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Ilosciowe oznaczanie PTH-Gli droga trawienia zelu krzemionkowego
KomuyectBennoe onpeneneane PTH-Gli nmyteM TpaBiieHUs CHIMKaress

Quantitative Determination of PTH-GIli by the Etching of Silica Gel

W toku badan nad oznaczaniem N-koricowych aminokwasow biatka toksoidu tezcowego (2),
zauwazono, ze odczynnik azydkowy trawi zel ze szklanej plytki w miejscu, w ktérym znajduje
sig¢ PTH-Gli. W zwiazku z tym spostrzezeniem postanowiono sprawdzié¢, czy powyzsze zjawisko
moze by¢ wykorzystane do iloSciowego oznaczania tego aminokwasu.

MATERIALY

Zel krzemionkowy —G do chromatografii cienkowarstwowej —Merck. Wodny roztwoér 0,5 M
NaN3, wodny roztwoér 0,01 M J, w 0,5 M KJ, PTH-Gli Nutritional Biochemicals Corporation.
Powlekacz do chromatografii cienkowarstwowej — Warsztaty Konstrukcyjne, Akademia Medyczna,
Lublin, Planimetr wg Reiss —NRD.

BADANIA WLASNE

Przygotowanie plytek i rozwijanie chromatogramu ;

8 g Kieselgur —G wprowadzono do 17 ml wody destylowanej i po dokladnym wymieszaniu
pokrywano plytki o wymiarach 12X 11 cm warstwa od 0,2 mm do 0,3 mm, po czym suszono na
powietrzu przez 20 minut. Bezposrednio przed uzyciem aktywowano zel w temperaturze 120° przez
30 minut i w odlegtosci 1,5 cm od dolnej krawedzi punktowo nanoszono wzorce PTH-Gli w zakre-
sie 59-295 x 10-4 uM rozpuszczone w metanolu (tab. 1).

Do rozwijania chromatogramu zastosowano n-heptan, chloroform 1 :1. Gdy rozpuszczalnik
osiagnal wysokos¢ ponizej 1 cm w stosunku do gornej krawedzi plytki (okolo 20 min), wyjmowano
je ostroznie z komory i suszono na powietrzu przez 15 min.

Wywolywanie chromatogramu:

Bezposrednio przed uzyciem taczono w stosunku 1 : 1 roztwér 0,5 M NaNj z roztworem 0,01 M
Jo w 0,5 M KJ. W otrzymanej mieszaninie zanurzano na kilka sekund plytke z rozwini¢gtym chroma-
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fotometrowanie (4). Proponowana technika omija powyisze niedogodnos$ci, nie
wymaga kosztownego wyposazenia, a rezultaty sa zachgcajace, tym bardziej ze
dokladno$¢ planimetrowania wynosi 10 mm2. Mimo tego tylko w jednym wypadku
stwierdzono wigksza roznice miedzy powierzchnia planimetrowana a teoretyczna,
przy 3% wzglednym bledzie. Niewatpliwa zaleta metody jest takze duza czulosc,
bowiem mozna okreslaé stezenia od 59 x 10* uM. Trzeba jednak pamigtaé, ze
zbyt duze zmniejszenie stgzenia substratu prowadzi do znacznego obmniZenia po-
wierzchni plam, ktorych planimetrowanie jest utrudnione i prowadzi do dodat-
kowych bledéw.

Tab. 1. Ilosciowe oznaczenie PTH-Gli metoda trawienia zelu
Quantitative determination of PTH-Gli by the method of silica geletching

Powierzchnia Odchylenie pow.
X 10_4uM w mm?2 do$w. wzgledem
Doswiadcz. Teoretycz. teoret. w mm?
59 80 76,05 3,95
118 250 250,07 0,07
177 340 351,86 11,86
236 420 423,36 3,36
295 490 480,11 9,89

Wykorzystujac przedstawiong technike, nalezy podkres$li¢, ze przylepnos¢ Zelu
do szkia jest niewielka. W zwiazku z tym wszelkie operacje zanurzania plytek w od-
czynniku azydkowym, a nastgpnie planimetrowanie wymaga wprawy. Jednak nie
stanowi to powazniejszej przeszkody, poniewaz pokonuje si¢ ja stosunkowo tatwo.
Wstepne badania, bedace jeszcze w toku, wskazuja, ze proponowana metoda moze
by¢ wykorzystana do oznaczen innych aminokwaséow w formie PTH-pochodnych.
Dotyczy to zaréwno materialu biologicznego, jak i wzorcow. Po opracowaniu
otrzymanych wynikow beda one przedstawione w oddzielnej publikacji.
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PE3IOME

ITpumensis TOHKOCIOWHYFO XpomaTorpaduio, YCTAHOBMIM, 4YTO Aa3MIOBBIM
peaktnB TpaBuT Kieselur-G B ToM MecTe, B koTopom HaxoguTcs PTH-Gli. Komn-
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CTAaTUPOBAJIM, YTO IIOBEPXHOCTh TPABJEHHOIO CWJIMKAreis NpOMNOPIHOHAIBbHA
agorapupmy koHuentpauud PTH-Gli 4 MoXeT cnyXuTb OCHOBO# IS KOJIMYECT-
BeHHOro onpenesnenus PTH-GIi.

SUMMARY

Using thin-layer chromatography, it was found that Kieselgur-G is etched by
azide reagent in the place of PTH-Gli spot. It was demonstrated that the area of
etched gel is proportional to the logarithm of PTH-Gli concentration and may be
the basis for the quantitative determination of PTH-Gli.

Papier druk. sat. HI ki. 80 g Format 70 x 100 Druku str. 4
Annales UMCS Lublin 1972 Lub. Zaki. Graf. Lublin, Unicka 4 Zam. 2773. 8.X1.71
800 + 60 egz. B-8 Manuskrypt otrzymano 8.XI.71 Data ukonczenia 12.XI1.72




