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Methodical Study of PTH-aminoacids Hydrolysis

W 1950 r. Ed m a n opracowal dla peptydéw i bialek technike oznaczania N-kon-
cowych aminokwaséw (3, 4). Najogolniej polega ona na tym, ze na badany sub-
strat w $rodowisku slabo alkalicznym dziala sie fenyloizotiocyjanianem otrzymujac
w ten sposob fenylotiokarbamylowe pochodne (PTC-pochodne), ktére nastepnie w
$§rodowisku kwasnym uwalniajg fenylotiohydantoinowg pochodng N-koncowego ami-
nokwasu (PTH-aminokwas). W naszej pracowni przeprowadzajgc POWYZsSZym Spo-
sobem badania nad sekwencja aminokwasowg antygendéw tezcowych (11), napotkano
na trudnosci w okresleniu PTH-aminokwaséw. Manifestowalo sie to tym, iz na chro-
matogramach otrzymywano plamy rozmyte i wzajemnie zachodzgce na siebie.

Elliott i wsp. (5), Freankel i wsp. (cytat-2), Joffe i wsp. (7) oraz K1li-
mek i wsp. (11) prébowali omingé te niedogodno$é poprzez zamiane PTH-po-
chodnych w wolne aminokwasy. Wedlug naszej oceny jest to bardzo wazny szczegél
uzupelniajacy metode Edmana, poniewaz identyfikacja aminokwaséw w takiej
formie nie stanowi problemu.

We wszystkich powyzszych pracach zagadnienie hydrolizy PTH-aminokwaséw
jest potraktowane fragmentarycznie bez jakiegokolwiek szczegélowego opisu. Chcac
uzupelni¢ te luke postanowiono sprawdzi¢, czy hydroliza PTH-aminokwasow za-
chodzi ilosciowo bez strat czy dla wszystkich aminokwaséw jednakowo i czy wresz-
cie sg takie PTH-aminokwasy, ktore hydrolizie nie ulegaja. OdpowiedZ na powyz-
sze pytanie jest bardzo istotna nie tylko w odniesieniu do badan ilosciowych, ale
przede wszystkim jakosciowych zwigzanych z okresSleniem sekwencji aminokwaso-
wej od strony wolnej grupy aminowej.

MATERIAL I METODY
Wzorce: zestaw aminokwaséw oraz PTH-aminokwaséw, uzupelniony przez:

PTH-Ala, FTH-Arg, PTH-Asp, PTH-Glu, PTH-Tre, PTH-Tyr otrzymane wg Sjo6-
quist (14). Wszystkie standardy wykazywaly chromatograficzng jednorodnosé.
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Odczynniki: pirydyna (ogrzewano 3 godziny pod chlodnica zwrotng nad KOH
i bezposrednio przed uzyciem destylowano zbierajgc frakcje 115—116°C), {enyloizo-
cyjanian, 1 N NaOH, 1 N HCI, 5,7 N HCI, nasycony wodny roztwoér Ba(OH),.

Fabryczne PTH-aminokwasy oraz z wlasnej syntezy poddawano kwasnej hy-
drolizie 5,7 N HCl (2) oraz zasadowej nasyconym roztworem Ba(OH), (7). Ilos$é
uwolnionego aminokwasu okreslano chromatograficznie wobec odpowiednich wzor-
c6w przy uzyciu bibuly Whatman 3 w ukladzie rozwijajacym: n-butanol, kwas
octowy lodowaty, woda (4:1:1) v'v (8). Do uwidocznienia aminokwaséw na bibule
stosowano odczynnik ninhydrynowo-kadmowy (75 mg CdCl,, 6 ml H,O, 0,3 ml kwas
octowy lodowaty, 100 ml aceton, 0,5 g ninhydryna). Barwne plamy odpowiadajgce
aminokwasom wycinano i eluowano 70% metanolem (9, 12). Fotometrowanie barw-
nych eluatéw przeprowadzono wobec slepej proéby, przy dlugosci fali 570 nm, w
szklanych naczynkach o grubosci 1 cm, za pomocg spektrofotometru ,,Specol”. Dla
kazdego aminokwasu wyznaczano Kkrzywg wzorcowsy, z ktorej odczytywano zawar-
tos¢ aminokwasu w hydrolizatach. Straty zachodzgce podczas hydrolizy odrowied-
niej pochodnej PTH, obliczano w procentach poréwnujac doswiadczalnie okres-
long ilo$¢ uwolnionego aminokwasu z teoretyczng przy zalozeniu, ze hydroliza za-
chodzi do konca bez zadnych ubytkow.

Wszystkie wzorce i odezynniki pochodzily z Hurtowni Chemicznej — Gliwice.

BADANIA WLASNE

Hydroliza kwa$na PTH-aminokwaséw. 10 mg PTH-aminokwasu hy-
drolizowano w obecnosci 1,5 ml, 5,7 N HCI przy 135—150°C przez 16 go-
dzin w zatopionych szklanych ampulkach. Skladniki lotne usuwano w
eksykatorze prézniowym nad stezonym H,SO, W czesci nielotnej okres-
lano ilo§é uwolnionego aminokwasu.

Hydroliza zasadowa PTH-aminokwaséw. 10 mg PTH-aminokwasu hy-
drolizowano w obecnoéci 1,5 ml nasyconego Ba(OH), przy 105—135°C
przez 16 godzin w zatopionych szklanych ampulkach. Nadmiar wodoro-
tlenku usuwano poprzez wytracenie niewielkim nadmiarem rozcienczo-
nego H,S0, po czym roztwér z osadem saczono przez lejek z wkladka
szklana. Skladniki lotne roztworu usuwano w eksykatorze prézniowym
nad stezonym H,S0,; W czeSci nielotnej okres$lano iloéé uwolnionego
aminokwasu.

Analiza iloSciowa aminokwaséw pochodzacych z hvdrolizy aminokwasow

Suchag pozostalo§é po kwasnej wzglednie zasadowej hydrolizie, roz-
puszczano w 0,2 ml wody podwéinie przekroplonej. Prébki zawierajace
wolne aminokwasy nanoszono na bibule Whatman 3. Obok na tym samym
arkuszu nakraplano wodne roztwory wzorcowego aminokwasu o wzra-
stajacym gradiencie stezenia. Rozwijano w ukladzie: n-butanol, kwas
octowy lodowaty, woda w stosunku objetosciowym 4:1:1. Polozenie po-
szczegdlnych aminokwaséw okre§lano przy pomocy odczynnika kadmo-
wego. Barwne kompleksy DYDA+Cd eluowano 70% metanolowym roz-
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tworem 1 fotometrowano wobec $lepej proby. W oparciu o wzorce kre§-
lono krzywa, z ktérej odczytywano zawarto$¢ aminokwasu po hydroli-
zie, po czym porownywano z iloscig aminokwasu, wyliczona w odnie-
sieniu do probki wyjsciowej PTH-aminokwasu, przyjmujac, ze ta ostat-
nia ulega calkowitej hydrolizie bez ubocznych reakcji. Stad na drodze
rachunkowej ustalano procent odzyskanego aminokwasu. Wyniki zamiesz-
czono w tab. 1.

OMOWIENIE WYNIKOW

Punktem wyjscia w poznaniu bialka jest okreslenie jego natury che-
micznej. W zwigzku z tym opracowano szereg sposobow pozwalajacych
rozwigzac ten problem (1, 6, 10, 13). Wsrod nich specjalng pozycje zaj-
muje technika fenyloizotiocyjanianowa (3, 4) prowadzaca do otrzymywa-
nia w srodowisku kwasnym PTH-aminokwasow stanowigcych N-kornco-
we fragmenty lancucha polipeptydowego badanego substratu biatkowe-
go. Ta znakomita metoda pozwala na ilo§ciowa degradacje koncowych
fragmentéw w kilku nastepujacych po sobie cyklach. Zdaniem naszym
wystepuja jednak pewne klopoty z rozdzieleniem i identyfikacja otrzy-
manych PTH-aminokwasow. Wynika to z tego, iz na chromatogramach
zle rozdzielaja sie poszczegdlne pochodne, zaréwno w przypadkach nos-
nika bibulowego jak i tez zelowego. W zwigzku z tym we wezeéniejszych
badaniach zwiazanych z ustaleniem struktury toksoidu tezcowego posta-
nowiono zrezygnowaé z bezposredniego oznaczania PTH-aminokwaséw,
bowiem tg drogg w warunkach, w jakich prowadzono do$wiadczenia nie
otrzymano nigdy jednoznacznej odpowiedzi. Zupelnie dobre wyniki uzys-
kano gdy PTH-aminokwasy poddawano kwasnej hydrolizie, a uwolnio-
ne w ten sposéb aminokwasy okreslano wobec wzoreoéw przy uzyciu chro-
matografii bibulowej (11). Trzeba jednak dodaé, ze zaréwno wlasne ba-
dania jak tez wczesniejsze nie dawaly odpowiedzi w przedmiocie, czy
powyzsza hydroliza przebiega ilociowo i czy w jednakowym stopniu
gbejmuje wszystkie aminokwasy. OdpowiedZ na to pytanie postanowilis-
my udzieli¢ w przedstawionej pracy. Chcac mie¢ pelniejszy obraz zagad-
nienia postanowiono rozszerzy¢ go o hydrolize zasadowsg wykonang przy
pomocy nasyconego wodnego roztworu Ba(OH),.

Z przeprowadzonych do$wiadczen niedwuznacznie wynika, ze proces
hydrolizy dotyczy wszystkich przebadanych aminokwaséw i to zaréwno
w $rodowisku kwasnym, jak i zasadowym. Tab. 1 przedstawia wyniki ba-
dan zwiazanych z ilosciag uwolnionego aminokwasu z odpowiedniej od-
wazki wzorcowego PTH-aminokwasu. Tabela zostala tak pomyslana, aby
obok powyzszego znajdowala sie réwniez teoretyczna ilo§¢ aminokwasu,
obliczona przy zalozeniu, ze hydroliza przebiega do konca bez strat.
Poréwnanie tych wartoéci pozwolilo na ustalenie w procentach odzyska-
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nej ilosci aminokwasu. Z zestawienia wynika, ze najmniejsze straty do-
tyczg PTH-Glu i najwyzsze PTH-Pro. Rownoczeénie nie mozna odpo-
wiedzie¢ czy mniejsze lub wieksze ubytki odnosza sie do kwasnej, czy
zasadowej hydrolizy. Sprawy te ksztaltujg sie roznie. Na przyklad dla
PTH-Ala mniejsze sg w Srodowisku kwasnym, a w przypadku PTH-GIi
w Srodowisku zasadowym. Z tego powodu nie ma zadnych podstaw, aby
preferowaé kwasng lub alkaliczna hydrolize. Jedynym argumentem wska-
zujacym na wieksza uzytecznosé pierwszego sposobu jest to, Ze jest mniej
klopotliwy w wykonaniu. Uwazamy takze, ze wykorzystanie uwolnionych
aminokwasoéw do celow iloSciowych nie moze by¢ brane pod uwage ze
wzgledu na straty zachodzace w powyzszym procesie. Z drugiej strony
stwierdzono duzg uzytecznosé hydrolizy PTH-pochodnych, bowiem otrzy-
mane na tej drodze aminokwasy nadaja sie do chromatograficznego roz-
dzialu i identyfikacii.

Wnioski

1. Wszystkie badane PTH-aminokwasy ulegaja zaréwno kwasnej,
jak i zasadowej hydrolizie.

2. Tlo$é uwolnionego aminokwasu zalezy od rodzaju badanej PTH-po-
chodnej i waha sie w granicach: 3,75—95%.

3. Dla PTH-pochodnych: Ala, Arg, Asp-NH,, Cys, Glu, Met, Tre, Try
i Tyr, ilo$¢ uzyskanych aminokwaséw jest wieksza w Srodowisku kwas-
nym niz zasadowym; dla PTH-pochodnych: Asp, Gli, Leu, Pro, Ser i Wal
sprawa przedstawia sie odwrotnie.

4. Zaleca sie stosowaé¢ uwalnianie aminokwaséw w srodowisku kwa$-
nym, poniewaz wykonanie zasadowej hydrolizy stwarza wiele praktycz-
nych trudnosci.

5. Do identyfikowania N-koncowych aminokwasow tancucha polipep-
tydowego mozna zastosowaé technike uwalniania aminokwaséw z odpo-
wiednich PTH-pochodnych.

6. Do analizy ilo$ciowej proponowanej techniki nie nalezy stosowaé
ze wzgledu na nieregularne straty, jakie zachodza zaré6wno podczas kwas-
nej, jak i zasadowej hydrolizy.
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PE3OME

Bce PTH-amuHOKuCAOTE NOAAAKOTES KMCNOMY M LLENOYHOMY TMAPONM3Y.
Konuuecteo ocBoBOMACHHON aMUHOKMCNOTEl 38BUCUT OT BMAA MCCNEAOBaH-
Horo cybcTpata u konebnetcsa s npegenax 3,75 — 95%. MonyuenHsle Ta-
KMM OBPA3OM AMMHOKMUCIIOTBI MOMHO XPOMAaTOrpatuueckm uAeHTMdULMU-
posarb.

SUMMARY

All PTH-aminoacids are subject to acid and alkaline hydrolysis. The
quantity of liberated aminoacid depends on the type of examined sub-
stratum and fluctuate between: 3,75 — 95%. Aminoacids which are re
ceived in this way can be identified by chromatography.



