als ein Nonapeptid (Peptid aus 9
Aminoséauren)
- Bestimmung der Aminosauren, die das Hormon aufbauen.
b) Selbsttatige Durchfiihrung des Versuchs durch Schuler; Mdglichkeit der Einfiihrung
in
die bidirektionelle Chromatographie.

Wichtige Anmerkung!!!

Dieses Versuchs-Kit lasst Ihnen die Wahlmdglichkeit zwischen den zwei Methoden, deren
Techniken sind nicht sehr verschieden. Vor der Durchfiihrung der bi-direktionellen DC sollte
die unidirektionelle DC jedoch beherrscht werden. Bereits vor dem Versuch ist festzulegen,
welchen Erkenntniszwecken er dienen soll und welche praktischen Fertigkeiten vermittelt
werden sollen: Bei der unidirektionellen Chromatographie steht im Vordergrund zu zeigen,
dass es sich um ein Polypeptid handelt; die bidirektionellen Chromatographie zeigt die
Aminosauren auf, aus denen das Hormon besteht.

2. Uberpriifung der Hormon-Zusammensetzung:

Die Hydrolyse des Hormons Oxytocin ist sehr schwierig, da kovalente, extrem stabile
Dischwefel-Bindungen (Cys-Cys) getrennt werden muissen. Dazu muss das Hormon
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normalerweise in saurem Milieu auf 110°C in einem Vakuum fur eine lange Zeit erhitzt
werden. Dieses Versuchs-Set umgeht das Problem folgendermal3en: Die grundlegenden
Aminosauren, aus denen das Hormon besteht, werden ldsungsbereit geliefert (Flasche
"Ocytocin"), um sofort eine DC durch-laufen zu kénnen.

Il VORBEREITUNGEN

1. Vorbereitung der Losung aus dem hydrolisierten Hormon durch Zugabe von 5 ml
destilliertem Wasser in die Flasche "Ocytocin".

2. Unidirektionelle DC:
Einflllen des Laufmittels bis ungeféahr 1 cm in die Chromatographiekammer und
Deckel schlieRen (die Atmosphére im Gefal3inneren muss gesattigt sein).

3. Bidirektionelle DC:
Vorbereitung des Ldsungsmittels fur die Chromatographie
A) Erstes Laufmittel: Die Inhalte der 3 Flaschen werden werden gemischt (100 ml)
und ungefahr 1 cm hoch in die Chromatographiekammer geftillt. Deckel schlie3en
(die Atmosphéare im Gefal3inneren muss geséttigt sein).
B) Zweites Laufmittel: Inhalt der Flasche "2. Losungsmittel: Phenol” wird unter dem
Abzug erwarmt (ca. 5 min) und so verflissigt. Zugabe von 25 ml destilliertem Wasser
bis zur vdlligen Losung und Auffillen auf 100 ml. Dieses Losungsmittel darf
hdchstens 4 Tage aufbewahrt werden.

Anmerkung!!!

Die Haltbarkeit kann durch Lagerung in einer gut geschlossenen braunen Flasche verlangert
werden.

4, Vorbereitung des Entwicklers zur Sichtbarmachung der Eiweil3e befolgen Sie die
Anleitung des Entwicklers und flllen sie das Reagenz in eine Sprihflasche um.

5. Vorbereiten der DC-Platten: Platten in je 4 Teile (10x10 cm) schneiden und im Ofen
oder Brutschrank (100°C, 20-30min) Dehydratisieren (= aktivieren)

Inhalt:
- 10 Vergleichs-Aminosauren
- DC-Platten (20x20 cm)
- Mikrokapillaren 2 pl
- Spruhflasche
- Fo6hn
- Brutschrank
- Entwickler zur Anzeige der Eiweil3e
- destilliertes Wasser
- DC-Kammer mit Deckel

fur die unidirektionelle DC:
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- LOsungsmittel fur die Eiweil3e (100 ml)

fur die bidirektionelle DC:
- 2 Lésungsmittel (je 100 ml)

1] VERSUCH
1. Versuchsprinzip

Eine DlUnnschichtchromatographie wird auf Silicagel-Platten durchgefiihrt. Dieses Gel
ermdglicht die Migration der Lésungen, wobei die Silica-Kigelchen die Funktion eines
Molekularsiebs tUber-nehmen. Zusammen mit einem Lésungsmittel fihrt es zur Trennung der
Molektle nach unter-schieldichen Kriterien (Gréf3e, Loslichkeit, Adhasion).

Die bidirektionelle DC wird angewandt, wenn die zu untersuchende Losung mehrere gleich
schnell wandernde Substanzen enthdlt (die daraus abgeleitet den gleichen Rf-Wert haben).
Nach dem ersten Lauf wird die Platte um 90° gedreht und eine weitere Migration mit einem
anderen Ldsungsmittel durchgefihrt.

2. Anleitung fur die unidirektionelle DC:

- Eine DC-Platte (5x5 cm) wird im Ofen (20-30 min, 100°C) aktiviert.

- Mikrokapillare mit der Hydrolysat-Losung befllen

- Mehrfache Auftragung der Probe auf einen Punkt (Spot) der DC-Platte
(,Startlinie).

- GleichermalRen mit den Vergleichs-Aminoséuren vorgehen. Jede
Schilergruppe kann unterschiedliche Lésungen erhalten.

- Einbringung der Platte in die DC-Kammer, die das Laufmittel fiir die Eiweil3e
enthélt. (Das Losungsmittel darf die Spots nicht erreichen.)

- Migration: ca. 30 min

3. Anleitung far die bidirektionelle DC:

a) erster DC-Lauf

Das Verfahren entspricht der der unidirektionellen DC, wobei das Laufmittel Nr. 1
verwendet wird und lediglich ein Ocytocin-Spot aufgetragen und keine Vergleichs-
Aminosauren aufgetragen werden. Nach 2-3 Stunden Entnahme der Platte und
Trocknung bei Zimmertemperatur (Erwarmung bewirkt die Verfliichtigung bestimmter
Aminoséauren). Die Losemittelfront kann Verunreinigungen aufweisen (gelb-orange);
diese Bande kann abgeschnitten werden.

b) zweiter DC-Lauf

Einbringen der Platte in die mit Laufmittel 2 gefillt Kammer (um 90° gedreht).
Mindestens zwei Stunden wandern lassen. Entnahme der Platte. An der Luft trocknen
lassen (Achtung: Bei Temperaturen unter 27°C verfliichtigen sich bestimmte
Aminoséauren).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der bidirektionellen DC

Parallel zu der zweiten DC wird eine Wanderung der Vergleichs-Aminosauren auf einer
weiteren Platte durchgefihrt (Vorbereitung gemafl Angaben in Il 2.) unter Verwendung von
Laufmittel 2. Der Vergleich der beiden DC-Platten ( Auftrennung der Animoséauren von
Ocytocin auf einer Platte und Vergleichs-Aminosauren auf einer oder mehreren anderen
Platten) ermdglicht es, die Aminoséuren zu bestimmen, aus denen das Hormon aufgebaut
ist. Dies gilt jedoch nur fur Versuchsdurchfiihrungen, die am gleichen Tag und auf den
gleichen Platten durchgefiihrt werden (gleiche Versuchsbedingungen).

Chromatographie

. . e -DC-Kammer
Trennen der Bestandteile einer Lésung: Das

Laufmittel durchlauft auf der Platte eine Distanz
D gemessen von einem Ausgangspunkt
(,Startlinie“). Ein Molekul durchlauft die Distanz
d wéhrend der gleichen Zeit: Die Distanz ist
abhangig von:

- dem Ldsungsmittel Laufmittelfront

- der Temperatur

- der Molekilmasse

geldste Proteine

DC-Platte

Laufmittel

Chromatographie nach der Anfarbung
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Die Einfarbung der Molekiile ist
unverzichtbar, um ihre Position zu
erkennen"uno_l zu bestlmmer?.. . FS-Laufmittelfront
Das Verhaltnis Rf = d/D ist fur eine y N
gegebene Substanz charakteristisch (bei
gleichem Loésungsmittel und gleicher
Temperatur). FL = Front des
Lésungsmittels, Spots nach der Farbung:
1 Spot = 1 Molekdl

@ |
4. Entwicklung des Spots nach
Chromatogramms: Anfarben: d
1 Spot = @
1 Molekiil

Farbemittels/ Entwicklers tber der Platte
(Chromatogramm) versprithen und Spots — ~ — v
markieren, da einige schnell wieder ~ ~ ~ Auftragslinie
verschwinden. Ca. 5 min trocknen (15 min
bei einer bidirektionellen DC).

Die Flecken reprasentieren die unterschiedlichen getrennten Substanzen.

5. Auswertung der Ergebnisse: Identifikation der Substanzen

Vergleich der Laufstrecke der Proteinspots mit denen der Vergleichslosungen (Vergleichs-
Aminosauren). Ausrechnen des Rf-Werts und Vergleich mit der Rf-Wert-Tabelle der
Substanzen (siehe Tabelle, in ansteigender Reihenfolge).

Molekiile
1. Tyrosin 8. Glycin
2. Lysin 9. Glutaminsaure
3. Cystein 10. Alanin
4. Arginin 11. Isoleucin
5. Asparaginsaure 12. Leucin
6. Glutamin 13. Phenylalanin
7. Prolin

v KOMMENTAR

Ein Vergleich der Polypeptid-Strukturen der Hypophysen-Hormone Ocytocin und
Vasopressin kann sehr interessant sein. Trotz einer nahezu identischen Polypeptidkette sind
die Funktionen der zwei Hormone unterschiedlich. Grund daftr ist die unterschiedliche
Anordnung der grundlegenden Aminosauren: 2 Aminosauren, die nicht zur gleichen Familie
gehdren, verursachen eine Verdnderung der Tertiarstruktur des Proteins und somit seiner
Funktion. Dies ist der Fall bei Ocytocin und Vasopressin.
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Ocytocin (Saugetier)
COOH NH,

CYS—TYR—ILE— GLN—ASN—CYS — PRO— LEU — GLY
L s — s

Vasopressin (Saugetier)

COOH NH,

| I

CYS —TYR—PHE— GLN— ASN—CY5 — PRO—ARG—GLY
s s

Wenn sich jedoch eine Aminosaure in der gleichen Polypeptid-Kette an der Stelle einer
anderen befindet, die der gleichen Familie angehdrt, ist die Tertidrstruktur die gleiche und
somit bleibt auch die Funktion gleich. Dies lasst sich bei dem Vergleich des Ocytocins
verschiedener Wirbel-tiere feststellen.

Fische
COOH NH,
I
CYS—TYR— ILE— SER— ASN— CF—PRD— ILE—GLY
| 5 5
Amphibien
COOH NH,
CYS—TYR— ILE— GLN— ASN—CYS$—PRO— ILE—GLY
5 5
Saugetiere
COOH
NH,

CYS —TYR— ILE— GLN— ASN—CYS5 — PRO— LEU — GII_Y
L. e |
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ZUBEHOR

Dunnschichtchromatographie von Eiweif3en (Aminoséuren) 2: Vasopressin
(201.3276)

Bdgen fur die DC [10x10] (200.7895)
Nachweis-Set fur Aminoséuren (201.3277)
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http://www.conatex.com/shop/product_detail.php?id=2013276
http://www.conatex.com/shop/product_detail.php?id=2007895
http://www.conatex.com/shop/product_detail.php?id=2013277

