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Badania oscylopolarograficzne wzorcowych PTH-aminokwaséw
Ocuunonsporpaduueckue uccnenosaHus craHaapTtHeix PTH-amunokucnor

Oscillopolarographic Examinations of Standard PTH Amino Acids

Opracowano szereg metod rozdzialu i identyfikacji fenylotiotiohydantoinowych
pochodnych (PTH) aminokwasOw. Do tego celu uzyto metody chromatografii bibu-
lowej (10 2) oraz cienkowarstwowej na piytkach szklanych lub z folii aluminiowej
pokrytych zelem krzemionkowym (9, 4). Do rozdzialu PTH-aminokwas6w zastoso-
wano takze z dobrymi rezultatami cienkowarstwowe plytki poliamidowe na folii
aluminiowej (11). Edman i Sjoquist stosujgc cztery réine uklady rozpusz-
czalnikéw chromatograficznie rozdzielili 19 réinych PTH-aminokwasow (2). Roz-
dzial PTH-aminokwas6w przeprowadzono rowniez metodg elektroforezy na bibule
lub cienkich warstwach zZelu krzemionkowego (8). Polozenie plam PTH-aminokwa-
sOw na chromatogramach ustala sie wywolujgc je odczynnikiem Jodazidowym (5)
wzglednie Grothego (3). Do tego celu stosuje sie réwniez pary jodu i amonia-
ku. PTH-aminokwasy $§wiecg w §wietle UV dzieki czemu plamy ich moga byé obry-
sowywane, a nastepnie eluowane do badan ilo§ciowych. W dostepnym pi$miennic-
twie nie spotkano prac dotyczacych oscylopolarograficznego oznaczania PTH-ami-
nokwasoéw. W zwigzku z powyzszym podjeto probe identyfikacji PTH-aminokwa-
sOw na podstawie réznic ich obrazéw oscylopolarograficznych w trzech réinych
podstawowych elektrolitach 1 m KCI, 1 m H,SO, i 1 m KOH.

MATERIALY I METODY

Do badan uzyto nizej podane wzorcowe PTH-aminokwasy firmy Nutritional
Biochemicals Corporation Cleveland Ohio USA: 1) PTH — Ala, 2) PTH — Gli,
3) PTH — Pro, 4) PTH — Met, 5) PTH — His, 6) PTH — Try, 7) PTH — Liz,
8) PTH — Ser, 9) PTH — Ileu, 10) PTH — Wal, 11) PTH — AspN, 12) PTH —
NorWal, 13) PTH — Nor Leu, 14) PTH — Glu, 15) PTH — Kwas Cys 1/2, 16) PTH —
Kwas o amino Mas.,, 17) PTH — sulfon Met.,, 18) PTH — Cys 1/2, 19) PTH — Citr,
20) PTH — Leu, 21) PTH — Tyr.
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Czynno$é oscylopolarograficzng PTH-aminokwaséw zbadano w trzech podsta-
wowych elektrolitach w 1 m roztworach KCl, H,;SO, i KOH w mieszaninie z meta-
nolem w stosunku objeto$ciowym 1:1. Poslugiwano sie oscylopolarografem LP 600 —
Polaroscope produkcji czechoslowackiej. Ze wzgledu na wylgcznie jakoSciowy cha-
rakter bagan poszczegélne PTH-aminokwasy rozpuszczano bezpoSrednio w na-
czynku polarograficznym. Polaryzacji kroplowej elektrody rteciowej (KER) doko-
nywano pradem 0,3 mA, a tylko w niektérych przypadkach stosowano prad 0,5 maA.
Czas trwania kropli wynosil 2 sek. Obraz oscylopolarograficzny rejestrowano foto-
graficznie postugujac sie filmem maloobrazkowym NP-27 (ORWO). Czas naswie
tlania 1/8 sek. przy przesitonie 1:1,8. Zarejestrowane krzywe rzutowano na papier.
wyznaczajac potozenie i warto$ci Q wcieé katodowych i anodowych charakterys-
tycznych dla poszczegblnych PTH-aminokwaséw. W przedstawionych obrazach
oscylopolarograficznych pominieto wciecia stosowanych podstawowych elektrolitow.

OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Na podstawie dokonanej analizy mozna stwierdzi¢, ze PTH-amino-
kwasy wykazujg czynnos¢ oscylopolarograficzng przynajmniej w jednym
z trzech elektrolitéw podstawowych. W kwasie siarkowym nieczynne
polarograficznie okazaly sie PTH-Pro, Leu, Ala, Tyr, His, Citr, NorWal,
NorLeu, Ileu. W roztworze KCl nieczynne byly PTH-Pro i Leu. Nato-
miast w lugu potasowym wszystkie analizowane PTH-aminokwasy oka-
zaly sie polarograficznie czynne, co obrazuje tab. 1. Wartosci Q poszeze-
gélnych wcie¢ katodowych i anodowych poza PTH-Ala i PTH-Ileu sg
na tyle charakterystyczne, ze umozliwiajg rozréznianie i identyfikowanie
oscylopolarograficzne pozostaltych PTH-aminokwaséw. Rozréznienis
PTH-Ala od Ileu mozna przeprowadzié za pomocg chromatografii bibu-
fowej lub cienkowarstwowej. Wymienione PTH-aminokwasy dobrze sie
rozdzielajg w réznych ukladach rozpuszczalnikéw. PTH-Wal i Sulfon Met
w roztworze KCl i KOH posiadajg podobne wcigcia katodowe. Na pod-
kreslenie zastuguje wyrazna roznica w obrazie oscylopolarograficznym
PTH-Leu i Ileu. W odréznieniu od PTH-Ileu, PTH-Leu nie wykazuje
czynnosci w roztworze KCl. Omawiane PTH-pochodne aminokwasdéw sg
bardzo trudne do chromatograficznego rozdzielenia. PTH-Gli i AspN w
roztworze KOH barwig sie na kolor ré6zowo-fioletowy, a PTH-Cys 1/2
powoduje czernienie powierzchni dennej elektrody rteciowej.

Przeprowadzone wstepne oscylopolarograficzne badania PTH-amino-
kwasow odszczepionych w wyniku Edmanowskiej degradacji (1) z lan-
cucha B-Insuliny (7) wskazuja na mozliwo$é wykorzystania tej metody
do okreslania sekwencji aminokwasowej bialek i peptydéow. Z wyzej po-
danych wzgledéw szczegdlne znaczenie posiada oscylopolarograficzna
identyfikacja PTH-aminokwasow, ktoére wystepuja w biatkach. Praca nad
wspomnianym zagadnieniem jest w toku, a wyniki bedg oméwione w
nastepnej publikacji.
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Tab. 1. Charakterystyka obrazéw oscylopolarograficznych PTH-aminokwsow
The characteristics of oscillopolargraphic pictures of PTH aminoacids
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1 mH,SO,:metanol 1:1 1 m KCL:metanol 1:1 1m KOH:metanol1:1

PTH- Polozenie Polozenie Potozenie Polozenie Polozenie Polozenie
aminokwas weiecia weiecia wciecia wciecia weciecia wceiecia
katodowego anodowego katodowego anodowego katodowego anodowego
Qx100 Qx100 Qx 100 Qx100 Qx 100 Q x 100
Pro — — — —_ 28 27
45
Leu — — — _— 30 —_
Try 17 17 — — 36 12
Ala - — 29 —_ 24 -
45
Tyr -— — 20 20 32 —_
47
His —_ — 12 12 23 23
31 46
Citr — — 22 — 47 —_
36 4
Nor-Wal — — 31 — 18 —_
45
Nor-Leu — —_ 36 —_ 23 —_
48
Ileu — — 31 — 23 —
48
Glu 66 — 25 — 22 —
34 48
41
Met 72 — 26 —_ 26 —
32 46
Wal 63 — 27 —_ 18 —
47
Sulfon Met 64 — 36 — 27 -
46 )
AspN 61 — 21 — 36 38
45 42
Cys 1/2 66 — 22 35 22 23
31 30 37
44 42
Kwas 62 5 26 —_ 18 5
o-amino- 12 27
-Mas.
Liz 51 25 23 33 28 12
81 34 45 32
90 42 67
Ser 63 — 26 36 34 —
43 50
Kwas 23 17 30 —_ 26 -
Cys 1/2 21 41 46
Gli 56 — 25 43 23
35 46

43
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Ryec. 1. Krzywe oscylopolarograficzne PTH-aminokwaséw w 1 m H,SO,: CH;O0H 1:1

Oscillopolarographic Curves of PTH-amino acids in 1 M H,SO,:CH;OH 1:1

A — 1 m H,S80, CHyOH 1:1, B — His, Pro, Nor-Leu, Tyr, Leu, C — Gli, Ileu,

Ala, Nor-Wal, Citr, D — AspN, Ser, Glu, Sulfon Met.,, E — Wal, Met.,, F — Lig,
LG — Cys 12, H — kwas a-amino-Mas., I — Kwas Cys 12, K — Try
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Ryc. 2. Krzywe oscylopolarograficzne PTH-aminokwaséw w 1 m KCl:CH,OH 1:1
Oscillopolarographic Curves of PTH amino acids in 1 M KCl:CH,OH 1:1
A — 1 m KCl: CHOH 1:1 Pro, Try, Leu, B — Nor-Leu, Sulfon Met,, C — Kwas
a-amino-Mas.,, Wal, Nor-Wal, Ala, Ileu, D — AspN, E — Met, F — Kwas Cys 1/2,
G — Glu, H — His, I — Ser, K — Gli, L, — Cys 1/2, Liz, M — Citr, N — Tyr.
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PE3KOME

ABTOpbI MccnenoBanu ocuunonsporpacdudeckue pyHkuun 21 PTH-amuno-
KMCNOTbI B TPEX OCHOBHBLIX 3neKkTponuTax. [loaBeprHyThie UcCNIeAOBAHUIO PTH-
2MHHOKMCNOTbI MPOSBISNM AKTUBHOCTE XOTA Obl B OQHOM OCHOBHOM 3Jfi€K-
TponuTe. 3HaueHue Q KATOAHBLIX M aHOAHbIX 3apYBOK [AIOT BO3MOKHOCTL OT-
NUUNTE M OTOMAECTBNATL oTaenbHble PTH-amuHokucnotsl. B aton pabore
CUMFHANU3UPYETCA O BO3MOXHOCTM WMCNOMb30BAHMR ocuunonsporpaduyeckux
0B03HaUEHUN B MCCNEAOBAHWUM AMMHOKMCIIOTHLIX NposBneHuid 6enkos M nen-
TMAOB METOAOM DAMAaHa.

SUMMARY

The authors examined the oscillopolarographic activity of 21 PTH
amino acids in three different basic electrolytes. The examined PTH
amino acids showed oscillopolarographic activity in at least one basic
electrolyte. The Q values of cathodic and anodic identations permit a
differentiation and identification of separate PTH amino acids. The pa-
per shows the possibility of making use of oscillopolarographic identifi-
cation in the examination of the amino acid sequence of proteins and
peptides by Edman’s method.






