Rozdziat 7
Analiza sktadu aminokwasowego biatek i peptyddéw

7.1. Zastosowania analizy sktadu aminokwasowego

Mianem ,analiza skladu aminokwasowego” akaesk techniki analityczne pozwalgje na
oznaczenie stenia indywidualnych aminokwasoéw w badanej prébcetyEry to zarowno
probek zawieracych aminokwasy w stanie wolnym (np. w ptynach diagicznych,
homogenatach tkanek, probkaglwnaosci czy paszach) jak i prébek, w ktérych aminokwasy
Sa zwigzane w tacuchy polipeptydowe twosz konkretne biatka lub peptydy. W tym drugim
przypadku pomiar iléci poszczegdlnych aminokwaséw jest poprzedzony diids czyli
procesem chemicznym Ilub enzymatycznym atyn na celu rozerwanie ydan
peptydowych i uwolnienie wolnych aminokwasow. Szgdeym przypadkiem jest tzw.
calkowita analiza sktadu aminokwasowego probki zakej, obejmujca oznaczenie
wszystkich aminokwasow wchogtzych w sktad probki, zarbwno wolnych jaki i biatgch,
majca zastosowanie gtéwnie w naukachywieniu.

Analiza skladu aminokwasowego jest szeroko stosewechniky analityczm. W przypadku
aminokwaséw wolnych oznaczanie ichsdojest wykorzystywane w biologicznych naukach
podstawowych (badania nad szlakami metabolicznymaz otransportem i funkgj
metabolitow), w medycynie (diagnozowanie scharmeetabolicznych, nauka o pgvianiu,
farmakologia), w naukach rolniczych (problematykavienia zwierat i produkcji pasz,
poréwnywanie warteci odzywczej produktéw rélinnych i zwierzcych) oraz w szeroko
pojctym przemyle spaywczym i biotechnologicznym, stac tam do charakterystyki
Zywnosci oraz oceny procesow technologicznych jakimytanos¢ jest poddawana.

Natomiast okréanie ilasci poszczegolnych aminokwasow bugityich konkretne biatka i
peptydy jest bardzo przydatne w chemii biatek, palawc przede wszystkim na najbardziej
rzetelny wréd znanych metod pomiaregénia badanego biatka lub peptydu. Analiza
aminokwasowa czystych biatek i peptydow jest pomasiykorzystywana do potwierdzania
sekwencji zarowno nowo charakteryzowanyciictechow polipeptydowych jak i peptydéw

syntetycznych oraz biatek rekombinantowych. JestdZma przydatna przy planowaniu



strategii fragmentacji nieznanego biatka (pomagaveaas oszacowaliczbe miejsc cecia),
stosuje si ja przy charakterystyce drég obrébki potranslacypiejek i wreszcie przyayciu
odpowiednich baz danych analiza aminokwaséw pozwgawnym prawdopodohistwem

na identyfikac¢ biatka na podstawie jego unikalnego sktadu amiradawego.

7.2. Przeghd technik stosowanych w analizie aminokwasowej

Idealna technika stosowana w analizie sktadu amwaskwego powinna ldyilosciowa i
powinna mi€é duza rozdzielczé¢ oraz selektywn&® ze wzgédu na znaczp liczbe
oznaczanych aminokwasOw. Ponadto, powinna chasakies si¢ prostol, szybkim
czasem oznache wysolky czutadicia, wysolky powtarzalnécia a zarazem nuiwie niskim
kosztem analiz. W niniejszym rozdziale omoéwionocagtsze, rutynowo stosowane w
analizie aminokwasowej techniki, a mianowicie chatografe cienkowarstwow,
chromatografi kolumnows (jonowymienn, wysokocinieniowa, kapilary | gazows),
elektrochromatografi elektroforez kapilarra oraz techniki enzymatyczne. Dodatkowo
krotko przedstawiono nowoczestechnile analityczr oparty na tzw. mikrochipach. Kala z
tych technik spetnia w iiym stopniu wymienione wigj kryteria idealnej metody.
Najprostsz technily stosowaa w analizie skiadu aminokwasowego jest chromatograf
cienkowarstwowa. Jest ona stosowana powszechnyebpdaniach przesiewowych zabutrze
metabolicznych noworodkéw, a szczegodlnie w diaga@ou fenyloketonurii. Metoda
wykorzystuje dwukierunkowe rozwijanie chromatogramauptytce szklanej pokrytej warstw
zelu krzemionkowego, lecz stosuje; sibwniez ptytki pokryte tlenkiem glinu, proszkami
celulozowymi lub celulozowymi wymieniaczami jonowymDetekcja odbywa si po
rozpyleniu na ptytk roztworu ninhidryny i bezpoedna obserwagj otrzymanego uktadu
czerwono-filoetowych plam, dolz tez ptytke natryskuje si roztworami fluoreskaminy lub
aldehydu o-ftalowego (OPA) i obserwuje fluoryzage plamy wswietle ultrafioletowym.
Technika ta pozwala na szybjakasciowa i w mniejszym stopniu il&ciowa ocere obecndci
danych aminokwaséw w probce moczu lub osocza kiétoda ta nie jest szczegodlnie
precyzyjna ani czuta lecz w zupekso spetnia kryteria szybkiego i taniego testu
przesiewowego, nie wymagapgo widciwie zadnego zaplecza aparaturowego ani
skomplikowanych procedur przygotowania prébki.

Inne techniki analizy aminokwasowej gJuz technikami aparaturowymi. Historycznie

najstarsz, lecz wspélczenie nadal szeroko stosowantechniky jest chromatografia



jonowymiena, zastosowana do oznaczania aminokwagsokaz pierwszy przez S. Moore’'a i
W.H. Stein’a w roku 1948. W technice tej mieszanaminokwasow jest rozdzielana na
termostatowanej kolumnie ze z&m jonowymiennym. Pogikowo stosowano uktad dwoch
kolumn oraz elugj izokratyczr z wzyciem od trzech do sgeiu buforow o rgnym pH, a
wspotczénie najpowszechniejsza jestgia, liniowa elucja gradientowa przy zastosowaniu
jednej kolumny oraz najwyj trzech buforéw o rnej sile jonowej i pH. Podczas
rozdzielania aminokwasow biatkowych stosuje $iufory zawierajce kationy sodowe
zapewniagjce szybki rozdziat (czas analizyedu kilkunastu minut) natomiast podczas
analizowania aminokwasow fizjologicznyclzywane g bufory oparte o kationy litowe.
Kationy te stabiej i sodowe eluuj aminokwasy z jonowymieniacza i czyrio w Sposob
bardziej selektywny, zapewnigj tym samym wikszy zdolng¢ rozdzielca duzej liczbie
réznorodnych aminokwasow fizjologicznych. Ta wysokadnielczd¢é zapewniana przez
jony litu okupiona jest jednak ditszym czasem rozdziatu, wynasym od 60 do 120 minut.
Podczas rozdzialu wykorzystywane gsaturalne wiasri jonowe niezmodyfikowanych
aminokwaséw i bezpoednia detekcja tych z nich, ktére niea saminokwasami
aromatycznymi jest praktycznie niepligzva. Dlatego konieczne jest przeprowadzenie
specjalnej reakcji detekcyjnej czyli innymi stowszpksztatcenie chemiczne aminokwasow w
pochodne tatwe do detekcji. W omawianej chromatidigjanowymiennej najcgsciej
spotykanym typem reakcji detekcyjnej jest reakcjairhidryr, fluoreskamin lub z OPA.
Eluat wyptywajcy z kolumny jest w sposObagity mieszany z odpowiednimi odczynnikami
w oddzielnej termostatowanej komorce (reaktorzel)y pzym trafia do detektora
spektrofotometrycznego (w przypadku ninhidryny) lupektrofluorymetrycznego (w
przypadku OPA i fluoreskaminy). Bardziej szczeg@ownformacje na temat reakcji
detekcyjnych znajduajsic w rozdziale 7.3.

Mimo duzego postpu w innych zaawansowanych technikach rozdziatunakwasow, na
rynku wciaz bardzo popularneasanalizatory aminokwasowe oparte nazejyomowionej
tradycyjnej chromatografii jonowymiennej. Jest ppwodowane tymze $ to najczsciej w
peini zautomatyzowane uwdzenia, minimalizujce konieczn& ingerencji operatora i
gwarantujce uzyskanie zakladanej czédo oraz precyzji oznacke Analizatory te w
tanszych wersjach wypogane § w kolumny wypetlnione jonowymieniaczami na bazie
sulfonowanego polistyrenu i bazupa detekcji z ninhidryn Najbardzie] zaawansowane
modele posiadaj kolumny z wysokorozdzielczym kopolimerem diwinyésizenowo-

polistyrenowym oraz czuly system detlekcji opadyr@akcji z OPA.
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Rysunek -1: Schemat blokowy automatycznego analizatora amiaskw opartego na
chromatografii jonowymiennej.

Limit detekcji tych metod wynosi odpowiednio odds 0,5 pikomola. Schemat budowy
wspotczesnego automatycznego analizatora aminokwasprezentowano na Rys. 7-1.
Kolejna technikh stosowam w analizie skladu aminokwasowego jest chromatdmraf
odwréconych fazach. Ogoélnie terminem tym dlaesk wszystkie cieczowe techniki
chromatograficzne w ktérych faza stacjonarna jesiempolarna ni faza ruchoma. W
odniesieniu do rozdzielania aminokwasow ogromngksaas¢ konkretnych metod bazuje na

separacji chemicznie zmodyfikowanych aminokwasowkalimnach wypetnionychielem



krzemionkowym, ktérego polarne grupy silanolowe 2ablokowane hydrofobowymi
tancuchami weglowodorowymi, liezymi najczsciej 18 atomow wgla (jest to tak zwane
wypetnienie typu C-18). &ta¢ powierzchniowa takiej matrycy aglowodorowej na
powierzchni ziarenzelu krzemionkowego jest tak i ze mana mowE o powstaniu
wspomniane] wyej niepolarnej fazy stacjonarnej. Elucja zaabsodoygh na tej fazie
zmodyfikowanych aminokwaséw prowadzona jest za pmmgradientu wzrastagego
stezenia rozpuszczalnika organicznego, kolejno wymyeego z kolumny zvazki w
kolejnasci od najmniej do najbardziej hydrofobowego. W cehpewnienia wystarczajej
dla aminokwasow rozdzielcga stosowanyzel krzemionkowy musi posiadabardzo mat
srednie ziaren (rzdu 5 pm) oraz droba porowatdé (rzedu 100 A). Tego rodzaju
wypetnienia stawiaj bardzo wysokie wymagania odime uktadu chromatograficznego ze
wzgledu na wysokie énienia powstajce podczas ttoczenia rozpuszczalnikbw. Konieczne
jest stosowanie w tej technice uktadow chromatagrefysokocisnieniowej (HPLC),
wyposaonych w specjalne pompy zapewn@g bezpulsacyjny przeptyw przysoieniach w
zakresie 5-40 MPa a tak w detektory spektro- i fluorymetryczne z komorkam
pomiarowymi o matych pojemsoiach, odpornymi na wysokiesaienia. Prébka musi zosta
nastrzykngta na kolumn za pomog precyzyjnego injektora zapewniaggo powtarzalne
dozowaniescisle okralonych obgtosci z zakresu mikrolitrowego.

Jak wspomniano, aminokwasy rozdzielane technikysokosprawnej chromatografii
cieczowej z odwréconymi fazami (RP HPLC) snodyfikowane chemicznie przed
rozdziatem. Modyfikacja ta ma na celu wprowadzedie aminokwasu ugrupowania
chemicznego uniiwiajacego detekej a zarazem na tyle hydrofobowego abyzhwe byto
Zwiagzanie st tak spreparowanego aminokwasu do rownigdrofobowego wypetnienia
kolumny. Najczsciej stosowaa modyfikacp jest wprowadzona przez Edmana w 1950 r.
reakcja aminokwasow z fenyloizotiocyjanianem (PIT@geprowadzana w zasadowym
srodowisku. Powstafa wtedy pochodna fenylotiokarbamilowa aminokwasRT(-
aminokwas) absorbuje fakavietlne o dlugéci 254 nm, co pozwala na wygaduletekcg
spektrofotometryczn Ponadto, pochodne PTC dobrzeyaisie do kolumn z odwréconymi
fazami, lecz ze wzgtu na obecn@ polarnych grup funkcyjnych w niektorych
aminokwasach sto dodaje si odczynnika powoddfego powstawanie par jonowych z
rozdzielanymi aminokwasami. Takie pary jonowe zotogja nawzajem swe tadunki,
zwicksza st sita ich oddzialywania z fazstacjonarn, polepsza selektywidé oraz zdolné¢
rozdzielcza. W rozdzielaniu pochodnych PTC najp@ebniej stosowanym odczynnikiem

tworzacym pary jonowe jest trietanoloamina.



Istnieje bardzo wiele sposobéw chemicznej modyijikaminokwasow umgiwiajacych ich
analizowanie technikRP-HPLC, ich przegd mazna znale¢ w rozdziale 7.3. Podobnie jak
w przypadku poprzednio omawianej techniki jonowymniej na rynku réwnie s3 dostpne
automatyczne analizatory aminokwaséw oparte na RHE Posiadajone poréwnywalq z
jonowymiennymi analizatorami czu®lecz mag gorsa precyzg oznacze i z tej racji g to
dos¢ rzadko uywane instrumenty. O wiele ¢xiej spotykan w praktyce sytuagj jest
adaptowanie w danym laboratorium posiadanego usal@ego zestawu HPLC do potrzeb
analizy aminokwasowej. Rozdzielanie aminokwaséw agawoéwczas jedynie zastosowania
odpowiedniej dla aminokwasow kolumny i zestawu szezalnikdw. Wiele pochodnych
aminokwaséw mina rozdziel&d na uniwersalnych kolumnach z odwrdoconymi fazami
(najlepsze rezultaty daje stosowanie wspomnianygkejwkolumn C-18) lecz wize sk to
czesto z trudnéciami praktycznymi bowiem wikgiwa optymalizacja gradientu, sktadu
buforéw i temperatury rozdziatu jest niezwykle mrelstonna. Optymalizacji takiej ganie da
si¢ unikm¢ bowiem specyfik analizy aminokwasowej jest koniecZdaizyskania na jednym
chromatogramie idealnej separacji wszystkich szwzyaminokwasow, niezilnej dla ich
prawidtowej integracji (czyli obliczenia pola powzehni), ktéra z kolei jest niegtdina przy
oznaczeniach ikziowych. Ze wzgidu na te trudr&ei najczsciej stosowanym wygiem jest
zakup specjalnej kolumny przygotowanej specjalmerdzdzielania konkretnego rodzaju
pochodnych aminokwaséw. Przyktadem zmoby kolumna o nazwie PicoTag (firmy
Waters), ktéra przeznaczona jest do rozdzielani@ pdchodnych aminokwasow. Kolumna
to jest klasycza kolumm do wysokodinieniowej chromatografii z odwréconymi fazami lecz
jej zel krzemionkowy zmodyfikowany jest dauchami wglowodorowymi typu C-18
posiadagcymi odgat¢zienia dimetylowe. Ten typ wypetnienia zapewniayoplne warunki
rozdzialu PTC pochodnych aminokwaséw, ponadto kalre mana zakupt w tanszej
krotkiej formie do rozdzielania aminokwaséw z hyldratow biatkowych i w formie dugiej,
drozszej, lecz zapewnigte] wysok zdolnd¢ rozdzielca, konieczm przy oznaczaniu
aminokwaséw w ptynach fizjologicznych. Przyktadowkromatogramy PTC pochodnych
aminokwaséw uzyskane na kolumnach PicoTag zamiesncna rys. 7-2. Na zakozenie
omawiania technik analizy sktadu aminokwasowegatgph na RP-HPLC trzeba zaznaézy
7ze zapewnig one w porownaniu z technikami jonowymiennymi nidepsz czutas¢ i
podobne czasy oznacdrze Standardowo z wykorzystaniem PTC-pochodnych ieldgi
spektrofotometrycznej oznaczag siminokwasy na poziomie minimum 10 pikomoli§ azy
wykorzystaniu innych pochodnych i detekcji spektrofymetrycznej czukx zwicksza s¢ do

zakresu 0,1 pikomoli.
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Rysunek -2: Przyktadowe chromatogramy PTC-pochodnych aminokwa®zdzielanych metadRP-
HPLC na kolumnie PicoTag. Po lewej stronie przykiag rozdziat aminokwasow hydrolizatu
biatkowego, po prawej aminokwaséw fizjologicznych.

Generalnie w olbrzymiej wkszaci laboratoriow do analizy sktadu aminokwasowegabek
stosuje si jedm z wymienionych powiej technik, to znaczy albo chromatogeafi
jonowymienn, albo te chromatograti z odwréconymi fazami. Przewaga obu tych technik
wynika z tego,ze maj one cechy w najlepszym stopniu spelgaj kryteria wspomnianej
wyzej idealnej techniki analizy, a zarazem koszt ozeacuwzgkdniajacy rowniez zakup
aparatury, migi sie w rozednych granicach. W chwili obecnej istnieje jednalkkdset
publikacji przedstawiagych inne techniki analizy sktadu aminokwasoweggz Inie § one
popularnie stosowane ze wgdl na swoj eksperymentalny i pionierski charakteazo
stosowanie skomplikowanej w obstudze i kosztownpgaratury. Tym niemniej, warto
wymienié te nowoczesne techniki, poczysmaj od najprostszych. Do rozdzielania
aminokwaséw mina zastosowa tzw. techniki ,mikro-LC” (ang. micro liquid
chromatography), czyli chromatografii na kolumna&apilarnych o bardzo matych
srednicach, rgdu 100-500 um. Kolumny takie mog zawierd tradycyjne wypetnienia
ziarniste o charakterystyce wypelhigoodobne] do stosowanych w chromatografii z
odwréconymi fazami lecz magby¢ réwniez przygotowane w tzw. technice monolitycznej.
Wypetnieniem takich monolitycznych kolumn jest spwryzowany bezpwednio w
kolumnie polikondensat diwinylobenzenu Ilub dime&jkoyloetylenu ze styrenem lub
metakrylanem. Wypetnienia takie twarzmonolityczra faz nieruchom o porach
molekularnych rozmiarow nad@h kolumnie wielly zdolng¢ rozdzielcz liczoma w setkach



potek teoretycznych na metr. Rozdziat nawetsjiliczby aminokwasow fizjologicznych jest
w technice mikro-LC bardzo krétki @du minut) i mae by prowadzony rownie technilky
kombinowan, zwary elektrochromatografi(CEC, ang. capillary electrochromatography), w
ktérej analogicznie jak w chromatografii dochodz godziatu sktadnikow analizowanej
mieszaniny pomidzy faz ruchomy i nieruchom, z fa réznica, ze zamiast hydraulicznego
przeptywu fazy ruchomej wymuszonego w HPLC dziaanipompy, zastosowano przeptyw
elektroosmotyczny, wywotany #aica potencjatdbw przytbona do kacow kolumny
kapilarnej.

W analizie aminokwasowe]j magby¢ réwniez wykorzystywane techniki oparte na
elektroforezie kapilarnej. W odtdieniu od poprzednio omowionej mikro-LC oraz CEC w
elektroforezie kapilarnej rozdziat odbywagsw kapilarach kwarcowych asrednicy
wewrgtrznej 10-100pm, ktére g wypetnione tylko roztworem buforagym, brak w nich
medium rozdzielagcego. Rozdziatl aminokwasow odbywae¢ siwskutek przeptywu
elektroosmotycznego wywotanego przygaym do kacow kapilary wysokim napciem
elektrycznym, rzdu kilkudzies¢ciu kV i odbywa st na zasadzie pdicy tadunkéw miedzy
rozdzielanymi zwgzkami. Podobnie jak w przypadku chromatografii gjesst tutaj wiele
odmian tej techniki lecz w odniesieniu do aminokévasajczsciej stosowana jest klasyczna
elektroforeza kapilarna we wspomnianych kapilaraggpetnionych buforami (zwana
wowczas strefow elektroforez kapilarm CZE (ang. capillary zone electrophoresis) oraz
micellarna elektrokinetyczna chromatografia kapigar w ktorej bufor umieszczony w
kapilarze zawiera detergent wezgniu powodujcym tworzenie micelli, a rozdziat ma
zwickszory rozdzielczé¢ wskutek podziatu analizowanych aminokwasow palzy faz
ruchomy oraz faz micellarn.

Techniki mikro-LC, elektrochromatograficzne orazletoforetyczne kapilarne posiadaj
bardzo dua zdolna¢ rozdzielca, krotkie czasy analizy oraz bardzozduczutas¢ (rzedu
femtomoli) dzgki zastosowaniu zaawansowanych rodzajow detekcjiprdypadku rzadko
stosowanego rozdzielania aminokwasow niezmodyfikopwh stosuje si detekcg
elektrochemiczg (amperometria), spektromeirmasow oraz péredni detekcg spektro- i
fluorymetrycza. Te dwie ostatnie metody polegana dodaniu do buforow zwikow
chemicznych (gtébwnie o charakterze aromatycznynijyrek zmieniaj swe wiasnéci
spektralne wskutek oddziatywania ichasteczek z cgsteczkami natywnych aminokwasow.
W przypadku powszechniejszej detekcji pochodnyclinakwasow stosowana jest metoda
spektrofotometryczna  (najmniej czuta), spektrofiumetryczna  klasyczna oraz

spektrofluorymetryczna wzbudzanéwiattem laserowym. Ponadto podobnie jak przy



niezmodyfikowanych aminokwasach, wykorzystujedetekcg elektrochemiczapi opart na
spektrometrii masowe.

Chromatografia gazowa jest jedn rzadziej stosowanych technik w analizie aminaavee).
Gtownym ograniczeniem tej metody jest oczésieé konieczn& przeprowadzenia
aminokwaséw w lotne pochodne.

Na zakdczenie warto wspomnigeszcze o dwdch technikach, ktére spotykarsbadaniach
skladu aminokwasowego. Pierwsza oparta jest na caanas aminokwasow z
wykorzystaniem enzymow i polega na zastosowaniu Uioowane] elektrody
amperometryczno-enzymatycznej zawigecaj immobilizowarn oksydaz aminokwasow.
Pomiar stzenia aminokwasow jest bardzo prosty i polega nauzamiu elektrody do
badanego roztworualdz tez na wypetnieniu badanym roztworem elektrody przephye;j i
nastpnie na amperometrycznym pomiarze powstatych priddukitleniania. Rzadziej stosuje
si¢ technile enzymatyczna nieelektrodayww ktorej bezpérednio do badanego roztworu
dozowana jest porcja dekarboksylazy aminokwasopowastaty dwutlenek wagla mierzony
jest manometrycznie. Techniki enzymatyczne ze gdagha prostat stosuje s do pomiaréw
w warunkach polowych natomiast automatyzacja padwarstworzyta maliwosci ich
stosowania przy badaniu k) ilosci probek. Glownym ograniczeniem technik
enzymatycznych jest stosunkowo mata cgitooznaczé oraz mata selektywrnoé
zdeterminowana rodzajem zastosowanego enzymul.

Ostatnia technika stosowana w analizie aminokwge8tznacznie nowocgeiejsza i opiera
si¢ na zastosowaniu mikrouktadow (ang. chips). Wykstajg s¢ w niej scalone ukiady
potprzewodnikowe w mikrotechnice litograficznej padajpce na wytworzenie w
krzemowych lub szklanych matrycach mikrokanatow irovadzeniu w nich
elektroosmotycznego  rozdzialu  aminokwaséw na  za$adapodobnych  do
elektrochromatografii. Kanaty te mapiezwykle mad srednie wewretrzna rzedu dziesitek
nanometrow i tworgz zwinieta lub meandrowat struktue zapewniajca bardzo wysok
zdoIndi¢ rozdzielca, ktéra waha si w granicach 1810" pétek teoretycznych na kanat o
diugcsci sumarycznej kilkudziestiu milimetrow. Mikrouktady mog zawierd wytworzone
na tej samej strukturze uktady detekcji mikroampeetrycznej lub t& mog by¢ sprzzone
sa z laserowymi detektorami fluorescencyjnymi lubldp@metrami masowymi. Standardowo
pozwalaj na trwajca sekundy analiz 0 wysokiej czutéci siggajacej attomoli. Jak datl
technika ta jest jednak vz na etapie jednostkowych i prototypowych eksperyuden

prowadzonych przez wysokohtetowe laboratoria zajmage sg zaawansowanymi



technologiami lecz ze wzglu na swe wielkie mdiwosci analityczne bdzie s¢ na pewno

bardzo dynamicznie rozwia

7.3. Typy reakcji detekcyjnych stosowanych przy arlie aminokwaséw

Przy omawianiu ttechnik rozdzielania aminokwasowd@eno uwag na istotny problem
detekcji tych zwizkdédw. Najmniej problematyczna jest bezmania spektrofotometryczna
detekcja absorbagych w bliskim ultrafiolecie (190-280 nm) aminokw&s aromatycznych
(tryptofan, fenyloalanina, tyrozyna) oraz cysteingetioniny i histydyny. Pozostate
aminokwasy dziki obecndci ugrupowania karboksylowego mma teoretycznie oznacza
rowniez spektrofotometrycznie w dalekim nadfiolecie (p@jil90 nm), tym niemniej z
powodow technicznych (koniecz§todokonywania pomiarow w gazie obktrjym, problem ze
znalezieniem odpowiednich, nieabsodayich przy tej diugéci fali rozpuszczalnikbéw oraz
materiatdw do konstrukcji naczyniek pomiarowychaorz powodu matej czudoi, pomiar
taki nie jest praktycznie stosowany. W niektéryethinikach stosuje giwspomnian w
poprzednim rozdziale detekcgpektrofotometrycznlub fluorymetryczn niebezpéredni
(czyli dodawanie do buforow substancji zmieaigich swe wlasnii spektralne w obecioi
amoinokwaséw). Technika ta jest rownimato czuta, wyspuja problemy z dryfem linii
podstawowej, niemmos¢ zastosowania wymywania gradientowego oraz trecina
analizowaniem probek ztonych (zawierajcych nie tylko aminokwasy). Precyzyjna oraz
czuta detekcja wszystkich aminokwaséw jest zlm tylko po zastosowaniu reakcji
detekcyjnej, czyli po chemicznym przeksztatceniupdehodnych tatwych do wykrywania.
Taka idealna reakcja detekcyjna powinna byybka i prosta czyli w praktyce jednoetapowa,
otrzymane pochodne powinny d&ystabilne, powinny posiada wydajne, znacznie
zwickszapce czutdé oznaczé ugrupowania chromoforowe o podobnej charaktergstyc
widmowej we wszystkich rodzajach aminokwaséwé #eh wiasciwosci fizykochemiczne
powinny umaliwia¢ separagj z wysok rozdzielczdcia.

W zaleznosci od tego, czy aminokwasy poddawanersakcji detekcyjnej przed czyzigo
rozdziale wyrégniamy reakcje przedkolumnowe oraz pokolumnowe. Bjeagokolumnowe,
historycznie starsze to i takie w ktérych poszcheg@minokwasy po rozdzieleniu ich na
kolumnie & w sposéb caigly i automatyczny mieszane z odpowiednim odczyiemnk i
przeksztalcane w reaktorze do pochodnych. Stosuijeeswylacznie przy rozdzielaniu

aminokwasoéw technikcieczowej, kolumnowej chromatografii jonowymiennepaja pewne



istotne zalety w stosunku do metod przedkolumnowichede wszystkim, podczas rozdziatu
chromatograficznego wszystkie substancje interderlj z reake detekcyjma ulegap
wczeshiejszemu oddzieleniu od aminokwaséw. Odczynnikegaiicy oznaczany barwnik (w
przypadku reakcji detekcyjnej z ninhideynlub tez odczynnik modyfikugcy aminokwasy
(OPA lub fluoreskamina) reagujezuylko z czystymi aminokwasami, reakcja jesteavi
ilosciowa i nie powstaj szkodliwe produkty uboczne. Na koluenmazna natay¢ problke
zanieczyszczap) a wWec zminimalizowana jest konieczftowczeniejszego pracochtonnego
przygotowania probki, caty proces analizy ina zautomatyzowa i tym samym
zminimalizow& mazliwos¢ pomytek i niedokladniei wynikajacych z pracy ¢cznej. Dzeki
temu analizatory wykorzystage deteke pokolumnow s aparatami zapewniggymi
wysoka precyzg i powtarzalné¢ oznaczé. Niestety jest to okupione znacznym stopniem
komplikacji aparatury, a tym samym jej #szym kosztem. Ponadto mieszanie rozdzielonych
aminokwaséw z chemikaliami zmniejszazmice miedzy sygnatem iytecznym a szumem,
zmniejsza rozdzielcz6 i migdzy innymi przez to ten typ reakcji detekcyjnejtjgeneralnie
mniej czuty nk detekcja przedkolumnowa. Wzory oraz $eiavosci odczynnikdéw aywanych

w detekcji pokolumnowej zebrano w Tabeli 7-1.

Przedkolumnowy typ reakcji detekcyjnej wekszasci przypadkdw wykonywany jesteznie
przez operatora. Ze wzglu na swaqj specyfik poprzedzony musi By etapem
przygotowania probki, czyli szeregiem czykcip ktdre maja na celu selektywne
zag:szczenie probki aminokwasow i wmiiwvie doktadne pozbycie i substancji
interferupcych z reakej oraz z paniejszym rozdziatem. 3& mamy do czynienia z prokk
aminokwaséw wolnych lecz znajdaych s¢ w ptynie fizjologicznym (np. osocze krwi,
mocz, ptyn moézgowo-rdzeniowy) konieczne jest ziiwdie dokladne pozbycie si
polipeptydéw, biatek i lipoprotein. Do najefektywszych metod selektywnego
doczyszczenia takich probek zaliczamy ultrafiligagrzez membrany potprzepuszczalne
posiadajce limit mas cgsteczkowych w granicach 10 kDa oraz zastosowanigatarowych
kolumn do ekstrakcji z fazy stalej (tzw. SepPakyieaajacych wypetnienie z odwréconymi
fazami typu C-18. W niektorych laboratoriach stessg wytracanie zanieczyszczgjych
biatek za pomag kwasu sulfosalicylowego lub kwasu trichlorooctowelgcz nie jest to
rekomendowana metoda ze wgill na daa zmiennd¢ w odzysku niektérych aminokwaséow.
W przypadku prébek biatkowych lub peptydowych epapygotowania probki musi zosta
wykonany jeszcze przed hydralizOczywkcie podstawowym wymogiem gwarargcym
uzyskanie prawidtowego sktadu aminokwasowego daneigika lub peptydu jest jego

homogennéc. Jest to warunek podstawowy lecz nie jedyny, bowitndatkowo biatko musi



zost& mazliwie doktadnie pozbawione soli, substancji bufaaych oraz detergentow, ktore

to zwiazki mogya negatywnie wpltya¢ na proces hydrolizy i pdiejszej modyfikacji

aminokwaséw. Dopuszczalne jestyaie biatek i peptydéw jedynie w postaci roztworu

Skrét Nazwa chemiczna Wiasciwosci pochodnych
lub nazwa i wzor strukturalny aminokwasowych
potoczna
Detekcji podlegajg nie pochodne aminokwasow lecz koncowy
Ninhydryna Ninhydryna produkt ich reakcji z ninhidryng, tzw. czerwierh Ruhemana,
oznaczana spektrofotometrycznie przy 570 nm (lub 440 nm
/0 dla reakcji z proling). Praktyczna czutosc kilka pikomoli.
OH
oLk
0
Detekcja fluorymetryczna pochodnych przy maksimum
OPA Aldehyd o-ftalowy wzbudzania 340 nm i emisji 455 nm, praktyczna czutos¢ 0,5
pikomola, reakcja moze by¢ dodatkowo uczulana
CHO odpowiednimi dodatkami chemicznymi, problemy z
@( oznaczaniem proliny, ktéra bez uprzedniego utlenienia nie
CHO reaguje z OPA

Detekcja fluorymetryczna przy maksimum wzbudzania 390
Fluoreskamina | Fluoreskamina nm i emisji 475 nm, czuto$¢ w zakresie kilku pikomoli,
problemy z oznaczaniem proliny, ktéra bez uprzedniego

G \ @ utlenienia nie reaguje z fluoreskaming
O O

0

Tabela 7-1:Odczynniki stosowane w pokolumnowych reakcjaclekigt aminokwaséw.

wodnego lub w buforze fosforanowym o #iwie niskiej molarngci (szczegétowe dane na
ten temat zaprezentowano w rozdziale 7.2). Generalmajbardziej polecan techniky
ostatecznego doczyszczenia, a zarazem odsoleniek hiapeptydow jest poddanie ich
chromatografii RP HPLC. Zebrany po takim rozdzisgezyt biatka poddaje eliofilizacji i
uzyskujemy odsolony preparat o bardzo wysokim stopmystéci. Bardzo podobnie do RP
HPLC dziata odsalanie biatek lub peptydéw na wspamyth wyej kolumienkach SepPak
typu C-18. Ponadto do doczyszczania/odsalania kial@eptyddw mana zastosowa
ptukanie na membranach potprzepuszczalnych, priogpi acetonem, etanolem lub
mieszanin chloroformu i metanolu. Najegciej konieczne jest wéwczas tylko pozbycie si
resztek kwasu solnego przez odparowanie zhydrofpeyv proébki na koncentratorze
prézniowym.

Odczynnikow aywanych do przedkolumnowego typu detekcji jest znac wicej niz

wymienionych wyej wywanych w reakcjach pokolumnowych. Najéziej stosowanym



typem reakcji przedkolumnowej aminokwasow jest opakz PITC. Rutynowo stosujegsi
rowniez reakcje z OPA, AQC oraz z popularnym odczynnikielmorkiem Fmoc znanym
bardziej z zastosowania do protekcji grup funkggm przy syntezie peptydow (patrz roz.
10). Do rzadziej stosowanych rodzajow reakcji deygkych zaliczamy reakcje z DABITC,
chlorkiem dansylu oraz z chlorkiem dabsylu. Wzomazo wi&ciwosci wszystkich tych
odczynnikbéw zaprezentowano w Tabeli 7-2. Mglewrdcié jednak uwag, ze podane
praktyczne czukei oznaczé aminokwaséw z iyciem tych odczynnikbw mieszgzsie
czasami w szerokich granicach, bowiem niektore gieaknazna modyfikowd, stosugc
dodatek substancji pgiujacych wiasnéci spektralne powstaego produktu. Ponadto,
niekiedy wiasnéci spektralne pochodnych poszczegdlnych aminokwasave tyle rgne, ze
inna jest czule¢ oznaczé dla poszczegolnych aminokwasow. Ponadto ayammetac, ze
zawsze mgna zastosowazaawansowane formy detekcji takie jak wzbudzasserowe przy
pomiarach spektrofluorymetrycznych oraz detekcjappano@ spektrometru masowego i

wowczas wielokrotnie wzrasta ich czédo

7.4. Hydroliza biatek i peptydow

Prawidtowe przeprowadzenie hydrolizy wszystkichazeh peptydowych przy minimalnej
destrukcji tworzcych je skladowych ma kluczowe znaczenie dla raetgd oznaczenia
skladu aminokwasowego badanego biatka lub peptyicdachniki hydrolizy dzielimy na
enzymatyczne oraz chemiczne$ zaiemiczne z kolei magby¢ prowadzone pod dziataniem
kwaséw lub zasad. Hydrokzenzymatycza stosuje si w przypadkach, gdy z jakiéh
wzgledow niemaliwe lub trudne jest odsolenie danych biatek luptgdow, wzgédnie tez w
przypadku, gdy zachodzi koniecZdooznaczenia aminokwasow fizjologicznychdb tez
nietrwatych podczas hydrolizy chemicznej. Ze wdgl na konieczni@ hydrolizy wszystkich
wigzaa peptydowych zazwyczaj stosujeg snieszaniny enzymoéw, zaréwno endo- jak i
egzopeptydaz. Najegciej stosowanym takim preparatem enzymatycznym fesinaza,
bedaca mieszanip niespecyficznych proteaz wyizolowanych &reptomyces griseus.
Pronaza wprawdzie ¢gto zdolna jest do trawienia biatek do poszczegirgminokwasow
lecz ze wzgidu na upakowanie ggteczek biatkowych oraz istnienie w nich domen
hydrofobowych catkowita proteoliza wielu biatek zygiem tego preparatu jest trudna. W
praktyce stosuje siwiec mieszaniny wielu preparatow enzymatycznych, ngpomnianej
pronazy, wieprzowej aminopeptydazy M oraz wieprepgrolidazy. Pronaza trawi wszystkie

eksponowane wrania peptydowe, aminopeptydaza odcina kolejno -taid¢a aminokwasy



Skroét

Nazwa chemiczna

Wiasciwosci pochodnych

lub nazwa|i wzor strukturalny aminokwasowych
potoczna
Detekcja spektrofotometryczna przy 254 nm,
PITC Fenyloizotiocyjanian praktyczna czutos¢ kilkadziesigt pikomoli, reakcja
modyfikacyjna prosta, szybka (kilka min.)
O
Detekcja fluorymetryczna przy maksimum wzbudzania
OPA Aldehyd o-ftalowy 340 nm i emisji 455 nm, stosowanie réznych
dodatkéw podczas reakcji modyfikacyjnej sprawia, ze
CHO czuto$¢ waha sie od kilkudziesigciu femtomoli do
@i kilkudziesieciu pikomoli, reakcja modyfikacyjna
CHO bardzo szybka (1 min.) lecz czasami skomplikowana,
problemy z oznaczaniem proliny, ktéra bez
uprzedniego utlenienia nie reaguje z OPA
Detekcja fluorymetryczna przy maksimum wzbudzania
AQC 6-aminochinolilo-N- 250 nm i emisji 395 nm, czutos¢ kilkadziesigt do setek
hydroksybursztynylokarbaminian femtomoli, reakcja modyfikacyjna prosta, szybka (kilka
min.) i mato wrazliwa na zanieczyszczenia
NH 0~ nieaminokwasowe probki
QY
\ > ﬁ
N o]
Detekcja fluorymetryczna przy maksimum wzbudzania
Chlorek Chloromréwczan 9-fluorenylometylu 260 nm i emisji 300-350 nm, praktyczna czutos¢
Fmoc kilkadziesigt femtomoli, prosta i szybka (1 min.)
reakcja modyfikacyjna
Aer |
@ CHy0—C—Cl
Detekcja spektrofotometryczna przy 466 nm,
DABITC 4-N,N-dimetyloaminoazo- praktyczna czutosé rzedu kilku-kilkudziesieciu
benzeno-4'-izotiocyjanian pikomoli, reakcja modyfikacyjna prosta i szybka (5
min.)
3O~ _ e
o ©
Detekcja spektrofotometryczna przy 250 nm lub
Chlorek Chlorek 5-dimetyloaminonaftaleno- spektrofluorymetryczna przy maksimum wzbudzania
dansylu 1-sulfonylu 350 nm i emisji 530 nm, praktyczna czutosc¢ kilka-
kilkadziesigt pikomoli, reakcja modyfikacyjna prosta
/CHa lecz dtuga (kilkadziesigt minut), bardzo wrazliwa na
@ N\ substancje interferujace, pochodne wrazliwe na
@ CH3 Swiatto
CISOo
Detekcja spektrofotometryczna przy 436 nm,
Chlorek Chlorek 4-dimetyloaminoazo-benzeno- |praktyczna czutosc¢ kilka pikomoli, reakcja
dabsylu 4’-sulfonylu modyfikacyjna szybka (10 min.) lecz ktopotliwa ze

HaC
\N@N:N@SOZC|
H3C/

wzgledu na wrazliwo$¢ na nadmiar odczynnika i
tworzenie wielokrotnych pochodnych

Tabela 7-2:0dczynniki stosowane w przedkolumnowych reakcjastiektji aminokwasow.




znacznie utatwiac tym samym destrukgjagregatow hydrofobowych garolidaza trawi
wiazania peptydowe przed pradinktore g oporne na dziatanie aminopeptydazy M. Proteazy
stosuje si w bardzo maltych iléciach, rzdu dziesitych czs$ci procenta wagowego w
stosunku do masy trawionego biatka. Unikag siv ten sposOb zanieczyszczenia
aminokwasami pochodeymi z autohydrolizy #iytych enzyméw. Natey jednak pamietq ze
pomimo cagtego doskonalenia sktadu proteaz hydrolizygh biatka oraz optymalizacji
warunkéw ich dziatania, techniki hydrolizy enzymetgej wciz znacznie uspuja
hydrolizie chemicznej pod wzglem skuteczrii i niezawodnéci w doktadnej fragmentaciji
biatka. Ponadto, mieszanina aminokwaséw po hydeolenzymatycznej jest egto tak
zanieczyszczona solami pochadymi z buforéw niezédnych dla prawidtowego dziatania
enzymoéw,ze maliwe jest ich analizowanie jedynie analizatorachakolumnowym typem
reakcji detekcyjnej.

Z metod hydrolizy chemicznej najgziej stosowaa i zarazem dafa najrzetelniejsze wyniki
jest hydroliza kwéna. Biatko lub peptyd hydrolizowane jest w 6M kwasolnym w
temperaturze 110°C przez 24 godziny. W przypadilizanponad 1Qug suchej masy biatka,
stosuje si hydroliz bezpdredna w cieklym kwasie solnym, natomiast w przypadku
wysokoczutych analiz biatek i peptydow na poziormi&rogramowym i niszym zalecana
jest hydroliza w fazie gazowej. Preparat umieszsgzawowczas w postaci liofilizatu w
otwartej szklanej probéwce poddanej dziataniu p@r ébzowanego w postaci ciektej na dnie
wickszego hermetycznego naczynia. Hydroliza zarowniazie ciekiej jak i gazowej musi
zosta przeprowadzona w ptdi, w naczyniu doktadnie pozbawiony§tadow tlenu poprzez
przedmuchanie gazem obtryjym jak azot lub argon. Ze wzglu na agresywne warunki
hydrolizy (goncy stzony kwas i wysokie énienie jego par) najpewniejszym rozganiem
jest zastosowanie probéwki lub rurki szklanej zaiopj pod prénia. Mozna réwnie
zastosowa handlowo dospne, specjalne naczynia do hydrolizy z zaworamomeivymi
produkowane przez firPierce.

Ze wzgkdu na znaczny, a zarazem trudny do doktadnego owzaia wplyw zanieczyszciae
na odzysk poszczegolnych aminokwasow hydrolizaskegest etapem skrajnie wtavym

na obecng wszelkich substancji obcych w probce. Dlatego peobowki na prébki oraz
szkto w ktérych prowadzona jest hydroliza mubg¢ bardzo doktadnie umyte, wytrawione w
kwasie solnym lub azotowym, gruntownie przeptukameda o wysokiej czystéci oraz
metanolem, a naginie poddane pirolizie, czyli kilkugodzinnemu wyjpaiaiu w temperaturze
kilkuset stopni. Kwas solny powinien ndi@ajwyzszy maliwy stopiea czystdgci, najlepszym

jego zrodiem g amputki 6M kwasu sprzedawane przez firfdierce specjalnie do celow



wysokoczutej analizy aminokwasowej. Mieszanina akimaséw, ktora powstaje po
hydrolizie kwa&nej nawet w takich wzorcowych, idealnych warunkamdbiega nieco od
sktadu aminokwasowego wygjiowego biatka i dlatego podczas interpretacji Wwgm nalery

zawsze pamta¢ o nastpujacych prawidtowdciach:

1. Podczas standardowe] kémej hydrolizy rozktadowi ulega tryptofan oraz cyste
Oznaczenie tych aminokwaséw wymaga zastosowaniglinmetod, zaréwno hydrolizy
jak i przygotowania probki.

2. Asparagina oraz glutamina ulegajlosciowej konwersji do odpowiednio kwasu
asparaginowego oraz glutaminowego i w takiej postac oznaczane. W razie
konieczndci oznaczenia asparaginy i glutaminy ngleprzeksztatai te aminokwasy
przed hydroliz do stabilnych kwasow diaminopropionowych za pomeeakcji z
bis(trifluoroacetoksy)jodobenzenem (BTI).

3. Tyrozyna, treonina, metionina oraz seryna ulggegesciowej powolnej degradacji
spowodowanej chlorowcowaniem, utlenianiemdd tworzeniem estréw. Efektywgn
funkcje ochronm tyrozyny petni dodatek fenolu (w #oi 0,1 %) do kwasu solnego &a
metionirg przed utlenieniem chroni dodatek 2-merkaptoetagalulosci 1%).

4. Wiazania peptydowe powrdzy aminokwasami takimi jak Ala, lle i Valasbardziej
odporne na hydroliz od pozostatych dlatego zéiatka lub peptydy zawiergge takie
bloki powinny by hydrolizowane dizej, np. 48 godzin.

Poza tymi regutami naty pamketac jeszcze o dwoéch prawidtodciach, ktorych
zaobserwowanie nie pomoéc w diagnozowaniudaldw popetnionych podczas hydrolizy lub
przygotowania prébki. Przede wszystkim nieproparajaie niski w stosunku do oczekiiva
poziom zarowno Asp jak i Gluwiadczy o zanieczyszczeniu prébki jonami metali.
Nieproporcjonalnie natomiast wysoki poziom reszty,GSer oraz Alaswiadczy o
zanieczyszczeniu probki kurzem, acwizywaniu diugo sktadowanych w otwartym miejscu
koncéwek lub probowek, korzystaniu z wody stmj w otwartym naczyniu itp. Bardzo dabr
metod, pozwalajca na rzeteln ocer calego procesu analitycznego jestyaie podczas
kazdej analizy aminokwasowe] biatka kontrolnego (ndbuaiiny wotowej lub (-
laktoglobuliny) i sprawdzenie, czy uzyskany po amelskliad aminokwasowy takiej proby
kontrolnej zostat rzetelnie odwzorowany. Oprocz idpkkontroli jakaciowej warto
zastosowa kontrok ilosciowa, czyli dodatek do oznaczanego biatka wzorca wgenego

np. nietypowego i zarazem tatwego w detekcji amivexu. Takim powszechnie stosowanym



wzorcem wewaetrznym jest norleucyna. Oldlenie jej odzysku po wszystkich operacjach
analizy aminokwasowej pozwala na bardziej rzetelnezenia ilgciowe.

Pomimo tego,ze standardowa kwaa hydroliza uwzana jest za metgdzapewniaca
najlepsze wyniki w analizie sktadu aminokwasowegmel i peptydéw to jednak w wielu
przypadkach nie nmmma zaakceptowa jej gtownej wady w postaci braku movosci
oznaczenia tryptofanu i cysteiny. \¥awvie wigc mazna powiedzié, ze wszystkie
alternatywne metody hydrolizy chemicznej zostatyragpwane gtéwnie z ndla o
prawidtowym odzysku tych dwoch aminokwasow, a wzegolndci tryptofanu. Zaczynag
od prezentacji metody najprostsze] nglezauwayé¢, ze tryptofan daiki swej budowie
chemicznej i wlasniwiom spektralnym jest zwizkiem, ktory mana stosunkowo tatwo
oznaczy w biatku lub peptydzie metodami spektrofotometnyeni, a wic bez koniecznii
hydrolizy i stosowania technik analizy aminokwaspw&/ celu unikngcia falszujcego
wptywu pofatdowania tacucha polipeptydowego na widmo tryptofanu probliatka
rozpuszcza giw stzonym roztworze chlorowodorku guanidyny lub mocznpicavoduacym
rozwiniccie jego struktury. Nagpnie dokonuje si pomiaru widm absorbcyjnych takiego
roztworu w ultrafiolecie i komputerowo obliczag¢sdrugorzdowe pochodne widma.
Odpowiednie przeliczenie stosunku wadicabsorbancji w kolejnych minimach i maksimach
pochodnych widma pozwala na $&doprecyzyjne wyliczenie zawado tryptofanu oraz
proporcji zawartéci tego aminokwasu w stosunku do tyrozyny. Niestetyh takiego
oznaczenia jest mata cz&ooraz wraliwo$¢ na obecn& ugrupowa chromoforowych w
biatkach. Rzetelniejsze i czulsze oznaczenia tfgpto zapewniaj tylko techniki analizy
aminokwasowej. W praktyce do oznaczania tryptofatasuje si hydrolizz enzymatycza
biatka lub taki rodzaj hydrolizy chemicznej, ktonje powoduje rozkiadu ugrupowania
indolowego tego aminokwasu. Wyrdamy trzy rodzaje metod hydrolizy chemicznej
chronicej tryptofan. Pierwsza to hydroliza alkalicznaastpsowaniem atonych roztworow
NaOH, LiOH czy Ba(OH) Druga grupa obejmuje hydradizv tradycyjnym kwasie solnym
wzbogaconym dodatkiem takich odczynnikow jak kwaglikolowy, -merkaptoetanol,
etanoditiol czy tryptamina, natomiast trzecia grupahydroliza w zawieragych siarlg
kwasach organicznych do ktérych zaliczamy kwagstoluenosulfonowy, kwas
metanosulfonowy oraz kwas merkaptoetanosulfonowyetoslly te zapewnigj odzysk
tryptofanu srednio w granicach od siedemdzigsu do dziewe¢cdzieseciu kilku procent.
Niestety mimo obfitéci tych przepiséw nalgy stanowczo zaznacgyze zaden z nich nie daje
rownoczesnej mdiwosci rzetelnego oznaczenia innychz niryptofan aminokwaséw. Po

prostu skuteczna ochrona tryptofanu znaczniez@bodzysk pozostatych aminokwaséw albo



tez interferuje znacznie ze stosowanymi reakcjamildgf@aymi. W sumie w¢c w przypadku
konieczndci rzetelnego wyznaczenia kompletnego sktadu amimskbw danego biatka
naleey przeprowadzi dwie hydrolizy: jeda klasyczm kwasna i jedm alternatywn,
przeznaczomwytacznie do oznaczenia tryptofanu.

Oznaczanie cysteiny w wgkiszaci przypadkéw sprowadzaegsdo przeksztalcenia cysteiny
przed hydroliz do jakieg stabilnej pochodnej. Najprostszaka metod, modyfikacji jest
utlenienie cysteiny za pomg@dkwasu nadmrowkowego do trwatego kwasu cysteinowego
czyli przeksztalcenie ugrupowania —SH do stabilioemy —SQ". Pod dziataniem kwasu
nadmréwkowego ulegajprzeksztatceniu wolne reszty cysteiny danego hiatdodatkowo
dochodzi do rozerwania i modyfikacji cysteiny czgiostkow disiarczkowych. Ze wzglu
na niskie pH reakcji f&cuch polipeptydowy ulega znacznemu rénieniu, kwas
nadmrowkowy ma tatwy dogh do wszystkich cystein oraz mostkow,edba jest wic
uprzednia denaturacja i redukcja biatka. Whémvym rezultacie otrzymujemy doiowe i
rzetelne oznaczenie wszystkich obecnych w danytkibr@szt cysteinowych i tych wolnych

i tych zaangzowanych w wizania disiarczkowe. Ubocznym dziataniem kwasu
nadmréwkowego jest ponadto dowe przeksztatcenie metioniny w sulfon. Ponigwa
wspomniano poprzednioze metionina podczas kéme] hydrolizy ulega powolnemu
utlenieniu do trudno oznaczalnej mieszaniny swfttbw to taka konwersja do trwalego
sulfonu metioniny mge by traktowana jako dodatkowa zaleta traktowania kwase
nadmrowkowym. Niestety zaleta ta jest niwelowanzeprnajpowzniejsz wac utleniania
biatka tym kwasem, ktérjest rozktad reszt zarowno tryptofanu jak i tyrogyPonadto ze
wzgledu na silnie hydrofilowy charakter PTC-pochodnepkw cysteinowego utrudnione jest
jej analizowanie za pomaqoopularnej reakcji z PITC i gdiejszemu rozdziatowi na RP-
HPLC.

Inne metody konwersji cysteiny do trwatych pochaonypolegai na alkilacji jej grupy
tiolowej i nie posiadaj wymienionych wad i#ycia kwasu nadmréwkowego. Niestety te
metody konwersji musz by¢ poprzedzone dodatkowym etapem redukcji mostkow
disiarczkowych biatka, Za po procedurze redukcji i alkilacji konieczne jggiszcze
dodatkowo odsolenie probki. Redukcprzeprowadza ei ditiotreitiolem (DTT) lub 2-
merkaptoetanolem w buforze denataoym, utatwiajcym dosgp odczynnika redukagego
do wszystkim mostkéw disiarczkowych upakowanegotkhia Nastpnie alkiluje s¢
uwolnione grupy —SH, przy czym nalepamttac, ze odczynnik alkilujcy musi by dodany

w znacznym nadmiarze molowym w stosunku ddcilaecystein oraz dodanego odczynnika

redukupcego. Najczsciej stosowane odczynniki alkihge to: jodoacetamid lub kwas



jodooctowy (pod wptywem ich dziatania tworzy ¢si odpowiednio
karboksyamidometylocysteina lub karboksymetyloapste 4-winylopirydyna tworzy
pirydyloetylocysteir, akrylamid — propionamidocysteina z N-izopropylidoacetamid tworzy
si¢ N-izopropylokarboksyamidometylocysteina. Powstptechodne cysteinyasnie tylko
stabilne podczas hydrolizy lecz dodatkowo ich czaetgncji, z najogciej wywanych do
rozdziatu kolumn, nie kolidgj z czasami retencji innych aminokwasOw. Ponadtd, an
redukcja prébki biatka lub peptydu, aniztp&niejsza alkilacja nie powoduje znacgch
modyfikacji innych aminokwasow. Jak juz wspomniajeolyrna wach omawianej metody jest
to, ze po procesie redukcji oraz alkilacji probka jegensywnie zasolona. Ponieivanetody
odsalania probek biatkowych lub peptydowych przgdrbliza omoéwiono wczéniej, tutaj
nalezy tylko przypomnié, ze mog one polegéa na zastosowaniu chromatografii RP HPLC,
kolumienek SepPak C-18adl> tez na odsalaniu na membranach potprzepuszczalnych. W
trym przypadku, ze wzgtlu na obecni® odczynnikbw denaturagych, nie stosuje &i
odsalania za poma@recypitacji.

Na zakaczenie omawiania metod uzyskiwania stabilnych pasld¢gdrolizy pochodnych
cysteiny warto zaprezentowaoraz czsciej stosowaan bardzo wygods metod jednoczesnej
redukcji oraz alkilacji biatka prowadzemw fazie gazowej. Metoda ta wykorzystuje fake,
jeden z omoéwionych juodczynnikow alkilujcych, 4-winylopirydyna, jest ciegdotna. Do
redukcji stosuje si réowniez lotny odczynnik redukapy z grupy fosfin. Sama metoda
redukcji i alkilacji w fazie gazowej bardzo przypma omowione ja rozwigzanie stosowane
przy hydrolizie gazowej. Wysuszone na dnie probéwiatko lub peptyd umieszczagsiwe
wigckszym zamkngtym naczyniu na dnie ktérego znajduje snieszanina tributylofosfiny
oraz 4-winylopirydyny. Naczynie zamykagsszczelnie, i po wypompowaniu powietrza
umieszcza w temperaturze 60°C. W tych warunkach adizynniki w stanie gazowym
redukuja i zarazem alkilagjgrupy —SH, nie reagag ze soh. Po ukaczeniu reakcji probk
suszy st i bezpgdrednio poddaje hydrolizie w fazie gazowej bez komme$ci odsalania.
Ograniczeniem tej metody jest nietrwatdributylofosfiny, wréaliwos¢ na slady tlenu lub
wilgoci komplikujaca przechowywanie tego odczynnika i dodatkowo jsijoe wiasnéci

trujace.



7.5. Interpretacja wynikow analizy sktadu aminokwa®wego

We wszystkich przedstawionych technikach stosowlanyanalizie sktadu aminokwasowego
wyniki ilosciowe pochodz 2z cyfrowej obrébki uzyskanych chromatogramow,
elektrochromatogramow,aliz tez widm masowych. Przed sgroznaczé uktad analityczny
kalibruje sg, rozdzielagc zestaw standardow ficiowych poszczegolnych aminokwasow. Na
podstawie takich rozdziatow kalibracyjnych odeesk indywidualny czas pojawianiagsha
chromatogramie danego, konkretnego aminokwasu okao definiugce tolerang tego
czasu. Oczywcie im technika rozdziatu jest bardziej precyzyjm@owtarzalna tym okno to
jest mniejsze lecz jego definiowanie jest nighie, bowiem pojawienie i na
chromatogramach badanych probek szczytu umiejsemgim poza oknami zdefiniowanych
wczesniej aminokwasowswiadczy o obecrii w prébce nieznanych i nieskalibrowanych
substancji. Na podstawie zintegrowanego pola paeferi pod szczytami poszczegodlnych
aminokwaséw standardowych oraz na podstawie potiamyzez operatora ich Hoi
okreslonych w molach, komputer wyznacza krzywe kalibjaey czyli okréla zalenosé
matematycza miedzy polem powierzchni szczytu danego aminokwasga jlcscia. Na tym
etapie kaczy sk kalibracja uktadu i mina przysipi¢ do serii rozdziatdbw probek badanych.
Po kadym takim rozdziale program identyfikuje poszczegdlaminokwasy probki
wykorzystupc do tego zdefiniowane wcggej okna czasowe, oblicza pole powierzchni pod
kazdym szczytem i na podstawie krzywych Kkalibracyjnyalylicza konkretne iléci
oznaczanych zwgkow. Programy sterage analiz aminokwasow znacznie ufatwiaj
zar6wno kalibragj jak i p&niejsze obliczenia ikriowe. Zazwyczaj ingerencja operatora
ogranicza s jedynie do okréenia najbardziej optymalnych parametrow integraciji
chromatogramow, czyli po prostu do ,nauczenia” koibepa rozpoznawania szczytow
aminokwasowych w taki spos6b aby nie dochodzito falszywego interpretowania na
przyktad szumaow linii podstawowej jako szczytéw gadianych integraciji.

Konkretnym wynikiem, ktory otrzymuje gipo skaiczonej analizie jest tabela zawiexs
ilosci poszczegolnych aminokwaséw w badanej prébce. dMesieniu do analizy sktadu
wolnych aminokwaséw niebiatkowych, pochadych na przyktad z probki moczu lub osocza
krwi, uzyskane wielkéci przelicza si uwzgkdniajac obgtos¢ probki wzktej do analizy i
przedstawia najeZciej jako mikromole aminokwasow przypasizg na litr badanego ptynu
fizjologicznego. Wynik taki pozwala na wygniecie wnioskow, czy przyktadowo poddana

analizie prébka moczu nfie sic w zakresie norm fizjologicznych zdrowego cztowieka



Inaczej jest w przypadku, gdy uzyskany wynik mairdefva¢ sktad aminokwasowy biatka
lub peptydu. Wéwczas rezultaty analizy 2na przedstawi na kilka sposobow liczbowych
dostosowanych do warunkow interpretacji. Najprostszypadek dotyczy wynikéw analizy
aminokwasowej facucha polipeptydowego o znanej sekwencji. Wowczaskane stzenia
poszczegolnych aminokwasow &iu bezpdrednio do precyzyjnego obliczeniagstnia
takiego biatka lub peptydu. W przypadku probek eznanej masie molowej lubztalla
mieszanin kilku biatek, najezciej stosowanym sposobem przedstawiania wynikowizna
skladu aminokwasowego jest procent molowy. Gllarek go w postaci procentowych #oi
molowych poszczegodlnych aminokwaséw w stosunku dmysilosci moli wszystkich

oznaczonych aminokwasow badanej probki:

oznaczona ilos¢ moli tego aminokwasu

procent molowy danego aminokwasu = x100%
catkowita ilos¢ moli wszystkich

oznaczonych aminokwasow

Taki procent molowy jest wéaie podstawowym parametremzywanym przy prébach
identyfikacji biatka na podstawie jego sktadu ankwwasowego. Program komputerowy
przeszukuje baz danych sekwencji poznanych bialek, oblicza procentolowe ich
aminokwaséw i wybiera te biatka, ktorych skiad epjej pasuje do oznaczanego w naszej
analizie. Ze wzgldu na olbrzymy ilos¢ potrzebnych oblicze tego typu wyszukiwanie
podobigéstw jest maliwe tylko w duzych, wyposaonych w superkomputery centrach
bioinformatycznych. Wiele centrow komputerowych pesrednictwem internetu oferuje
bezptatny dosp do serwisu przeszukitabaz danych sekwencji (np. pod adresem
http://us.expasy.org/tools/aacomp/). Korzystantakiego serwisu nie wymaga instalowania
dodatkowego oprogramowania na komputerzgtkownika, cata procedura przeszukiwania
jest bowiem realizowana przez serwer bazy danychpaaednictwem przegdarki
internetowe]. Oczywicie identyfikacja biatka na podstawie jego sklachirmkwasowego nie
jest tym samym co bezpednia identyfikacja ok&ana na podstawie sekwencji. Ze waiyl
jednak na znacznie zsze Kkoszty analizy aminokwasowej w porOwnaniu z

sekwencjonowaniem mie by ona bardzo iyteczna w wielu dziedzinach chemii biatek.
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