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Préby zastosowania izoselenocyjanianu fenylu
do odstaniania N-koncowych aminokwaséw lancuchow polipeptydowych
i syntezy analogéw selenowych PTH-aminokwaséow
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PTH-aMMuHOKUCIOT

Tests of Applying Phenyl Izoselenocyanate for Unveiling N-terminal Amino Acids
of Peptides Chains and the Synthesis of Analogoues Selenium of PTH-amino Acids

W badaniach struktury I-rzedowej bialek i peptyddéw stosuje sie rézne metody
chemiczne i enzymatyczne ,pozwalajagce na odszczepienie kolejnych aminokwas6w
od N- lub C-konca (1, 2, 10, 11). Najczeéciej stosowana jest metoda Edmana przy
uzyciu izotiocyjanianu fenylu oraz lgczna metoda Edman-Dansyl z zastoso-
waniem dodatkowego reagenta chlorku dansylu (3, 4). W Iacznej metodzie Edman-
-Dansyl izotiocyjanian fenylu odstania kolejne N-koficowe aminokwasy lancucha
polipeptydowego, ktbre sg odszczepione i identyfikowane w postaci DNS-pochod-
nych. Zastosowanie chlorku dansylu zwieksza czulo§é metody (5, 6, 9). PTH- i DNS-
-pochodne aminokwaséw sg rozdzielone i identyfikowane metodami chromatografii
cienkowarstwowej lub bibutowej. Niektérzy autorzy poddaja PTH-pochodne hydro-
lizie do wolnych aminokwasdéw, jednakze ten sposéb identyfikacji przedluza znacz-
nie czas analizy. W przedstawionej pracy podjeto probe modyfikacji metody
Edmana przez zastapienie izotiocyjanianu fenylu analogiem selenowym tego zwigz-
ku. Z badan przeprowadzonych w Zakladzie Chemii Ogélnej pod kierunkiem S. Bi-
linskiego wynika, ze izoselenocyjanian fenylu wykazuje wiekszg aktywno$é¢ w reak-
cjach ze zwigzkami aminowymi. Péimetaliczny charakter selenu powoduje réwniez
zrdznicowanie wiasciwosci jego polaczen w poréwnaniu z odpowiednimi potgczeniami
siarki (8). Oméwione wlasciwosal selenu stwarzaly mozliwoéci zastosowania izosele-
nocyjanianu fenylu celem uzyskamia specyficznych efektéw reakeji Edmanowskiej
korzystnej dla omawianej metody bez naruszenia jej ogblnych zalozen.
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MATERIALY I METODY

Zestaw wzorcow PTH-aminokwaséw — Nutritional Biochemical Corporation
USA, DNS-aminokwasy — Sigma USA, zestaw wzorcowych aminokwaséw — BDH
Anglia, syntetyczne peptydy o znanej sekwencji oraz ladcuch B-insuliny — Insty-
tut Chemii Organicznej i Biochemii Czechoslowackiej Akademii Nauk w Pradze,
izoselenocyjanian fenylu — wg Jensena i wsp. (7)) — wysentytvzowany przez
S. Bilinskiego w Zakladzie Chemii Ogoélnej Instytutu Chemii Podstawowych
AM w Lublinie, izoticcyjanian fenylu — Koch-Light Anglia. Izotiocyjaniam fenylu
oraz selenowy analog rozpuszczano w heptanie do 5% koncentracji. Bufor pirydy-
nowy pH 9,5 (10 ml H;0+15 ml pirydyny+1 ml tréjetyloaminy). Acetonowy roz-
twor DNS-C1 (6 mg/ml). Uktady rozwijajace do chromatografii: chloroform, metanol
90:10 V/V oraz ksylen, aceton 5:1 V/V. Zel krzemionkowy G-Merck (8 g zelu+17 ml
H,0) przygotowywano bezpofrednio przed naniesieniem na szklane plytki o wy-
miarach 10X15 cm. Oddzielenie cieklych faz przeprowadzono przy pomocy wirdwki
oraz urzadzenia do odsyfonowania potgczonego do pompy proézniowei. Widma PTH-
-aminokwas6éw i analogéw selenowych wyznaczano w 1 em kwarcowych naczynkach
przy uzyciu spektrofotometru VSU-2P. Polozenie PTH-aminokwaséw na chromato-
gramach uwidaczniano przy pomocy par jodu i amoniaku, a DNS-aminokwaséw
przy pomocy lampy HPW z filtrem Wiooda-Philips.

BADANIA WLASNE

Kontrolny model badawczy stanowit lancuch B-insuliny oraz wzor-
cowe trdj- i cztero-peptydy o znanej sekwencji. Do$wiadczenia zaprogra-
mowano w ten sposob, ze do kolejnego skracania lanczucha peptydowego
zastosowano na przemian izoselenocyjanian i izotiocyjanian fenylu.

Se Se S Se S

S
Asp-
NH,
2 4 6

1 3
Degradacja: Se - izoselenian fenylu
S - izotiocyjanian fenylu
Ryec. 1. Chromatogram mna zelu krzemionkowym-G PTH-aminokwaséw oraz sele-
nowych analogébw w ukladzie: ksylen, aceton 50:10
Chromatogram on silica gel-G of PTH-amino acids and selenium analogoues in a
solvent mixture: xylol, acetone 50:10

Degradacje przeprowadzono nastepujaco: 4 mg badanego preparatu
rozpuszczano w 1 ml buforu o pH 9,5 a nastepnie dodawano 0,5 ml izo-
selenocyjanianu fenylu i 15 minut inkubowano w temperaturze pokojo-
wej. Po tym czasie nadmiar odczynnika usuwano przy pomocy benzenu
i octanu etylu. Pozostalg faze wodng odparowywano w strumieniu azotu.
Do suchej pozostalosci wprowadzano 0,3 ml kwasu tréjfluorooctowego,
n‘asycano gazowym azotem i ogrzewano 15 min w temp. 40°C, a nastepnie



Préby zastosowania izoselenocyjanianu fenylu... 71

ponownie odparowywano w sposéb wyzej podany. Odlgeczony N-koncowy
fragment 1zolowano przy pomocy dwuchloroetanu. Po usunieciu rozpusz-
czalnika uzyskany produkt reakcji, prawdopodobnie selenokarbaminian
fenylu, cyklizowano w érodowisku 1 M HCI do selenowej pochodnej PTH-
-~aminokwasu.

R R R Ry R
H-C-CONH- C CO-- H-C——CONH- C—CO- H-C—C=0 H-C—CO~~
| _", _3C_o___0N> + |
H-N-H H (S5min.) |‘|‘| H I H-N-H
AN N AN-CD HAN N> N
i PP i . I .. W
S(Se) - S(Se) ~ S(Se) - S(Se)

Polipeptyd ubozszy o jedng reszte aminokwasowg rozpuszczano w 1 ml
buforu pH 9,5, pobierajgc nastepnie 0,2 ml tego roztworu do reakeji dan-
sylacji. Dansylacje przeprowadzano rozpuszczajac 0,2 ml probki zawiera-
jacej okolo 0,8 mg peptydu z 0,1 N NaHCQ;. Przy pomocy 0,1 N NaOH
ustalano pH 8,5—9,0 i nastepnie dodawano 0,2 ml acetonowego roztworu
DNS-Cl i inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowej bez dostepu
$wiatla. Po odparowaniu suchg pozostato$¢ rozpuszczano w 0,5 ml 6 N HCI
i hydrolizowano w zatopionych ampulkach w temp. 105°C w ciggu 12
godzin. Roztwdr po hydrolizie odparowano i rozpuszczono w 0,2 ml roz-
tworu (aceton: 0,1 N kwas octowy) i nanoszono na ptytki pokryte cienkg
warstwg zelu krzemiankowego. Po rozwinieciu chromatogramu odpowied-
nim ukladem rozpuszczalnikow ustalano potozenie DNS-aminokwasow
w Swietle lampy rteciowej. DNS-pochodng N-koncowego aminokwasu
identyfikowano przy pomocy odpowiednich wzorcéw. Pozostala czes¢ pep-
tydu poddawano kolejnej degradacji przy uzyciu izotiocyjanianu fenylu,
przy czym inkubacje przeprowadzano 2 godziny w temp. 40°C. Otrzymang
PTH-pochodng identyfikowano chromatograficznie przy uzyciu wzorcow.
Lancuch peptydowy, ubozszy o dwa fragmenty aminokwasowe, rozpusz-
czano w buforze i pobierano cze$¢ na reakcje dansylacji, a reszte prze-
znaczano do odstoniecia kolejnego N-koncowego aminokwasu przy uzy-
ciu izoselenocyjanu fenylu. Po stwierdzeniu, ze odczynnik ten reaguje
z N-koncowymi aminokwasami lancucha peptydowego, przeprowadzono
reakcje tego zwigzku z 13 réznymi wolnymi aminokwasami. Badania te
mialy na celu wykazanie, czy izoselenocyjanian fenylu reaguje w spos6b
analogiczny z wolnymi aminokwasami jak izotiocyjanian fenylu. W tym
celu zachowano analogiczny tok postepowania prowadzacy do otrzymania
z wolnych aminokwaséw 1 izotiocyjanianu fenylu PTH-pochodnych.
W przebiegu omawianego procesu zmieniono tylko ze wzgledu na
wiegkszg reaktywnos¢ izoselenocyjanianu fenylu czas inkubacji z 2 godzin
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do 15 minut i temperaturg z 40°C do temperatury pokojowej. Synteze
selenowych analogéw PTH-aminokwasOw przeprowadzono nastepujaco:
10 mM aminokwasu rozpuszczano w 5 ml buforu pH 9,5 (10 ml H,O+
+15 ml piridyna+1 ml tréjetyloamina). Do tego roztworu dodawano
7 ml 5% izoselenocyjanianu fenylu w heptanie, a nastepnie ogrzewano na
tazni wodnej w temp. 40°C 1 godz. Po tym czasie nadmiar reagenta ekstra-
howano czterokrotnie 4 ml porcjami benzenu. Gérng warstwe benzenu,
zawierajacg nadmiar reagenta, odsyfonowano za pomocg kapilary polaczo-
nej wezem gumowym z pompg wodng. Pozostalos¢ po ekstrakeji suszono
strumieniem gazowego azotu, umieszczajgc probdéwke w laini wodnej
o temp. 50°C. Osad w probowce rozpuszczano w 1,5 ml 1 N HCl i ogrze-
wano na lazni wodnej w temp. 40°C w ciggu 1 godz. Po cyklizacji roz-
twor ponownie suszono w atmosferze azotu oraz przy uzyciu pompy
olejowej. Uzyskane produkty reakcji rekrystalizowano z odpowiednich
rozpuszczalnikow. Selenowe analogi PTH-aminokwaséw suszono w eksy-
katorze nad stalym KOH i stezonym H,SO,.

Tab. 1. Rf analogbw selenowych PTH-aminokwaséw w roéznych ukladach rozwi-
jajacych
Rf analogoues selenium of PTH-amino acids in different solvent mixtures

Selenowy analog Chloroform:me-

PTH-amino- Ksylen:aceton

. tanol

kwasu 50:10 90:10
Ala 0,37 0,76
Arg _— 0,02
Asp —_ 0,03
Phe 0,49 0,88
Glu — 0,15
Gly 0,23 0,61
Ile 0,65 0,86
Leu 0,60 0,87
Met 0,41 0,85
Pro 0,62 0,86
Ser 0,44 0,41
Tyr 0,20 0,66
Wal 0,54 0,66

Omawiana synteza na podstawie przebiegu poznanych juz reakcji ami-
nokwaséw z izotiocyjanianem fenylu przebiega z selenowym analogiem
tego zwigzku prawdopodobnie wedlug poniZszego schematu.




Préby zastosowania izoselenocyjanianu fenylu... 73

Selenowe analogi PTH-aminokwasoéw poddawano kontroli chromato-
graficznej i spektrofotometrycznej. Z tego wiec wzgledu otrzymane zwigz-
ki nanoszono na ptytki szklane pokryte zelem krzemionkowym, a obok na-
kraplano odpowiednie wzorce PTH-aminokwaséw. Chromatogramy roz-
wijano w réznych ukiadach. Polozenie plam omawianych zwigzkéw uwi-
daczniano przy pomocy par jodu i amoniaku. Charakterystyczny chromato-
gram kilku wzorcowych PTH-aminokwaséw i ich selenowych analogéw
przedstawia ryc. 1.

6LI ALA WAL PRO PRO WAL ALA GLI

Selenowe analogi PTH-AMK PTH - AMK

Tab. 2. A min — minima i A max — maksima absorbancji analogéw selenowych
i odpowiednich PTH-aminokwaséw w nm
A min — minimums and A max — maximums of absorption of selenium analogoues
and suitable PTH-amino acids in nm

Analog PTH-ami- PTH-aminokwas

Amino- selenowy nokwasu
kwas -
A min A max A min A max
Ala 265 301 245 270
Arg 267 289 240 267
Asp 262 297 245 267
Phe 269 300 245 269
Glu 267 291 245 269
Gly 260 298 245 267
Ile 266 298 245 269
Leu 260 296 245 269
Met 264 300 245 269
Pro 269 301 250 270
Ser 276 308 245 269
Tyr 269 301 245 270

Wal 263 299 245 269
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Wartosci Rf badanych zwigzkéw w roznych ukladach rozwijajgcych
przedstawiono w tab. 1. Sg one zbiezne z Rf odpowiadajgcych im wzorco-
wym PTH-aminokwasom. Uzyskane analogi selenowe rozpuszczano w eta-
nolu i mierzono ich absorbancje w zakresie 240—310 nm. Rownolegle ba-
dano w podanym zakresie absorbancje etanolowych roztworéw odpowia-
dajacych selenowym analogom PTH-aminokwaséw. Uzyskane wyniki
przedstawiono w tab. 2.

OMOWIENIE WYNIKOW

Niniejsza praca wigze sie z poszukiwaniem nowych korzystniejszych
reagentow do badan struktury pierwszorzedowej peptydoéw i bialek. Pro-
by zastosowania izoselenocyjanianu fenylu do degradacji Edmanowskiej
wykazaly, ze odczynnik ten jest réwniez dobrym reagentem dla grup
aminowych jak powszechnie stosowany izotiocyjanian fenylu. Badania
wstepne dotyczyly sprawdzenia, czy i w jakich warunkach izoselenocyja-
nian fenylu reaguje z N-koncowymi aminokwasami lancuchow peptydo-
wych i czy moze by¢ zastosowany jako reagent do odstaniania kolejnych
N-koncowych aminokwaséw. Aby uzyska¢ odpowiedz na te zagadnienia,
postuzono sie technikg degradacji Edmanowskiej ,stosujgc jako modele
badawcze lancuch B-insuliny oraz cztero- i troj-peptydy o znanej sekwen-
cji aminokwasowej. Kolejne skracanie lancucha B-insuliny bylo dokony-
wane na przemian z izoselenocyjanianem fenylu i izotiocyjanianem fenylu
wedlug schematu I. Przebieg degradacji sprawdzono za pomocg reakcji
dansylacji, potwierdzila ona odstanianie kolejnych N-koncowych amino-
kwasow przez izoselenocyjanian fenylu. Dodatkowo identyfikowano od-
szezepiony N-koncowy aminokwas w postaci PTH-pochodnej.

Jak wynika z przeprowadzonych do$wiadeczen, oba reagenty odstania-
ja w lancuchu peptydowym kolejne N-koncowe aminokwasy. Na pod-
kreslenie zastuguje to, ze w przypadku izoselenocyjanianu fenylu reakcja
przebiegala 15 minut, tj. w znacznie krétszym czasie i w temperaturze
pokojowe]j. Natomiast reakcja z izotiocyjanianem fenylu przebiegala dwie
godziny w temp. 40°C. Fakt ten dowodzi wiekszej reaktywnosci izoseleno-
cyjanianu fenylu wobec grup aminowych aminokwaséw w pordéwnaniu
z analogiem siarkowym. Przebieg reakcji z izoselenocyjanianem fenylu
w temperaturze pokojowej i w czasie kilkakrotnie krotszym niz z izotio-
cyjanianem stanowi pewien postep w procesie degradacji Edmanowskiej.

Polgczenia selenowe otrzymanych PTH-aminokwaséw dawaty na chro-
matogramach plamy o intensywnym zabarwieniu. Na podkre§lenie za-
stuguje fakt, ze selenowe PTH-analogi: tryptofanu, fenyloalaniny i tyro-
zyny dawaly podobnie jak PTH-aminokwasy wzorcowe zo6ito zabarwione
plamy. Natomiast selenowy analog PTH-glicyny posiadal barwe wisniowo-
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fioletowg w odroznieniu od rézowej PTH-glicyny wzorcowej. Zdolno$¢
reagowania izoselenocyjanianu z grupami aminowymi potwierdzono. na
13 réinych wolnych aminokwasach. Uzyskane wzorce selenowych analo-
gow PTH w badaniach chromatograficznych przy uzyciu réinych ukla-
déw rozpuszczalnikow wykazywaly zbieznosci w Rf z odpowiadajacymi
im PTH-aminokwasami. Ilustruje to tab. 1 i ryc. 1. Poré6wnujac minima
i maksima absorbancji analogéw selenowych z wzorcowymi PTH-amino-
kwasami, zaobserwowano u analogéw selenowych przesuniecie zarowno
minimum, jak maksimum absorbancji w kierunku fal dtuzszych.

Badania chromatograficzne i spektrofotometryczne, analogiczne Rf
oraz charakterystyczne zabarwienie plam niektérych PTH-pochodnych
aminokwaséw oraz zblizone absorbancje analogéw selenowych do wzor-
cowych PTH-aminokwaséw sg posrednim dowodem przebiegu reakciji
aminokwaséw z izoselenocyjanianem fenylu. Na drodze reakcji Edma-
nowskiej uzyskano odpowiednie wzorcowe analogi selenowych pochod-
nych 13 aminokwasow.
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PE3IOME

JlokaszaHo, 4TO Mu30CeneHouMaHaT (hbeHmya ABJIAETCHA XOPOIIUM PpEeareHTOM JJis
MMMHOBBIX rpymnn N-0CTaTO4YHBIX AMMHOKMUCJIOT. PEaKTMB 3TOT MOXKET NPMMEHATHCHA
npu Jerpajaluyu MOJMUIENTHMAOBBIX Leneil U B BbIABJIeHMM N-OCTATOYHBIX AMMHO-
Kucaor. IIpumenseMblit peareHT ObiBaer 6ojiee aKTMBHBIM II0 OTHOLIEHMIO K aMMHO-
BBLIM TPyMNIIaM YeM M30CeJeHOLMaHAT (heHuia, IOTOMY YTO OH pearMpyeT B KOMHATHOM
TeMIeparype ¥ B 3HaYMTENbHO §0Jiee KOPOTKOM CpOKe.
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SUMMARY

It has been confirmed that phenyl izoselenocyanate is a good reagent for the
amines groups of N-terminal amino acids. This reagent can be used for the degrada-
tion of peptide chains as well as for unveiling N-terminal amino acids. The applied
reagents is more active for the amines groups than phenyl izothiocyanate, for it
can react in room temperature and in a shorter time.



