EXPERIENTIA

Vol. XVII - Fasc. 4

Pag. 145-192

15. IV. 1961

Diinnschicht-Chromatographie von Aminosiurederivaten auf Kieselgel G.
N-(2,4-Dinitrophenyl)-Aminosduren und 3-Phenyl-2-thiochydantoine*

Von M. BRENNER, A. NIEDERWIESER und G. PATax: ¥*

Dinitrophenyl-Aminosiuren (DNP-Aminosiuren)und
Phenylthichydantoine (PTH-Aminosiuren) entstehen,
wenn man Proteine oder Peptide mit Dinitrofluor-
benzol bzw. Phenyl-Senfol behandelt und das Konden-
sationsprodukt in geeigneter Weise abbaut®-2 Ihre Ab-
trennung aus dem Reaktionsgemisch und namentlich
ihre Identifizierung ist von erheblicher praktischer Be-
deutung, weil die genannten Reaktionsfolgen bei syste-
matischer Anwendung die Sequenzanalyse von Peptid-
strukturen ermdglichen. Zahlreiche Autoren haben sich
mit dem Problem beschiftigt.

Zur Trennung und Charakterisierung der DNP-
Aminosiuren wurde empfohlen: Chromatographie auf
neutralem Kieselgel?, gepuffertem Kieselgel?, Kiesel-
siure-Celite?, Kieselgur®, gepuffertem Hyflo-Super-
Cel®, Papier?, acetyliertem Papier®, chloriertem Kau-
tschuk®, Amberlite IRC-50 und Duolite C-2519,
Polyamid®, ferner Ionophorese auf Kieselgel?® und
schliesslich Gegenstromverteilung?®, Alle diese Metho-
den erfordern entweder einen gewissen apparativen
Aufwand oder relativ viel Zeit.

Der Nachweis der einzelnen PTH-Aminosduren be-
reitet noch etwas mehr Mithe, Der urspriingliche Vor-
schlag einer alkalischen? oder saureni* Hydrolyse
zwecks anschliessender Identifizierung der freigesetzten
Aminosiuren hat nicht befriedigt, weil dabei Arg,
CySH, (Cys),, Ser, Thr, Try, Asp(NH,) und Glu(NH,)
zerstdrt werden. 1953 berichteten LANDMANN et al.®
sowie SyoQUIST?S iiber eindimensionale papierchroma-
tographische Trennung der PTH-Aminosiuren selber.
Die Unterscheidung versagte indessen einerseits!® bei
Met, Val und Phe, bei Leu und Pro sowie bei Lys und
Tyr, andererseits® bei Thr und Val, bei Ileu und Val
sowie bei Asp(NH,) und Glu(NH,). Kirzlich hat 576-
QuIsTY? ein neues Verfahren angegeben, wobei die
wichtigsten PTH-Aminosiuren in Vier gleichzeitig
laufenden eindimensionalen Papierchromatogrammen
unter Verwendung von vier verschiedenen L&sungs-
mittelsystemen getrennt und quantitativ bestimmt
werden kénnen. Asp, Lys, Pro und Hypro lassen sich
dabei aber nur indirekt erfassen, und von Leu und Tleu
ist nur die Summe bestimmbar. Die Nachweisgrenze
liegt bei 0,5-1ug PTH-Aminosdure (Grote-Reagens1% 18,
Jodazid16:1% Fluoreszenztest 29). S76QuUIsT hat in Fort-
setzung einer Untersuchung von RoveEry, FABRE und
DesNUELLE® auch ein sdulenchromatographisches

Trenn- und Bestimmungsverfahren fiir PTH-Amino-
sduren ausgearbeitet 2%,

Wie bei der Analyse von Aminosiuremischungen 23-2
beweist die Diinnschicht-Chromatographie auch bei der
Identifizierung der DNP- und PTH-Aminosiuren ihre
Uberlegenheit. Diese besteht vor allem in der Zeit-
ersparnis und in einer Erhohung der Empfindlichkeit
um mindestens eine Zehnerpotenz?. Dazu kommt
namentlich bei den DNP-Derivaten eine bessere Auf-
trennung, indem zum Beispiel DNP-Leu und DNP-Ileu
miihelos unterscheidbar werden.

*Die Mittel zur Durchfiihrung dieser Arbeit verdanken wir Arbeits-
beschaffungskrediten des Bundes (M. B,), Herrn Prof. Dr. M.
Geicer-Huser und der Ungarnhilfe der Doktoranden des Bota-
nischen Instituts der Universitit Basel, der Kommission fiir unga-
rische Fliichtlingsstudenten an der Universitdt Basel und einem
persénlichen Beitrag der Familie M. Ber~vasconi-HEISSERER in
Miinchenstein (G, P.} sowie einer Studienbeihilfe durch das
Kultusministerium Baden-Wiirttemberg {A.N.).
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