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Versuch 5 - Lipide des menschlichen Blutes
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Versuch A  	Dünnschichtchromatographische Trennung von Neutrallipiden





Bei der Dünnschichtchromatographie werden Stoffe nach ihrer Polarität getrennt. In diesem Fall ist das Laufmittel unpolar und die stationäre Phase (Kieselgel) polar. Unpolare Stoffe wandern dementsprechend schneller als polare. Das Ergebnis der Chromatographie ist als Durchschrift beigeheftet.



Reines Cholesterin wurde mit Probe 3 und Probe 6 aufgebracht. Hier ergab sich in beiden Färbungen eine gut zu erkennende Bande im unteren Viertel der Platte. Auch die Ölsäure in Probe 7 ergab eine einzelne Bande, die etwas weiter gelaufen ist als das Cholesterin. 

Die vier Bestandteile des Markers ergaben vier Banden. Cholesterin-linoleat ist der unpolarste Stoff des Gemisches und daher am weitersten gelaufen. Die weiteren Bestandteile sind jeweils Glycerin, das mit einer, zwei oder drei Fettsäuren verestert ist. Glycerinoleat ist das polarste, da Glycerin hier mit nur einer Fettsäure verestert ist, und stellt daher die unterste Bande dar. Glycerindioleat ist etwas weiter gelaufen, und die Bande von Triolein liegt kurz hinter Cholesterin-linoleat.



Mit diesen Informationen kann man nun auf die Zusammensetzung der Blutseren schließen. 



Das unbehandelte Serum zeigte bei der Liebermann-Burchard-Färbung je eine Bande auf der Höhe des Cholesterins und des Cholesterin-linoleats. Vermutlich handelt es sich bei der zweiten Bande aber um eine ganze Reihe verschiedener Fettsäure-Cholesterinester. Normalerweise liegen 2/3 des Cholesterins im Serum als Cholesterinester vor. 

In der Jodfärbung sind noch zwei weitere Banden sichtbar. Einmal auf Höhe der Ölsäure, wobei es sich vermutlich aber um verschiedene nicht-veresterte Fettsäuren handelt, und einmal auf Höhe des Trioleins. Dies sind es wohl die Triacylglycerine des Blutes. Eine zusätzliche Bande für Phospholipide war nicht zu erkennen, vermutlich sind diese zu polar um zu wandern.



Das lipasebehandelte Serum weist einige Banden mehr auf als das unbehandelte. Bei der Liebermann-Burchard-Färbung ist nun eine Fettsäure-Bande zu erkennen, und in der Jodfärbung sind Banden auf Höhe des Glycerinoleats und des Glycerindioleats sichtbar, wobei letztere nicht eindeutig von der Cholesterinbande zu trennen ist.

Lipase spaltet Fettsäuren von Triacylglycerinen ab. Diese Fettsäuren erklären die neue Bande in der Liebermann-Burchard-Färbung. Durch diese Abspaltung entstehen weiterhin Glycerindiester und Glycerinmonoester mit unterschiedlichen Fettsäuren, vermutlich auch Glycerin, das mit dieser Methode jedoch nicht nachweisbar ist. Die Glycerindiester sind die Bande auf Höhe des Glycerindioleats, die Glycerinmonoester sind die Bande auf Höhe des Glycerinoleats. 
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Versuch B 	Selektive Fällung von VLDL und LDL

		Enzymatische Bestimmung von Triacylglyceriden und Cholesterin





Mit Phosphorwolframat/Magnesiumchlorid werden alle Lipoproteine bis auf HDL ausgefällt. 

HDL bleibt im Überstand und kann weiter untersucht werden. In diesem Versuch soll die Konzentration an Triacylglyceriden und Cholesterin in den HDLs bestimmt werden.  





Bestimmung der Triacylglyceride



Die Konzentrationsbestimmung der Triacylglyceride erfolgt indirekt über die photometrische Bestimmung eines Farbstoffs. Das zur Farbreaktion notwendige Wasserstoffperoxid entsteht bei der enzymatischen Umsetzung der Triacylglyceride.

Die Extinktion dreier Lösungen bekannter Konzentration wird bestimmt. Aus der daraus erstellten Eichkurve kann auf die Konzentration der Proben zurückgeschlossen werden.





�Standard 1�Standard 2�Standard 3�Vollserum�Überstand der PWS-Fällung��bekannte

Konzentration [mmol/l]�

   0,67�

   1,15�

   2,29�

   ----�

   ----��

Extinktion�

   0,06�

   0,17�

   0,29�

   0,2�

   0,015��abgelesene

Konzentration [mmol/l]�

   ----�

   ----�

   ----�abgelesen: 
1,5


korrigiert:
 
1,02
�abgelesen: 
0,8


korrigiert:
 
0,51
��

Die Konzentrationen für das Vollserum und den Überstand sind um 0,1 mmol/l nach unten korrigiert. Der Wert für den Überstand ist mit dem Faktor ((3,5 . 1,05 / 1,01) / 5) multipliziert.





Bestimmung des Cholesterins



Diese Konzentrationsbestimmung verläuft nach dem gleichen Prinzip wie die Bestimmung der Triacylglyceride. Das Wasserstoffperoxid entsteht bei der enzymatischen Oxidation von Cholesterin und läßt sich durch eine Farbstoffreaktion photometrisch bestimmen. 





�Standard 1�Standard 2�Standard 3�Vollserum�Überstand der PWS-Fällung��bekannte

Konzentration [mmol/l]�

   1,3�

   2,59�

   5,17�

   ----�

   ----��

Extinktion�

   0,07�

   0,14�

   0,27�

   0,105�

   0,03��abgelesene

Konzentration [mmol/l]�

   ----�

   ----�

   ----�abgelesen:
 
1,95


korrigiert: 
2,63
�abgelesen:
 
0,5
 

korrigiert
: 
0,57
��

Die Konzentrationen für das Vollserum und den Überstand sind um 0,1 mmol/l nach unten korrigiert. Der Wert für den Überstand ist mit dem Faktor ((3,5 . 1,025 / 1,01) / 2,5) multipliziert.
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Cholesterinberechnung nach Friedewald



Anhand dieser Meßwerte kann nun der Gehalt an LDL-Cholesterin berechnet werden.



CLDL-Cholesterin   =   CGesamtcholesterin   -   CHDL-Cholesterin   -   CVLDL-Cholesterin



CGesamtcholesterin entspricht der Cholesterinkonzentration des Vollserums, CHDL-Cholesterin entspricht der Konzentration des Überstandes und CVLDL-Cholesterin kann nach folgender Formel berechnet werden:



CVLDL-Cholesterin  =  CTriacylglyceride (Vollserum) 
/ 2,2




CVLDL-Cholesterin  =  
1,02 
mmol/l / 2,2 = 
0,46
 
mmol/l






CLDL-Cholesterin   =   CGesamtcholesterin   -   CHDL-Cholesterin   -   CVLDL-Cholesterin

 

CLDL-Cholesterin   =  
2,63 
mmol/l  -  
0,57 
mmol/l  -  
0,46
 
mmol/l  =  
1,6 
mmol/l







1,6 
mmol/l Cholesterin entsprechen 
0,618 
mg/ml Cholesterin. ( mmol/l . 0,386 = mg/ml )
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Versuch C	Chemische Zusammensetzung der Lipoproteinfraktionen VLDL, LDL und HDL



Ausgegeben wurden drei Lösungen, die je eine der Lipoproteinfraktion VLDL, LDL und HDL enthielten. Wie in Versuch B werden nun die Konzentration von Cholesterin, Triglyceriden und Proteinen photometrisch bestimmt, um so die Lipoproteinfraktionen den Lösungen zuorden zu können.



Für die Errechnung der Konzentrationen der Proben gilt folgende Formel:



	cProbe = ( EProbe . cStandard / Estandard )  . Verdünnungsfaktor





Cholesterinbestimmung



�Standard�Fraktion A�Fraktion B�Fraktion C��bekannte Konzentration [g/l]�
0,5
0
�---�---�---�
�Verdünnungsfaktor�
---
�
1
�
5
�
2
�
�Extinktion�
0,66
�
0,42
�
0,1
0
�
0,23
�
�errechnete Konzentration [g/l]�---
�
0,32
�
0,38
�
0,35
�
�



Triglyceridbestimmung



�Standard�Fraktion A�Fraktion B�Fraktion C��bekannte Konzentration [g/l]�
2
�---�---�---�
�Verdünnungsfaktor�
---
�
1
�
0,2
�
0,2
�
�Extinktion�
0,32
�
0,39
�
0,1
5
�
0,11
�
�errechnete Konzentration [g/l]�---
�
2,48
�
0,18
�
0,14
�
�



Proteinbestimmung



�Standard�Fraktion A�Fraktion B�Fraktion C��bekannte Konzentration [g/l]�
10
�---�---�---�
�Verdünnungsfaktor�
---
�
0,2
�
0,2
�
0,2
�
�Extinktion�
0,08
�
0,06
�
0,01
�
0,12
�
�errechnete Konzentration [g/l]�---
�
1,5
0
�
0,25
�
3
�
�
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Fraktion A





Cholesterin + Triglyceride + Proteine = 0,32
g
 + 2,48g + 1,5g = 4,3
g





4,3g entsprechen 80
 
%, da der Proteinanteil 20 %
 ausmacht.






Masse
g
esamt
 =
 
(
4,3g 
.
 100
)
 /
 80 = 5,38
g





Cholesterin 
 
	
0,32g von 5,38
g entsprechen 6 
 
%
 
 



Triglyceride
	2,48g von
 
5,38g entsprechen 46,1
 
%



Proteine
	1,50g von 5,38g entsprechen 27,9 %









Fraktion B





Cholesterin + Triglyceride + Proteine = 0,3
8
g
 + 0,18
g + 
0,25
g = 
0,81
g





0,81
g entsprechen 80
 
%






Masse
g
esamt
 =
 
(
0,81
g 
.
 100
)
 /
 80 = 
1
,
01
g





Cholesterin 
 
	
0,3
8
g von 1,01
g entsprechen 
37,
6 
 
%
 
 



Triglyceride
	
0,18
g von
 
1,01
g entsprechen 17,8
 
%



Proteine
	0,25
g von 1,01
g entsprechen 24,8
 %









Fraktion C





Cholesterin + Triglyceride + Proteine = 0,3
5
g
 + 
0,14
g + 
3
g = 
3,49
g





4,3g entsprechen 80
 
%






Masse
g
esamt
 =
 
(
3,49
 
.
  
1
00
)
 /
 80 = 
4
,3
6
g





Cholesterin 
 
	
0,3
5
g von 
4
,3
6
g entsprechen 
8
 
 
%
 
 



Triglyceride
	0,14
g von
 
4
,3
6
g entsprechen 
3,2
 
%



Proteine
	3,00
g von 
4
,3
6
g entsprechen 68,8
 %









�
Fraktion A
�
Fraktion B
�
Fraktion C
�
�
Cholesterin
�
   
6
 
%
�
   
37,6 %
�
   
8 %
�
�
Triglyceride
�
   
46,1 %
�
   
17,8 %
�
   
3,2 %
�
�
Phospholipide
�
 
  
20
 
%
�
   
20 %
�
   
20 %
�
�
Proteine
�
   
27,9 %
�
   
24, 8 %
�
   
68,8 %
�
�






Anhand dieser prozentualen Verteilung läßt sich folgende Zuordnung treffen:



	Fraktion A	-	
VLDL



	Fraktion B	-
	
LDL



	Fraktion C	-
	HDL




�


Versuch D	Demonstration eines Densitogramms




Das Densitogramm 
des Vollseru
m
s 
weist, ähnlich der Abbildung im Skript, drei Peaks auf.
 



Der Peak in Nähe der Kathode entspricht den 
(-Lipoproteinen
 
(LDL), darauf folg
t der 
kleine 
Peak der 
    
Prä-
(
-Lipoproteine (VLDL) und schließlich 
der Peak der
 (-Lipoproteine (HDL).





Da
s 
Verhältnis von ApoB 
(LDL, VLDL) 
zu ApoA 
(HDL) 
enthaltenden Proteinen beträgt etwa 2,5 : 1.





Im Densitogramm nach der PWS-Fällung ist nur noch ein Peak sichtbar
. H
ierbei muß es sich um HDL handeln, da LDL und VLDL
 Apolipoprotein
-
B
 enthalten
 un
d ausgefällt wurden. Die Fällung muß quantitativ gewesen sein, da die Peaks der beiden anderen Lipoproteine vollständig verschwunden sind.
 



 
 




















