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A fehérjék végcsoportjait képez6 aminosavak meghatarozasa a fehérje-
szerkezet-kutatas egyik fontos részét képezi. Azonositasuk kisebb molekulak
esetében felvilagositast nyudjthat a szekvencidra, nagymolekulasulyl fehérjék
esetében a szekvencia meghatarozasanak fontos lépéset jelenti. A végcsoportok
mennyiségi viszonyainak ismerete moédot nyujt arra, hogy kovetkeztessink
a feherjét alkot6é polipeptidlancok szamara, valamint természetére.

A fehérje molekuldban mindig talalhaté szabad aminocsoportot és szabad
karboxilcsoportot tartalmaz6 lancvégi aminosav rész. Ezek szokasos megjelo-
lése: N-termindlis és C-termindlis aminosav. A terminalisok analizisére sok
maddszer ismeretes. Funkciondlis szempontbdl azonban csak két eljarast kulon-
boztetlink meg: a tisztan kémiai reakciokon alapuld meghatarozasokat és a
specifikus enzimek segitségével torténd lebontasokat.

Altalanos érvényu és jél, biztonsagosan alkalmazhaté mddszerek elsGsorban
az N-terminalisok meghatarozasara ismeretesek. Ezekrél a sikérfehérjék vonat-
kozéasaban tébb kézlemény (1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8) ad tajékoztatast.

Barmilyen jelentds is a C-termindlis, mint a polipeptidlanc jol definialt szer-
kezeti részlete, mddszertani szempontbdl meghatarozasa messze elmarad az N-
terminalisokhoz viszonyitva, nincs atfog6 altalanos és minden igényt kielégité
metodika. A gyakorlatban elterjedtebb mddszerek: a Tiohidantoinos, hidrazino-
lizises, karboxipeptidazos, tovabbd a Bergman—Zervas lebontds és a LiAlH4-es
redukcio. A felsoroltak kozil f6leg az els6 harom terjedt el a gyakorlatban.
Mi mindezekkel a mddszerekkel végeztik a vizsgalatokat, mivel az az é&ltalano-
san elterjedt felfogds, hogy a C-végcsoportok meghatarozasanal tébb egymastol
figgetlen eljarast érdemes és sziikséges alkalmazni. igy a sikérfehérjére vonat-
kozo vizsgalatainkndl a biztonsdgos eredmények elérése végett egyiittesen alkal-
maztuk a hidrazinolizises, tiohidantoinos eljarast és a karboxipeptidazos lebon-
tast. Jelen értekezésben a hidrazinolizissel végzett C-terminalis meghatarozasaink-
rél szamolunk be.

A sikérfehérjék C-termindlis csoportjairél nagyon kevés adat all rendelke-
zésre. Frejman és tsai (17) szovjet buzak gliadinjainal glutaminsav, aszparagin-
sav és cisztein C-terminalisokat mutatott ki. Mennyiségi vizsgalatokat nem
végeztek.

Néhany mddszertani kérdés
Munkéankat a rendelkezésre all6 szakirodalomban talalhat6, mas fehérjék
vizsgalatara leirt modszerekkel kezdtik. Els§ IéEésként az egyes eljarasokat
ismert anyagokkal (aminosavak, peptidek) végeztiik. Ennek soran tébb mdédszer-
tani probléma merdlt fel mind az e%(yes reakciok kivitelezésénél, mind a kelet-
kezett termékek elkilonitésénél és kimutatasanal. Ezek megoldasanak moédo-
zatait kidolgoztuk és annak ellenére, hogy minden zavar6 kdérilményt nem lehe-
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tett kikiszdbolni, ill. okait tisztazni, céljainknak megfelel6 eljarasokat alakitot-
tunk ki.

Peptidek és fehérjék C-terminalis csoportjainak meghatarozasara Akabori
és mtsai (9) vezették be a hidrazinolizist. Ezen eljaras sordn érdekes reakcid
jatszodik le: a hidrazin hatadsara minden peptidkotés felszakad és kozben a
CO-csoportokon savhidrazidok keletkeznek. A lancvégi szabad karboxilcsoporto-
kon ez a reakci6 nem megy végbe és igy a C-termindlis aminosavak szabad
allapotban maradnak.

A reakci6 vazlata a kovetkez6

R F|a R
|
HUN - éH- CO- NH- CH- COOH +HN- NH,— H2N- CH- CO-NH- NH2+
peptid hidrazid

+H2N-CH-COOH

szabad aminosav
(C-terminalis)

A keletkezett hidrazidok benzaldehiddel, Schiff-bazis jellegli kondenzacios
termékekké alakithatok at, amelyek nehezen oldhat6 vegyuletek, igy kénnyen
eltavolithatdk, és oldatban csupan a C-terminalis aminosavak maradnak. A hid-
razinolizis kivitelezésénél tébb tényez6t kell figyelembe venni, és az egyes vizs-
galati korulményeket pontosan be kell tartani, mivel csak igy juthatunk meg-
bizhaté kvantitativ eredményekhez. Adott fehérjéhez meghatarozott optimalis
hidrazin felesleg és megszabott reakcioid6 szikséges. Roévidebb reakcididd
esetén el6fordul, hogy di- és -tripeptidek hasadnak le és ezeket hatarozzuk meg
C-terminalisként. Nagy hidrazin felesleg és tal hosszu reakcioid6 esetén bizonyos
veszteségek lépnek fel. Erre vonatkozban Philips (10) végzett vizsgalatokat
néhény ismert aminosavval és megallapitotta, hogy az alanin 44%-a, a glicin
20%-a és a lizin 59%-a elvész a folyamat alatt.

Az aminosavak legnagyobb része aranylag stabilis marad a hidrazinolizis
soran és 0,5—9,85 ekv/mol kitermeléssel allithatdk el6 hidrazidjaik. A glutamin-
savnal és aszparaginsavnal a hozam kisebb és esetenként valtoz6 (0,2-0,8
ekv/mol). A hidrazinolizis soran a kéntartalmd aminosavak gyakorlatilag telje-
sen elbomlanak, igy a cisztein és a cisztin nem mutathaték ki. Egyes esetekben
megfigyelték, hogy a metionin stabilis szulfoxidda alakult at, az arginin pedig
deguanilezddik és ornitin képzddik.

Tobb aminosav hidrazidja kénnyen bomlik és ez okozhatja, hogy tévesen
végcsoportnak mutathatd ki. Ez els0sorban a glicin, szerin és treonin esetében
all fenn. Ezért lényeges, hogy a reakcid végeztével a hidrazin felesleget minél
el6bb eltavolitsuk.

A felsorolt nehézségek és hianyossagok ellenére a hidrazinolizises eljaras
alkalmas a C-termindlis meghatarozasara. A mddszer teljesit6képességenek
hatérain belil egyértelm( eredményeket ad, amelyek jol reprodukalhatok.

A vizsgalati anyag el6allitasa

A vizsgalatainkhoz alkohololdhato sikérfehérje (gliadin) frakciot allitottunk
el6. A sikert BL 112 jelzésli petroléterrel zsirtalanitott buzalisztb6l 3%-os
NaCl-os mosas utan nyertiik. A nedves sikért Mc Donald (11) eljarasa szerint

204



dolgoztuk fel. Négyszeres mennyiségli 42%-0s i-propilalkoholban diszpergaltuk,
24 %r_ai allds utan centrifugaltuk, és az oldat tisztajabol higitdssal nyertik a
giiadint. ) B .

Az igy eléallitott fehérjefrakcié fehérjetartalma 91,5%-0s volt és 7,24%
nedvességet tartalmazott.

Vizsgalati modszerek

\A kiindulasi aminosav-0sszeiéiel meghatarozasa

A kiindulasi fehérjefrakcio jellemzésére meghataroztuk annak aminosav
Osszetételét es az egyes aminosavak mennyiségi viszonyait is. A meghatarozas-
hoz sziikséges hidrolizist Mahowald és mtsai Utmutatasa alapjan végeztik (12)
6 n HCl-el. A kéntartalmd aminosavak meghatérozasanal perhangyasavas
oxidaciot végeztink (13) és a ciszteint, cisztint ciszteinsavként, a metionint
ﬁedig metioninszulfoxidként hataroztuk meg. A hidrolizisnél figyelembe vettiik,

ogy a fehérjefrakcioban a peptidkotések kotési energidja igen kiilonbdzé.
Ezert a hidrolizis idejét optimalizaltuk, illetve a kilonbozG hidrolizisekb6l —
amelyek 24, 48, 72 o6rasak voltak —nulla id6re extrapolalva a polipeptidlancok
eredeti aminosav Osszetételét hatdroztuk meg. A ciszteinsavat ciszteinre szami-
tottuk at. A hidrolizatumot vakuum-filmbeparléban (50 °C és N2aram) szarazra
paroltuk és 2,2 pH-ju pufferben oldottuk.

A gliadin hidrolizisénél f6leg a hidroxi-aminosavak bomlasat észleltiik,
amely a szerionéi jelentésebb volt — minthogy 8—10% — mint a treoninnal.
A prolinnal csak kismérték(i bomlas figyelheté meg, ami az aszparaginsav katali-
tikus hatasara vezethetd vissza. Ugyancsak kismérték( bomlast szenved az
arginin, amire a kromatogramban megtalalhaté ornitin utal.

Az aminosavak elvalasztasat és meghatarozasat ,,BC 200 BIOCAL” amino-
sav analizatorral végeztiik. Az elvalasztast egyoszlopos eljarassal hajtottuk
végre Aminex AG-os jelzés(i ioncserélé gyantan, két puffer valtassal.

A puffer: 0,2 Na+ ioner8sségd, 3,25 pH-ju Na-citrat

B puffer: 0,8 Na+ ioner@sségd, 4,29 pH-ju Na-citrat

A meghatarozdshoz Thomas és mtsai (14) altal kidolgozott mddositott
ninhidrin reagenst alkalmaztunk.

Az aminosav meghatarozas eredményeit az 1 tablazatban tintettik fel.

Hidrazinolizis

A hidrazinolizist Fraenkel-Conrat (15) leirasa szerint végeztiik.

1 g széraz, finoman poritott kiindulasi fehérjefrakciéhoz 100 ml vizmentes
hidrazint (16) adtunk és 80%-os vizflrd6n felmelegitettik. Ezt kdvet6en az
elegyb8l No gazarammal Kiliztik a levegét, és az ampulla leforrasztasa utan
105 °C-on 12 6raig végeztik a reakciot. A reakcioidd leteltével viszkozus sargas
folyadékot kaptunk, melyet vakuumfilmbeparloban N, gazaramban 30 °C-on
szérazra paroltunk. Lényeges, hogy a feleslegben levd hidrazint minél hamarabb
eltavolitsuk, mivel az a szabad C-terminalisokban veszteséget okoz. A hidrazin
feleslegének eltavolitasara altalaban a kénsav feletti huzamos tarolast alkal-
mazzak. Tapasztalataink szerint, ha vakuumexikkatorban kénsav felett tdvo-
lijuk el a felesleges reagenst, ahosszl allas miatt a hidrazidok jelentés bomlasa
kovetkezik be ésa felszabaduld aminosavakat, mint végcsoportokat mutathatjuk
ki. A széraz maradékot kétszer desztillalt vizzel (6—8 ml) felvettik és az el6b-
biekkel azonos modon beparoltuk.
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7. tablazat

Gliadin minta aminosavosszetétele

24 é6ra 48 o6ra 72 6ra Extrapoléalt érték
Hidr. idé
/;mol mg % ASA%OO /nno1 mg % ASA%OO ~umol mg % ASA/éOO yumol Ai{éoo

Asparagin sav 0,0154 3,428 2,73 0,0514 3,392 2,70 0,0405 3,396 2,77 3,438 2,77
Threonin 0,0482 2,868 2,28 0,0494 2,939 2,34 0,0425 2,630 2,15 2,94 2,34
Szerin ... 0,1022 5,366 4,28 0,0874 4,588 3,65 0,0967 4,836 3,95 5,37 4,28
Glutaminsav 0,722 53,067 42,25 0,7413 54,435 44,33 0,0762 54,66 44,66 54,63 44,66
Prolin 0,3327 19,13 15,23 0,3143 18,072 14,73 0,3743 17,015 13,90 19,13 15,23
Glicin 0,0067 2,847 2,27 0,0765 , 2,37 0,0706 2,878 2,35 2,87 2,37
Alanin. 0,0688 1,901 1,51 — 1,96 1,60 0,0552 2,077 1,71 2,077 171
Valin... 0,0823 4,815 3,84 0,0769 4,498 3,66 0,0845 5,273 4,80 5,27 4,30
Metionin 0,0252 1,877 1,50 — — — 0,0205 2,535 2,06 2,54 2,06
Izoleucin 0,0754 4,949 3,94 0,0904 5,921 4,82 0,0748 5,65 4,61 5,92 4,82
Leucin 0,1564 10,244 8,15 0,1492 9,773 7,96 0,1454 10,87 8,88 10,87 8,88
Tirozin 0,0332 3,06 2,44 0,0221 2,000 1,63 0,0135 1,335 1,09 3,06 2,44
Fenilalanin 0,0819 6,757 5,38 0,0783 6,459 5,26 0,081 7,71 6,30 7,71 6,30
Lizin ... 0,0100 0,73 0,58 0,0087 0,635 0,52 0,0077 0,60 0,49 0,73 0,58
Hisztidin 0,027 2,092 1,67 0,022 1,720 1,40 0,019 1,541 1,25 2,09 1,67
Arginin.. 0,0284 2,471 1,97 0,020 1,775 1,45 0,020 1,777 1,45 2,47 1,97
Cisztein .. 0,050 3,121 2,48 0,052 3,224 2,58 0,052 3,224 2,58 3,224 2,58
Bemérés: 126,15 mg 126,04 mg 125,97 mg

Higités: 500 X 500 X 500 X *

2. tablazat

Gliadin minta hidrazinolizise

Hidrazinolizis Taldlt aminosavak mennyisége AS/100 AS

146 (©) Szerin Prolin Glicin Alanin Leucin  Tirozin aﬁg[}”]
5 .. 0,54 0,27 0,38 0,14 0,286 0,021 —
6 0,59 0,23 0,41 0,12 0,22 0,02 0,17
10 0,69 0,51 0,68 0,16 0,43 0,022 0,30
12 0,73 0,49 0,67 0,17 0,47 0,027 0,32
14. 0,70 0,50 0,61 0,14 0,50 0,020 0,34




A maradékot 10 ml vizben feloldottuk, 4 ml desztilldlt benzaldehidet
adtunk hozza és 15 oraig erélyesen razattuk. A kivalt csapadékot sziiréssel
tavolitottuk el a rendszerbol. Atiszta oldatot ezutan hideg etilacetattal kiraztuk,
és a vizes fazist elkulonitettiik, majd ezt az el6z6ekben leirt modon bepéroltuk.

A megfelel6 hidrazinolizis id6 kivalasztasara sorozatvizsgalatot végeztiink,
melynek soran 5, 6, 10, 12 és 14 o6ras reakcioid6t alkalmaztunk gliadin alap-
mintak esetében. Az eredményeket a 2. tdblazatban foglaltuk 6ssze.

A reakci6idd és az aminosav-mennyiség kozotti osszefiiggés minden alka-
lommal egy olyan fliggvényt ad, amelynek széls6 értéke van. Meggondolasaink
szerint ezen szels6 értékek adjak az optimumot. Ebbél adodik az altalunk valasz-
tott 12 oras reakcioid6.

A C-terminalis aminosavak kimutatasat és meghatarozasat az el6zéekben
ismertetett médon aminosavanalizatorral végeztiik. A széarazra parolt aminosav-
keveréket 2,2 pH-ju Na-citrat pufferben feloldottuk és aliquot részét az oszlopra

vittlik.
Vizsgéalati eredmények és értékelésiik

A hidrazinolizises eljarassal kapott C-terminalis aminosavakat a 3. tablazat-
ban soroljuk fel.

3. tablazat
Gliadin C-termindlis aminosavai

[AS végcsop./tOO AS]
1 2 3 Atlag

C-termindlis aminosav

Szerin.... 0,696 0,73 0,707 0,71
Prolin 0,91 0,78 0,69 0,79
Glicin 0,62 0,68 0,67 0,65
Alanin 0,16 0,17 0,14 0,15
Leucin . 0,28 0,24 0,22 0,24
Tirozin. 0,02 0,02 0,02 0,02
Fenilalanin 0,36 0,32 0,37 0,35

Az eljaras soran az alkalmazott mddszerrel hét kiillonb6z6 végcsoportos
aminosav jelenlétét sikerilt kimutatni és mennyiségileg meghatarozni.

A hidrazinolizisb8l szarmazé aminosavak kromatogramjan a fenti C-termi-
nalis aminosavakon kivil még néhany ninhidrin pozitiv csucs is lathato, amelyek
az ornitin, alfa-aminovajsav és glikozamin helyén jelennek meg. A kroma-
togramon talalhatok olyan csicsok is, amelyek bizonyos foszforaminosavak
helyén jelennek meg, nevezetesen az o-foszfoszerin, o-foszfotreonin és az o-foszfo-
4-hidroxiprolin. Ezen aminosavak utalhatnak a gliadinban a foszfolipidek jelen-
létére, amelyet megerdsiteni latszik az a tény is, hogy a gliadin hidrazinolizise
ﬁlc’itti éteres extrakcié utan a fent emlitett foszfoaminosavak mennyisége csok-

en.
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WNCMNbITAHUE C-TEPMWHAJIbHBIX AMUHOKUC/IOT MBEJIKOB
KNENKOBUHbI
I. UCMbITAHUE C-TEPMUHAJIbHbIX AMUHOKWUCAOT MUNAOVHA
rMAPA3NHONN3OW

A. Hepgenkosuy v J1. Bénnep

ABTOpbI B MPOLECCE WCCNEAOBAHUA UAPA3NHOMN3HBIM METOAOM MCMbITA N
C-TepMMHaNbHbIE aMUHOKWCOTbI CMMPTOPAcTBOPUMbIX GEIKOB KNEKOBUH Mosy-
UEHHbIX U3 MWEHNYHOR my«u 0BE3XKMPEHHON NeTponeiHbIM adupom BJT 112,

Ansa onpefenenns C-TepMUHa/IbHBIX aMUHOKMUCNOT 3KCMNEPUMEHTANIbHO YCTa-
HOBW/IM CaMble MOLXOAALLME CPOKM PEakuMyW M Ha OCHOBAHUM 3TUX MNPOBOAWIN
rmapasvMHonus. B pesynbTaTe MCMbITaHWiA BbISBUAU 7 KpaiHMX C-rpynn amMmuHoO-
KUCNoT (CepuH, NPOMUH, TAULMWH, anaHuH, NeyuuH, TUPO3UH, (eHunanaHuH) v
onpegennan Ux Kom4yecTso.

Ons xapaktepuctuky obpasija 6e/1KOBOI (pakLMK MAPOM30iA onpesenvn
MX aMUHOKWCNOTHBIA COCTaB.

PRUFUNG DER C-TERMINALEN AMINOSAUREN VON
KLEBEREIWEISS-STOFFEN
I. UNTERSUCHUNG DER C-TERMINALEN AMINOSAUREN DES GLIADINS
VERMITTELS HYDRAZINOLYSE

J. Nedelkovits und L. Woller

Die Verfasser untersuchten die C-terminalen Aminosauren der alkoholldslichen
Eiweiss-stoffe von aus mit BL 112 bezeichneten, mit Petrolaether entfettetem
Weizenmehl bereiteten Kleber mit hydrazinolytischem Verfahren.

Zur Bestimmung der C-terminalen Aminoséuren stellten sie experimentell die
guinstigste Reaktionszeit fest und flhrten die Hydrazinolyse unter Beachtung
derselben durch. Das Ergebnis ihrer Versuche war Nachweis und quantitative Be-
stimmung von 7 C-terminalen Aminoséuren (Serin, Prolin, Glycin, Alanin, Leucin,
Tyrosin, Phenylalanin).

Zwecks Charakterisierung der Eiweissfraktion probe wurde nach der Hydrolyse
ihre Aminosaurezusammensetzung betimmt.
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INVESTIGATION INTO THE C-TERMINAL AMINO ACIDS OF GLUTEN
PROTEINS.
I. STUDY OF THE C-TERMINAL AMINO ACIDS OF GLIADIN
BY HYDRAZINOLYSIS

J. Nedelkovits, and L. Waller

The C-terminal amino acids of the alcohol soluble proteins of gluten obtained
from wheat flower defatted by petroluem ether BL 112 were examined by the
hydrazinolytic procedure.

In order to determine the C-terminal amino acids the optimum reaction
time was established experimentally. As a result of the experiments 7 C-terminal
amino acids (serine, proline, glycine, alanine, leucine, tyrosine and phenyl-
alanine) could be detected and determined quantitatively.

In order to characterize the protein fraction sample the amino acid com-
position was determined after hydrolysis.

EXAMEN DES AMINOACIDES C-TERMINAUX DES PROTEINES DU
GLUTEN.
I. LA MISE AU POINT DES AMINOACIDES C-TERMINAUX DE
LA GLIADINE PAR L’HYDRAZINOLYSE

J. Nedelkovits et L. Woiler

Les auteurs ont effectué I’examen au procédé de la hydrazinolyse des ami-
noacides C-terminaux des protéines alcoolosolubles du gluten obtenues de la
farine de froment dégraissée & l’aide de I’éther de pétrol BL 112.

Afin de déterminer les aminoacides C-terminaux on a établi par voie expéri-
mentale la durée la plus favorable de la réaction et c’est en connaissance de cette
derniére qu’on a effectué la hydrazinolyse. On a réussi ainsi & déceler et & doser
7 aminoacides C-terminaux (la sérine, la proline, la glycine, I’alanine, la leucine,
la tyrosine et la phénylalanine).

Afin de caractériser la fraction, on a établi —aprés I’hydrolyse —Ila compo-
sition en aminoacides.



