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Ilosciowe oznaczanie DNS-aminokwasow
technikg planimetrowania bibulowych elektroforogramow

KomnuecrBennoe o6o3navenne DNS-aMMHOKHMCIIOT MJAaHMMEPTUUYECKOJ TEXHMKOM
OyMaxKHbIX 3J1eKTPOOPOrPaMMOB

The Quantitative Determination of DNS-Amino Acids by the Planimetry Technique
of Paper Electrophoresis

Bialko spelnia podstawowa funkcje w kazdym zywym organizmie
i dlatego jest przedmiotem wszechstronnych badan. Ustalona pozycje zaj-
mujg rozwazania nad strukturg pierwszorzedows, oparte na metodach che-
micznych (4, 5, 6). Szczegblne znaczenie ze wzgledu na wysoka czulosé
rzedu 10—°M ma technika dansylacji (3, 7, 8, 10, 13, 15). W parze z po-
stepami, jakie uzyskano w zakresie analizy jakosciowej DNS-aminokwa-
sow, szty réwnolegle badania w kierunku ustalenia kryteriéw ilosciowych.
Wszystkie rozwigzania oparto na pomiarze intensywnosci fluorescencji
bezposrednio na nosnikach bibulowych wzglednie zelowych lub tez w
wyciekach kolumny. W kazdym z tych sposobéw stosowano cennag i trudno
dostepng aparature, ktorej brak stal sie przeszkoda w realizacji wspomnia-
nych badan (1, 2, 16). Nasza praca jest probag pokonania przedstawionych
trudnosci przez zastosowanie planimetru do pomiaru powierzchni zajetej
przez DNS-aminokwasy na bibulowych elektroforogramach.

MATERIALY I METODY
Metanol cz.d.a., wodorotlenek sodu cz.d.a., trzeciorzedowy ortofosforan sodu cz.,
roztwér buforowy pH 12,7 (0,1 M NaOH i 0,1 M Na;PO, — w stosunku objetoscio-
wym 1:1), wzorce DNS-aminokwaséw, bibula Whatman Nr 1 — pochodzily z Centrali
Chemicznej w Gliwicach.
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Aparat do elektroforezy niskonapieciowej, wykonany przez Warsztaty Kon-
strukcyjno-Naprawcze AM w Lublinie, lampa rvteciowa HPW z filtrem Wooda-
-Philips umieszczona w statywie drewnianym pozwalajacym na obrysowywanie
konturé6w $wiecacych plam DNS-aminokwaséw ma bibulowych elektroforogramach,
planimetr typ ,,Reiss” (NRD).

W czeSci statystycznej wyliczono wspélezynniki korelacji — r, okre§lono proste
regresji metodg najmniejszych kwadratow oraz sprawdzono hipoteze o istotnoéei
zaleznoéci liniowej za pomocg testu — ¢ (6, 11).

Proponowana technika. w najogélniejszych zarysach przedstawia sie nastepu-
jaco: na bibule chromatograficzng nanosi sie metanolowe roztwory wzorcowych
DNS-aminokwaséw o wzrastajacym gradiencie stezenia. Po elektroforezie nisko-
napieciowej paski bibuly suszy sie na powietrzu w temperaturze pokojowej. Kontury
Swiecgeych plam zakre§la sie oldwkiem w $§wietle UV i planimetruje. W dalszej
kolejnosci zestawia sie powierzchnie ze stezeniami i okre§la rachunkowo roéwnanie
prostej regresji. Nieznang koncentracje uzyskuje sie¢ po wstawieniu do réwnania
zmierzonej powierzchni.

BADANIA WLASNE

Wzorcowe roztwory DNS-aminokwasow
Metanolowe roztwory DNS-aminokwaséw przygotowywano w stezeniu
00X 107® M/ml. Roztwory te rozcienczano metanolem do koncentracji:
100X, 200X, 300X, 400X 107? M/ml. Czynnos¢ te powtarzano kolejno dla
osiemnastu DNS-aminokwaséw. Wszystkie ptyny sporzadzano bezposrednio
przed elektroforeza bibutows.

Wykonanie elektroforezy bibutowejorazokreslenie
powierzchni fluoryzujgcych plam DNS-aminokwaséw

Przygotowanie komory do pracy polegalo na napelnieniu czterech
naczyn buforem i wyréwnaniu poziomu cieczy oraz zmostkowaniu przy
pomocy bibuly nasyconej buforem (12). Nastepnie paski bibuly z zaznaczo-
nymi miejscami nakroplenia DNS-aminokwaséw wkladano do roztworu
buforowego. Nadmiar buforu usuwano przy pomocy bibuly filtracyjnej.
W dalszej kolejnosci umieszczano paski w komorze i nanoszono przy po-
mocy mikropipety 0,01 ml wzrocowych DNS-aminokwaséw w metanolu.
Zabiegano o to, aby obydwa konce paska byly jednakowo zanurzone od
jednego do péitora centymetra. Elektroforeza trwala trzy godziny przy
napieciu 300 V oraz natezeniu 12 mA. Po wysuszeniu elektroforogramy
podswietlano lampg rteciowg z filtrem Wooda. Po ustaleniu zaryséw swie-
cagcych DNS-aminokwaséw okreslano powierzchnie przy pomocy plani-
metru. Kontury pojedynczej plamy planimetrowano trzykrotnie, a otrzy-
many wynik dzielono przez trzy.

Ruchliwos$¢ elektroforetyczna DNS-aminokwasow
Ruchliwosé¢ elektroforetyczng ustalano na podstawie elektroforograméow
oraz wzoru — 1.
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S-1
E-t
gdzie: U — ruchliwosé¢ elektroforetyczna w cm? V-! sek—1, S — droga

przebyta przez DNS-aminokwas w cm, | — dlugoéé paska bibuly w cm,
E — napiecie w V, t — czas trwania elektroforezy w sek.

We wszystkich przypadkach przyjmowano: S — jako odleglo$¢ w cm
miedzy startem oraz punktem znajdujgcym sie w $rodku plamy, 1 — pelng
dlugos¢ paska w cm. Pozostale dane odezytywano z miernikéw napiecia
i czasu. W tab. 1 zebrano komplet badanych DNS-aminokwasoéw i ulozono
wedlug wzrastajgcej ruchliwosci elektroforetycznej.

Tab. 1. Ruchliwo§é elektroforetyczna — U DNS-aminokwaséw — DNS-AK
The electrophoresis mobility — U of DNS-amino acids — DNS-AK

DNS-AK U
DNS-Ileu 2,07
DNS-Tre 2,59
DNS-Try 2,81
DNS-Cys-SH 2,90
DNS-Fen 2,90
DNS-Tyr 2,96
DNS-Pro-OH 3,11
DNS-Arg 3,25
DNS-Glu 3,29
DNS-Glu-NH, 3,40
DNS-Asp-NH, 3,60
DNS-Wal 3,62
DNS-Ser 3,65
DNS-Liz 3,92
DNS-Pro 3,92
DNS-Met 4,10
DNS-Ala 4,40
DNS-Asp 5,50

Wyznaczenie ro6wnan prostych regresiji
jako funkcji logarytmicznej stezen
do powierzchni plam DNS-aminokwaséow

Otrzymane drogg planimetrowania powierzchnie plam odpowiadajgce
uzytym stezeniom wzorcow byly podstawg do okreslenia réwnan prostych
regresji dla wszystkich badanych DNS-aminokwaséw — wzor 2.

P=a+bx . . . . . . . . . 0000002
gdzie: P(p,p) — powierzchnie §wiecgcych plam w mm?, x — logarytm ze
stezenia DNS-aminokwasow, a,b — wspoélczynniki okreslone drogg rachun-
kowa.

Wspotczynniki: a i b okreslono oddzielnie dla kazdego z badanych
DNS-aminokwaséw. W ten sposéb otrzymano osiemnascie rownan prostych
regresji. Tab. 2 przedstawia te rownania dla wszystkich badanych sub-
stratow. Na podstawie tych wyrazen wyznaczono teoretyczne powierzch-

7 Annales, sectio D, vol. XXXI
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Tab. 2. R6wnania prostych regresji DNS-AK

The regression equations of DNS-AK

Lp DNS-AK y=a-+b logc
1 DNS-Ala =—144,05+111,80 - Igc
2 DNS-Arg y=-—14555+ 97,58 1gc
3 DNS-Asp y= —68,50+121,40 -1gc
4 DNS-Asp-NH, y=-—210,31+165,28 : 1gc
5 DNS-Cys-SH y=—125,691147,88 - 1gc
6 DNS-Fen y=—4162,61 166,64 - 1gc
7 DNS-Glu y=-—260,12+185,97 - 1gc
8 DNS-Glu-NH, y=—271,061+18546 - 1gc
9 DNS-Ileu y=—291,10+196,90 - lgc
10 DNS-Liz y=—160,79-+100 49 - 1gc
11 DNS-Met y= —29,10+10045 - 1gc
12 DNS-Pro =—108,50+ 94,46 - lgc
13 DNS-Pro-OH y= —178,99+116,87 - lgc
14 DNS-Ser y= —95,04+102,52 - 1gc
15 DNS-Tre y=—201,20+142,96 - 1gc
16 DNS-Try y=-—290,59+179,90 - 1gc
17 DNS-Tyr y=—180,794-100,43 - 1gc
18 DNS-Wal =—169,22+151,99 - 1gc

nie dla badanego zakresu stezen. Tab. 3 ilustruje obliczone przy pomocy
wzoru — 3 wzgledne odchylenie — B miedzy wyliczong powierzchnia
plamy — Pr a powierzchnig otrzymang na drodze planimetrowania — Pp:

B=Epﬂ'100 3
Py

Statystyczna ocena zalozen metody

Zastosowano uklad wspélrzednych na plaszczyznie do wstepnego ustale-
nia zaleznosci liniowej pomiedzy powierzchnig doswiadczalng — Pp
a logarytmem stezenia — x. Dalszej oceny zaleznosci dokonano opierajac
sie na wspolezynnikach korelacji — r obliczonych na podstawie wzoru 4.

n¥xPp —XxZPp
r= . . . . . . . 4

V (nTx*—(¥x)?} (n3P% — (EPp)?)
Istotnosé zaleznosci sprawdzono wzorem — 5

t r'/n___2 y/n___2 . . . . . . . . . . . . . 5
o Vi—1

Poréwnanie obliczonych warto$ci — t z wartosciami odczytanymi przy
czterech stopniach swobody i poziomach: 0=0,05 i «=0,01 pozwolilo na
uformowanig ostatecznych wnioskéw o istotnosci zaleznosci — z (tab. 4).

OMOWIENIE WYNIKOW

Ustalono, ze stezenie DNS-AK: 10X, 20X, 30X, 40X i 50X10™°® M
daja male powierzchnie $wiecacych plam na bibulowych elektroforogra-
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Tab. 4. Wspélezynniki korelacji — r, wartosci — t oraz istotno§é zaleznodci —
z DNS-AK
Correlation coeffiicients — r, values — t and the reality of dependence — z of
DNS-AK
DNS-AK r t z*
DNS-Ala 0,99 12,23 ++
DNS-Arg 0,99 12,23 ++
DNS-Asp 0,99 12,23 + 4+
DNS-Asp-NH, 0,99 12,23 ++
DNS-Cys-SH 0,99 12,23 + -+
DNS-Fen 0,98 8,48 ++
DNS-Glu 0,99 12,23 ++
DNS-Glu-NH, 0,99 12,23 ++
DNS-Ileu 0,99 12,23 ++
DNS-Liz 0,49 1,75 ——
DNS-Met 0,99 12,23 ++
DNS-Pro 0,99 12,23 ++
DNS-Pro-OH 0,99 12,23 ++
DNS-Ser 0,99 12,23 ++
DNS-Tre 0,84 2,68 +—
DNS-Tru 0,99 12,23 ++
DNS-Tyr 0,99 12,23 ++
DNS-Wal 0,99 12,23 ++

* ++4 istnieje istotna zalezno§¢ w populacii «=0,05, «=0,01, +— istnieje
istotna zaleino$¢ w populacji a==0,05, —— nie stwierdzono zalezno§ci w populacji
przy podanych poziomach istotno$ei.
mach. Zwiekszenie ilosci nanoszonych probek do 100X, 200X, 300X.
400X 1 500X 107® M podnosi obszar fluorescencji, a tym samym pomiar
staje sie dokladniejszy (9). Koncentracja, objetos¢ nanoszonych wzorco-
wych roztwordéw, bufor oraz wszystkie parametry doswiadczenia odtwa-
rzano starannie za kazdym razem. Pozwalalo to uzyska¢ prawidlowy wzrost
powierzchni w odniesieniu do rosngcego gradientu stezenia DNS-AK.
Obrysowywanie konturow fluoryzujgcych plam DNS-AK wzbudzonych
technikg podswietlania na bibulowych elektroforogramach oraz trzykrot-
ne planimetrowanie uzasadnialo sie wzgledami praktycznymi.

Wyznaczone szybkosci elektroforetyczne badanych DNS-AK wskazujg
na to, ze w stosowanym ukladzie’buforowym nie uzyskuje sie pelnego
rozdzialu wspomnianych substratéw. Nie znaczy to, ze w niektérych przy-
padkach, gdy ruchliwosci elektroforetyczne sg zréZnicowane, nie mozna
przeprowadzi¢ rozdzialu wybranych DNS-AK (tab. 1). Podstawowym zalo-
zeniem opracowanej metody bylo twierdzenie, ze pomiedzy logarytmem
stezenia DNS-AK oraz powierzchnig istnieje liniowa zaleznos¢, ktorej istot-
no$¢ potwierdzono rachunkiem statystycznym. W zwigzku z tym wyliczono
wspoélezynniki a i b dla prostych regresji, otrzymujac dla kazdej substan-
cji odpowiednie réwnanie (tab. 2). Na podstawie tych wyrazen ustalono
powierzchnie teoretyczne — Pr dla poszczegélnych koncentracji oraz
poréwnywano je z powierzchniami doswiadczalnymi — Pp wyznaczonymi
planimetrycznie. Rezultatem tego dzialania byl wzgledny bigd okreslony
w procentach — B (tab. 3).
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Potwierdzenie prawdziwosci otrzymanych wynikéw uzyskano poprzez
obliczenie wspoélezynnikéw korelacji — r i wartosci — t, ktére porow-
nywano z analogicznymi wartosciami odczytanymi z tablic dla dwéch naj-
czesciej przyjmowanych poziomoéw istotnosci: «==0,05, ta=2,35, «=0,01,
tu=4,54. Badajgc za pomocg testu t — Studenta istotnos$¢ tej zaleznosci
stwierdzono w szesnastu przypadkach wysokg istotnos¢ zaleznoSci przy
a=0,01. W jednym przypadku przy «= 0,05 nie potwierdzono tej istotnosci,
co jeszcze nie znaczy, Ze nie bedzie jej przy wiekszej populacji (tab. 4).
W ten spos6b mozna zalozy¢, Zze na podstawie otrzymanych réwnan ist-
nieje mozliwo§¢ wyznaczenia powierzchni przy podanym stezeniu, lub tez
odwrotnie — przy nieznanym stezeniu mozna je wyznacza¢ majac podang
powierzchnie plamy.

Sumujgc powyzsze stwierdza sie, Zze przedstawiona metoda jest uzy-
teczna do ilosciowego oznaczenia nieznanej iloéci DNS-aminokwasow, jesli
naniesie sie jg na ten sam pasek bibuly obok wzorcéw i rozwinie elektro-
foretycznie w opisanych warunkach. Przeprowadzone rozwazania staty-
styczne wskazujg na to, Zze proponowana metoda nie ustepuje innym tech-
nikom wymagajacym kosztownych aparaturowych zestawdéw. Z tego wiec
wynika ze, w aspekcie praktycznym jest ona prosta w wykonaniu, a do
jej realizacji nie jest potrzebna dzialalnos$¢ inwestycyjna.
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PE3IOME

IlpexncraBunyu snorapupMUUECKYI0 3aBUCUMOCTE MEXJYy IIOBEDXHOCTBLIO IIATHA HA
6ymazkHoI nekTpodeporpamme u KoHieHTpanueir DNS-aMunokucior.

Jloka3zajy, 4TO BBILIECKA3aHHAA 3aBUCUMMOCTE AAET BO3MOIKHOCTB KOJUYECTBEHHO
0603uauurTh DNS-aMMHOKUCIIOTHI B AuanazoHe 10-% M ¢ ToyHocThio xo 1%.

SUMMARY

The logarithmic function between the area of the spot on paper electrophero-
gram and the concentration of DNS-amino acids has been shown.

It has been proved that the above dependence allows for the quantitative de-
termination of DNS-amino acids in the range of 10-* M to a 1 percentage precision.



