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Korabbi kdzleményiinkben (1) ismertettik az alkohololdhat6é sikérfehérje
frakcié C-terminalis aminosavainak vizsgalataval osszefliiggé' altalanos kérdése-
ket, tovabba beszamoltunk ilyen iranyd kutatasaink els6 eredményeir6l. E mun-
ka els6 részeként a gliadin C-terminalis aminosavait hidrazinolizises eljarassal
hataroztuk meg. Jelen ertekezéshen a tiohidantoinos eljarassal végzett C-termi-
nalis meghatarozasainkrél szamolunk be.

A tiohidantoinos eljaras egyik régi modja a C-végcsoport meghatarozasanak,
amelyet Schlack és Kampf (2) mar 1926-ban kidolgozott. A moddszer elve sok
tekintetben az Edman-féle lebontdshoz hasonld, a reakcid két szakaszban —
addIC)IO és lebontds — megy végbe. A folyamat sémdja a kovetkez8: (reakcio
séma

A tiocianat a fehérje C-végcsoport aminosavaval acilizotiocianatta alakul,
amely sav hataséra aciltiohidantoinnd ciklizal. A polipeptidlanc C-végcsoport-
jan igy kialakult hidantoingydir(t savas vagy lugos hidrolizissel lehet eltavoli-
tani. A gyakorlatban Aaltalaban a savas bontést alkalmazzdk, mivel a lugos
hasitasnal a hidantoingydrd is karosodhat.

A fehérjék C-terminalis csoportjainak meghatarozasanal e modszer jelentd-
sége abban All, hogy a reakcid viszonylag gyors és kvantitativ. Ezzel szemben
hatranya, hogy egyes aminosavak C-végcsoportként nem azonosithatok. igy
a glutaminsay, aszparaginsav, tirozin, szerin, treonin nem mutathato ki. Ezert
szokasos e madszert kiegésziteni a karboxmephdazos eljarassal vagy a hidrazino-
lizises modszerrel.

A hidantoinos C-végcsoport meghatarozas kérulményei még nem minden
részletében tisztazottak.

Fehérjék és peptidek C-termindlis aminosavainak meghatarozasat tiohidan-
toinos eljarassal szamos kutaté végezte, gabonanemdiek fehérjéinek C-végcsopor-
tos aminosavainak vizsgalatat ez ideig csak kevés kutatd vizsgalta. Az irodalom-
ban talalhaté erre vonatkozé kozlemények kiilonb6z6 eljarasokkal elért eredmé-
nyekrél szamolnak be. Tiohidantoinos C-terminalis meghatarozast gliadinbol
Ramachandran és McKonnell (3) végzett. A képz6dott tiohidantoinokat papir-
kromatogréfias eljarassal, kozvetlen mddszerrel azonositottak, és csak két amino-
savat, glutaminsavat és leucint sikeriilt kimutatniuk. Feltételezhet6, hogy az
altaluk alkalmazott azonositasi modszerek felbontoképességének korlatozottsaga
miatt nem sikerilt t6bb végcsoportos aminosavat kimutatniuk.
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A vizsgalati anyag eléallitasa

A C-terminalis aminosavak vizsgalatat alkohololdhat6 sikérfehérje (gliadin)
frakciobdl végeztiik. A sikért BL 112-es jelzés, petroléterrel zsirtalanitott bluza-
lisztb8l 3%-0s NaCl-os mosas utan nyertiik. A nedves sikért McDonald (4)
eljarasa szerint dolgoztuk fel.

Vizsgalati médszerek

A gliadin reagaltatdsa ammoniumiiocianattal, a C-terminalisok lehasitasa
és elkilonitése.

A vizsgalati fehérjefrakcié C-vegcsoportos aminosav reakcidjat Baptist
és Bull (2) leirasa alapjan végeztik: 1g gliadint szuszpendaltunk 70 ml ecetsav
és ecetsavanhidrid 1:9 aranyU elegyében és az igy kapott szuszpenzidt 45 °C-on
4 oOraig kevertettik. Kozben 0,3 g finoman poritott vizmentes ammonium-
tiocianatot adagoltunk a reakcidelegyhez. Ennek hatasara a fehérje er6sen meg-
duzzadt, majd teljesen feloldédott. A folyamat végén cseppenként 30 ml cc HCI-t
adtunk az oldathoz és vizfirdén 1 6rdig melegitettik. Ezt kdvetSen az oldatot
vakuumban beparoltuk. Ezaltal barna szind, szilard termékhez jutottunk.
E reakcidterméket 60 ml 6,5 pH-ju foszfat pufferbe oldottuk, és azonos térfogatd
etilacetattal Soxhlet késziilékben extrahaltuk.

Az extraktot egyszeres térfogatu desztillalt vizzel tisztitas céljabol kiraztuk,
és a szerves fazist vizmentes natriumszulfattal szaritottuk.

A reakci6 végtermékbdl, amely most mar a C-terminalisoknak megfelelé
hidantoinokat tartalmazza, kozvetlen és kdzvetett eljardssal meghataroztuk az
aminosavakat.

A C-terminalisok kdzvetlen azonositasa TH-szarmazékként

Tisztitasi mlvelet

A tiohidantoinok tobblépéses reakci6jaban a kdzbensd termékek kozott
talalhatok olyan vegyiiletek is, amelyek oldhatosaga hasonld, mint a vizsgalando
anyagé. Ezek jelent0s kimutatasi nehézséget okozhatnak, és ezért lehet6leg el
kell tavolitani 6ket a rendszerb6l. Eltavolitasukra a kdvetkezd tisztitasi eljarast
dolgoztuk ki és alkalmaztuk: a tiohidantoinokat feloldottuk etilacetatban (1 g
kristalyos tiohidantion + 10 ml etilacetat) és 20 ml 6%-os NaHCO03 oldattal
valasztdtdlcsérben kiraztuk, majd elvalasztottuk a két fazist. A hidrogén-
karbonatos fazist 3x10 ml etilacetattal extrahaltuk egy-egy ml 2 n sdsav jelen-
létében annak érdekében, hogy valamennyi tiohidantoin csak az etilacetatos
fazisban oldodjék. A kirdzas utan az etilacetatos fazisokat egyesitettiik, azonos
térfogatu desztillalt vizzel kétszer kirdztuk, és végil a szerves fazist vizmentes
natriumszulfattal szaritottuk. Az olddszer ellizése utdn visszamaradt kristalyos
terméket 8 ml 96%-os etilalkoholban oldottuk, majd azt 30 ml jeges vizbe &ntot-
tik, A tiohidantoinok ennek hatasara pelyhes csapadék formajaban kivaltak.
A csapadékos oldatot éjszakan at hitészekrényben taroltuk, majd sz(irés utan
(tivegszurd) foszforpentoxid felett exikkatorban megszaritottuk.

Az igy tisztitott, enyhén sargas kristalyos termék alkalmas a kromatografias

meghatarozasra.
A tiohidantoinok vékonyrétegkromatografias elvalasztasa

A gliadin C-terminalisaikent kinyert tiohidantoinokat vékonyrétegkroma-
tografias eljarassal valasztottuk szét. Az elvalasztast 20x20 cm-es iveglapra
vitt szilikagél G (Merck) rétegen végeztiik. Kétdimenzioés technikat alkalmaztunk.
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Els§é irdnyban heptan-piridin-etilacetat (70+30+10), a masodik iranyban
kloroform-hangyasav (100 + 0,8) elegyet hasznaltunk. A tiohidantoinok el6hiva-
sat jodazid reagenssel végeztiik (5). El6hivas el6tt a lemezt 1%-0s keményitd
oldattal kell permetezni es szaritani. Utadna a jodaziddal permetezett kroma-
togramon a hidantoinok sotétbarna héattérben fehér foltok alakjaban jelennek
meg.

A C-terminalisok kozvetett azonositasa aminosavként

A gliadin C-terminalis csoportjaiként el&allitott tiohidantoinok meghatéro-
zasa kozvetett aton is elérhetd. A fehérjébdl nyert hidantoinkeverék hidrolitikus
bontasa révén a C-végcsoportos aminosavakhoz juthatunk. A bontast savas
hidrolizissel értuk el.

A tiohidantoin keveréket visszafolyé h(t6vel ellatott lombikba tettik,
és 15 ml 20%-o0s sdésavat adtunk hozza. A hidrolizist 4 6raig 120 °C-on végeztik.
A hidrolizis befejeztével a tiszta oldatot vakuumban szarazra paroltuk. Majd
az igy kapott végtermeket 4 ml desztillalt vizben oldottuk és Schleicher —Schitt
2043/b szlir6papiron leszallo technikaval kromatografaltuk. Kifejleszt6szerként
butanol-jégecet-viz 120+ 30+ 50 arany( keverékét hasznaltuk. El6hivoszerként
ninhidrin alkoholos oldatat alkalmaztuk.

Vizsgéalati eredmények és értékelésik

A tiohidantoinos C-termindlis meghatarozasok sordn gy(ijtott tapasztalatok
alapjan megallapithatjuk, hogy az eljdrdés — 6sszehasonlitva a hidrazinolizises
modszerrel —nehezebben vihetd végig, és kiilondsen a végtermék kimutatasanal
mutatkoznak bizonytalansagok. Mindezek ellenére a modszer alkalmasnak lat-
szik a C-terminalisok meghatarozasara. Az eredményes munkahoz két feltételt
mindenképpen biztositani kell:

—a reakciokorilményeket pontosan be kell tartani,

—a végtermékek tisztitdsat gondosan kell elvégezni.

Az alkohololdhaté sikérfehérje frakcid C-terminalisainak vizsgalata soran
tiohidantoin képzéssel és kdzvetett meghatarozéassal az alabbi hét aminosavat
tudtuk azonositani:

vaun
leucin
alanin
fenilalanin
prolin
glicin
glutamin

A tiohidantoinok elvélasztasanak jellegzetes vékonyréteg kromatogramjat
az 1 abran mutatjuk be. Lathatéan a TH-aminosavak jol elkilonilé foltokat
adnak, eltekintve az alanintdl és fenilalanintol, amelyek esetében egy kdzos
foltban jelenik meg a két vegyllet. Az egyes TH-szarmazékok azonositasat
ismert, tiszta tiohodantoinok kromatografalasa alapjan végeztik.

A kozvetett eljarasnal kapott eredményeket Osszehasonlitva a kdzvetlen
madszerrel kapott adatokkal megallapithat6, hogy a két modszer kdzott eltéré-
sek tapasztalhatok. igy az elé6z6ekben felsorolt aminosavakon tal szerin, treonin,
tirozin és hisztidin volt még kimutathaté a hidrolizatumban. Ugyanakkor a
glicin jelenlétét nem lehetett megallapitani, és glutamin helyett glutaminsavat
talaltunk. Megjegyezzik, hogy a hisztidin kimutatdsat nem talaltuk teljesen
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7. abra

A gliadin C-terminélis tiohidantoinjainak kétdimenziés kromatogramja
Kifejlesztészer: heptan-piridin-etilacetat (70+30+ 10)
2; kloroform-hangyasav (100+0,8)

egyértelmiinek és ezért mint vegcsoportot csak feltételezzilk. A szerin, treonin
és tirozin megjelenése a kozvetett eljarasnal elméletileg alatamasztott és mint
C-termindlis elfogadhatd.
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WCMBITAHVE C-TEPMWHANBHBIX AMUHOKUC/OT BEJIKOB
KNEMKOBWHbI
1. ONPEAENEHWE C-TEPMWUHA/bHbBIX AMUHOKUCNOT MUAOVHA
TUOrMAAHTOUHHBIM METOOM

A. Hepenkosuy —J1. Bennep

ABTOpbI TMOTVMAAHTONHHBIM CIOCO6OM McCneaoBanyt C-TepMyHa/bHbIE aMUHO-
KICNOTbI CMPTOPAcTBOPUMbIX 6€/1KOB KNEAKOBUHBI MOMYYEHHBIX U3 MLLEHUYHON
wyww 00EDKMPEHHON MeTposeliHbIM 3upom BJ1-112.

B pesynbrare UCMbITaHAW HEMOCPEACTBEHHOW WAeHTM(MKaLMENR yaanoch oT-
AENNTb U OMO3HATb AMUHOKMCIIOTY 7 KpaitHnx C-rpynn (BajvH, NeyLmH, al'IaHVIH
(eHUNanaHWH, NPOVH, FAIMUMH, TNYTaMUH), @ KOCBEHHOW WAeHTUMKauueid 3
KpaiiHue rpynnbl —C (CepUH, TPEOHWH W TUPO3WH).
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PRUFUNG DER C-TERMINALEN AMINOSAUREN VON
KLEBEREIWEISS-STOFFEN
Il. BESTIMMUNG DER C-TERMINALEN AMINOSAUREN DES GLIADINS
MIT DEM THIOHYDANTOINVERFAHREN

J. Nedelkovits und L. Woéller

Die Verfasser untersuchten die C-terminalen Aminosauren der alkoholl6slichen
Eiweiss-stoffe von aus mit BL 112 bezeichnetem, mit Petrolaether entfettetem
Weizenmehl bereiteten Kleber mit dem Thiohydantoinverfahren.

Als Resultat ihrer Versuche konnten si durch unmittelbare ldentifizierung 7
(Valin, Leucin, Alanin, Phenylalanin, Prolin, Glycin und Glutamin), und durch
indirekte ldentifizierung weitere 3 (Serin, Threonin und Tyrosin) C-terminale
Aminosduren von einander trennen und identifizieren.

INVESTIGATION INTO THE C-TERMINAL AMINO ACIDS OF GLUTEN
PROTEINS.
Il. DETERMINATION OF THE C-TERMINAL AMINO ACIDS
OF GLIADIN BY THE THIOHYDANTOIN PROCEDURE

J. Nedelkovits, and L. Woller

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

Direct identification yielded 7 separated and identified C-terminal amino
acids (valine, leucine, alanine, phenylalanine, proline, glycine and glutamine),
while 3 more were identified indirectly (serine, threonine and tyrosine).

EXAMEN DES AMINOACIDES C-TERMINAUX DES PROTEINES DU
GLUTEN.
Il. LE DOSAGE DES AMINOACIDES C-TERMINAUX DE LA
GLIADINE PAR LA METHODE A LA TH10HYDANTOINE

J. Nedelkovits et L. Woller

Les auteurs ont effectué I’examen au procédc & la thiohydantoi'ne des
aminoacides C-terminaux des protéines solubles en alcool du gluten, obtenues
& partir de la farine de froment par dégraissage a I’aide de I’éther de petrol BL 112.

Il est réussi de séparer et identifier 7 aminoacides (valine, leucine, alanine,
phénylalanine, proline, glycine et glutamine) par identification directe, tandis
que (identification indirecte décelait 3 acides ultérieurs (sérine, threonine et
tyrosine).
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