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The Application of Derivatizing Reagents for Chromatographic Analysis
of Short Peptides

Chromatograficznemu rozdzialowi peptydéw poswiecone sa prace wielu auto-
row (4, 9). Moore i Baker (8) wyznaczyli Rr szeregu syntetycznych peptydéw
o znanej sekwencji rozdzielanych metoda chromatografii bibulowej w réznych
uktadach rozpuszczalnikow. Cytowani wyzej autorzy, stosujac wprowadzone przez
Pardee (9) réwnanie matematyczne, prébowali na podstawie sktadu aminokwa-
sowego okre$laé teoretycznie Ry badanych peptydow i poréwnywali je z wynika-
mi uzyskanymi do$wiadczalnie. Problemy izolacji i rozdzielania kroétkich pepty-
déw nabraly szczegbélnego znaczenia w ostatnich kilkunastu latach, co wigze sie
z wykryciem i wyizolowaniem z materialu biologicznego wielu peptydéw spelnia-
jacych funkcje hormonoéw i antybiotykoéw (10). Poznano szereg neurotransmitteréw
peptydowych odpowiedzialnych za réine funkcje organizmu. Burzynski i wsp.
(1, 2) wyizolowali z moczu ludzkiego krétkie peptydy blokujace biosynteze tkanki
nowotworowej. Zostaly one nazwane antyneoplastonami.

Z rozdzialem i izolacjg peptydédw pochodzacych z cze$ciowej hydrolizy bialek
wigze sie postep w dziedzinie badan ich struktury pierwszorzedowej (4). Istnieja
trudnosci w chromatograficznym rozdziale krétkich peptydéw metodg chromato-
grafii bibutowej i cienkowarstwowej. Dotyczy to przede wszystkim peptydoéw o ta-
kim samym skladzie aminokwasowym, a réznej sekwencji.

W poszukiwaniu lepszych wynikdéw rozdzialu krétkich peptydéw metoda ana-
lizy chromatograficznej przeprowadzono je w odpowiednie pochodne. Jako odczyn-
niki derywatyzujgce zastosowano: chlorek kwasu 5-dwumetyloaminonaftaleno-1-
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sulfonowego (DANS-CI), chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloamincazobenzeno-4’-sulfo-
nowego (DABS-Cl) (3, 7) oraz chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloamino-benzeno-
-azcnaftaleno-4’-suifonowego (DBNS-Cl) (14). DANS-C] daje pochodne aminokwa-
sow peptydow i biatek, ktére identyfikuje sie w Swietle UV. Przy czestym stoso-
waniu chromatografii cienkowarstwowej w analizie aminockwasow wazinym pro-
blemem jest czulosé i latwosé detekeji rozdzielanych pochodnych. Wymogi le spel-
niajg zarowno DABS-CIl, jak i DBNS-C], kiorych pochodne sg latwo wykrywaine
w S$wietle widzialnym. DABS-Cl jako odczynnik grupowy dla aminokwaséw zo-
stal zastosowany po raz pierwszy w r. 1975 przez Lin i Chianga (7). Pre-
paratyka i rozdzialem DABS-pochodnych aminokwaséw zajomwali sie rowniez

Wolski i wsp. (12, 13). Opracowali tez prostsza metode otrzymywania DABS-
-C1 (15).

Celem przedstawionej pracy jest optymalizacja warunkéw chromato-
graficznego rozdziatu dwupeptydow o takim samym skladzie aminokwa-
sowym, a roznej sekwencji w postaci ich DANS-, DABS- i DBNS-pochod-
nych oraz tréjpeptydow posiadajgcych pewien staly fragment czgsteczki,
tzn. identyczne N- i C-koncowe aminokwasy, a rozne Srodkowe, badz roz-
nigce sie tylko N-koncowym aminokwasem przy pozostalym takim sa-
mym fragmencie molekuly. Starano sie wyjasni¢ wplyw sekwencji ami-
nokwasowej na wspoétczynniki Rp. Okresli¢, ktéry z aminokwaséw N-,
czy C-koncowy przy takim samym pozostalym fragmencie peptydu ma
wiekszy wplyw na warto$ei wspdlezynnikéw Rr.

CZESC DOSWIADCZALNA
Odczynniki

Do badan uzyto nastepujacych dwupeptydéw, wysyntetyzowanych w Zakladzie
Chemii Peptydow Uniwersytetu Warszawskiegc:

Gli-Asp — glicylo-asparaginowy kwas,

Gli-Ala — glicylo-alanina,

Gli-Leu — glicylo-leucyna,

Gli-Fen — glicylo-fenyloalanina,

Ala-Gli — alanylo-glicyna,

Leu-Gli — leucylo-glicyna.

Ponadto uzyto trdjpeptydéow, wysyntetyzowanych w Zakladzie Chemii Orga-
nicznej Instytutu Chemii Uniwersytetu Gdanskiego:

Gli-Gli-Gli — glicylo-glicylo-glicyna,

Ala-Gli-Gli — alanylo-glicylo-glicyna,

Leu-Gli-Gli — leucylo-glicylo-glicyna,

Ala-His-Leu — alanylo-histydylo-leucyna,

Ala-Trp-Leu — alanylo-tryptofylo-leucyna,

Ala-Liz-Leu — alanylo-lizylo-leucyna.

Stosowano trzy odczynniki reagujace z grupg aminowa peptydow:

DANS-C1 — chlorek kwasu 5-dwumetyloaminonaftaleno-1-sulfonowego firmy
Serva — Szwajcaria;
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DABS-Cl — chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloaminoazobenzeno-4’-sulfonowego;
DBNS-Cl — chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloamino-benzeno-azonaftaleno-4’-sul-
fonowego.

Wyzej wymienione dwa odczynniki zostaly wysyntetyzowane w Pracowni
Technologicznej Zakladu Chemii Nieorganicznej AM w Lublinie.

Otrzymywanie DANS-, DABS- i DBNS-pochodnych peptydow

Dwu- i tréjpeptydy w ilo$ci 0,3 umola rozpuszczono w 0,5 ml buforu weglano-
wego o pH=8,9. Nastepnie do roztworu dodawano 0,2 ml DANS-CI 1ub 0,5 ml DABS-
-Cl, albo DBNS-Cl1 w acetonie. W 1 ml acetonowego roztworu bylo zawarte 6 mg
DANS-CI lub 3,3 mg DABS-Cl1, albo DBNS-Cl. Mieszanine reakcyjng pozostawiano
w temperaturze pokojowej w ciemni na przeciag 2 godz. Po tym czasie nadmiar
acetonu odparowywano, a DANS-peptydy suszono gazowym azotem. W podobny spo-
s6b otrzymywano DBNS-peptydy. Natomiast DABS-pochodne uzyskiwano przez
ogrzewanie peptydow z reagentem na lazni wodnej w temp. 70° w ciggu 6 min.

Pochodne peptydéw rozdzielano metodg chromatografii cienkowarstwowej na
zelu krzemionkowym, stosujac piytki chromatograficzne D.C. Alufolien Kieselgel
60 F 254 o grubosci warstwy 0,2 mm firmy Merck. Chromatogramy rozwijano trzema
ukladami rozpuszczalnikéw: a — benzen——pirydyna-—kwas octowy (80:20:2), b —
benzen—pirydyna—kwas octowy (80 : 40 : 2), ¢ — chloroform-—alkohol izoamylowy I-
~-rzedowy—Kkwas octowy (70 : 30 : 3).

DABS-pochodne trojpeptyddéw rozdzielano dodatkowo w ukladzie benzen—piry-
dyna—kwas octowy, zawierajgcym wieksza ilosé pirydyny przy tej samej zawar-
tosci kwasu octowego i benzenu, to jest: 80:50:2 i 80:60:2. Rozdzial chromato-
graficzny przeprowadzono w kamerach o wymiarach 9X5X24 cm technikg wstepu-
jaca.

Potozenie DANS-pochodnych peptydéw okreslano za pomocg lampy UV. Plamy
DANS-pochodnych dawaty fluorescencje. Natomiast DABS- i DBNS-pochodne wy-
stepowaly w postaci barwnych plam w $wietle widzialnym.

OMOWIENIE WYNIKOW

W tab. 1 zestawiono wspoélczynniki Rp dla DANS-, DABS- i DBNS-
-pochodnych dwupeptydéw o takim samym N-koncowym aminokwasie,
a roznigeych sig C-koncowym aminokwasem. Stwierdzono, Ze na wartosci
wspolczynnikow Rrp DANS-, DABS- i DBNS-pochodnych poszczegoélnych
peptydéw majg decydujgcy wplyw ich C-koncowe aminokwasy. Wiel-
kosci Rr omawianych pochodnych ukladajg sie zgodnie ze wzrostem Rp
ich C-koncowych aminokwaséw. Z trzech stosowanych ukladéw najwyz-
sze warto$ci Rp uzyskano dla omawianych pochodnych dwupeptydow w
ukladzie: chloroform—alkohol izoamylowy I-rzedowy—kwas octowy (70 :
:30:3). DANS-, DABS- i DBNS-pochodne dwupeptydu, zawierajgcego
jako C-koncowy aminokwas — kwas asparaginowy, przy stosowanych
ukladach rozpuszezalnikéw nie ulegaja przesunieciu z linii startowej.
Wartosci Rr pozostalych dwupeptydéow zwiekszaja sie wraz z iloScig pi-
rydyny w ukladzie: benzen—pirydyna—kwas octowy.
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Tab. 1. Wspdlczynniki Rp dla DANS-, DABS- i DBNS-pochodnych dwupeptydow
w drzech rézmych ukladach rozpuszezalnikow
Rp Coefficients for DANS-, DABS- and DBNS-derivatives of bi-peptides in {hree
different system of solvents
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Objasnienia: a — benzen—pirydyna—Kkwas octowy (80 : 20 : 2), b — benzen—piry-
dyna—kwas octowy (80:40:2), ¢ — chloroform—ailkohol izoamylowy I-rzedowy—
kwas octowy (70 :30:3).

Explanation: a — benzene—piridine—acetic acid (80:20:2), b — benzene—pi-
ridine—acetic acid (80 :40:2), c — chloroform—order-I isoamyl alcohol—acetic acid
(70 : 30 : 3).

W tab. 2 zestawiono wspoélczynniki Rr dla izomerow dwupeptydow
o takim samym skladzie aminokwasowym, a r6znej sekwencji. Stwier-
dzono wiekszy wplyw na wielkosci wspoélezynnika Rr ich C-koncowych
niz N-koncowych aminokwasow.

W tab. 3 zestawiono wspoélczynniki Rp dla DANS- i DBNS-pochod-
nych trojpeptyddéw o takich samych dwéch aminokwasach, a réznigcych

Tab. 2. Wspdlczynniki Rr dla DANS, DABS- i DNBS-pochodnych dwupeptydow
o analogicznym skladzie aminokwasowym (peptydy 1, 2 oraz 3 i 4) o roéznej sekwencji
Rp Coefficients for DANS-, DABS- and DBNS-dernivatives of bi-peptides with ana-
logiows amino-acid ccmposition (peptides 1, 2 and 3, 4) and different sequence
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Do rozwijania chromatograméw uzywano trzech réznych ukladéw rozpuszczal-
nikéw (a, b, ¢), jak podano w tab. 1.

Three different system of solvents (a, b, ¢) as in Table 1 were used to develop
chromatogrammes.
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sie Srodkowym lub N-koncowym aminokwasem. Stwierdzono, ze na war-
to$ci wspotczynnika Rp analizowanych pochodnych tréjpeptydéw ma pe-
wien wplyw aminokwas zajmujacy pozycje $rodkowa — peptydy 4, 5, 6.
W przypadku peptydéw 1, 2 i 3, réznigcych sie N-koncowym aminokwa-
sem przy takim samym pozostalym fragmencie czgsteczki, obserwuje sie
takze wplyw N-koncowego aminokwasu na warto$ci wspoélczynnika Rp.
Obserwacja ta stwarza mozliwosci identyfikacji i rozrézniania izomeréw
peptydéw o takim samym skladzie aminokwasowym, a rdéznej sekwencji.

Tab. 3. Wspétczynniki Rr DANS- i DBNS-pochodnych tréjpeptydéw w stosowanych
trzech ukladach rozpuszczalnikdéw (a, b, ¢)
Rp Coefficients for DANS- and DBNS-derivatives of tripeptides in the three applied
system of solvents
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Trzy uklady rozpuszczalnikéw (3, b, ¢) jak w tab. 1.
Three different systems of solvents (a, b, ¢) as in Table 1.

Na podstawie badan stwierdzono zmiane warto$ci wspélczynnikéw Rp
DABS-pochodnych tréjpeptydéow w zaleznosci od ilosSciowej zawartosci
pirydyny w ukladach rozwijajgcych (tab. 4). Obserwowano wzrost Rp
DABS-pochodnych trojpeptydéw wraz z procentowy zawartoscig pirydy-
ny w ukladzie z benzenem i kwasem octowym. Zwraca uwage fakt, ze
DANS-, DABS- i DBNS-pochodne analizowanych dwupeptydéw posiada-
ja zblizone wartosci Rr w badanych ukladach rozpuszczalnikéw. Réwniez
DABS- i DBNS-pochodne tréjpeptydéw w ukladzie: benzen—pirydyna—
kwas octowy majg zblizone do siebie wartosci wspolczynnika Ry, natomiast
DANS-pochodne trojpeptydéw charakteryzuja sie znacznie wyzszymi Rp.
Uklad rozwijajacy: chloroform—alkohol izoamylowy I-rzedowy—kwas
octowy okazuje sie nieprzydatny dla rozdzialu DABS-pochodnych tréj-
peptydow i zostaje zaniechany w dalszej pracy doSwiadczalnej. Natomiast
uklad ten daje zadowalajace rezultaty przy rozdziale DANS- i DBNS-po-
chodnych tréjpeptydéw.



176 Jerzy Iskierko, Andrzej Gérski, Tadeusz Wolski

Tab. 4, Wspblczynniki Rr DABS-pochodnych tréjpeptydéw przy roéznej ilosciowej
zawartosol pirydyny w uktadzie rozwijajgcym
Rr Coefficients for DABS-derivatives of tripeptides with different piridine content
in the developing system
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Uklady rozwijajace: a — benzen—pirydyna—kwas octowy (80:20:2), b — ben-
zen—pirydyna—kwas octowy (80 :40:2), ¢ — benzen—pirydyna—kwas octowy (80 :
150 : 2), d — benzen—pirydyna—kwas octowy (80 : 60 : 2).

Developing systems: a — benzene—piridine—acetic acid (80:20:2), b — ben-
zene—piridine-—acetic acid (80 : 40 : 2), ¢ — benzene—piridine—acetic acid (80 : 50 : 2).
d — benzene—piridine-—acetic acid (80 : 60 : 2).

DYSKUSJA I WNIOSKI

Dotychczasowe metody rozdziatu wolnych krétkich peptydéow nie dajg
pozytywnych rezultatéw. Izomery peptydéw réznigcych sie sekwencja
aminokwasowa, rozdzielane metodg chromatografii bibutowej i cienko-
warstwowej, wykazujg analogiczne lub bardzo zblizone Rrp (6). Wprowa-
dzenie odczynnikéw derywatyzujacych DANS-CI, DABS-CI1 lub DBNS-Cl
do chromatograficznej analizy krotkich peptydéw stwarza mozliwosci
wlasciwego ich rozdzialu oraz identyfikacji izomeroéw roéznigcych sig se-
kwencja. Jak wykazaly prowadzone badania, wyzej wymienione reagen-
ty mogg stuzyc¢ nie tylko do analizy aminokwaséw, ale réwniez i krot-
kich peptydéw. Przeprowadzenie wolnych peptydéw w ich DANS-,
DABS- czy tez DBNS-pochodne zwieksza wielko$¢ ich czasteczki. Poza
tym wprowadzenie duzych rodnikéw aromatycznych do dwu- i tréjpep-
tydéw zmienia charakter fizykochemiczny czgsteczki. Dotyczy to miedzy
innymi zmniejszenia ich polarnosci, co dodatnio wplywa na rozdzial chro-
matograficzny analizowanych peptydow.

Doswiadczalnie wykazano mozliwoé¢ regulowania wielkosci wspolezyn-
nika Ry dla poszczegdlnych pochodnych dwu- i troéjpeptydéw poprzez
zmiane procentowej zawarto$ci pirydyny w- ukladzie: benzen—pirydy-
na—kwas octowy.
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Przeprowadzone do$wiadczenia wskazujy, ze zasadniczy wplyw na
wielkos¢é wspoéleczynnika Rr pochodnej danego peptydu ma aminokwas
z wolng grupa karboksylows, a nie aminowa. Nalezy to tlumaczyé mniej-
szg polarnoscig grupy aminowej niz grupy karboksylowej. Przykiad mo-
ga stanowi¢ miedzy innymi DANS-pochodne izomeréw dwupeptydow:

H,N—Leu-Gli—COOH — Rp=0,19
i HN—Gli-Leu—COOH — Rp=0,29.

Spostrzezenie to zastuguje na podkreslenie, poniewaz pozwala na pod-
stawie znajomosci skladu aminokwasowego krétkich dwupeptydow, po
przeprowadzeniu ich w DANS-, DABS- lub DBNS-pochodne, okresli¢ ich
sekwencje, stosujgec metody chromatograficzne. Wniosek ten ma znacze-
nie praktyczne, poniewaz okreSlenie sekwencji krotkich peptydéw kla-
sycznymi metodami, np. Edmamna (5), sprawia znaczne trudnosci. De-
gradacja Edmanowska w tych przypadkach czesto nie prowadzi do od-
szczepienia N-koncowego aminokwasu, a do uzyskania pochodnej dwu-
lub tréjpeptydu. Fakt ten utrudmia identyfikacje N-koncowego amino-
kwasu i okre$lenie kolejnosci aminokwaséw krotkich peptydow.

Przedstawione w niniejszej pracy wnioski nalezy traktowaé¢ jako
wst¢pne, poniewaz wymagaja one dalszych badan na wiekszym materiale
do$wiadczalnym, co ze wzgledu na ograniczong ilos¢ posiadanych krot-
kich peptydow nie moze by¢ zrealizowane.

Pani prof. dr hab. Stefanii Drabarek, kierownikowi Zakladu Chemii Pep-
tydéw Uniwersytetu Warszawskiego, prof. dr. hab. Gotfrydowi Kupryszew-
skiemu, kierownikowi Zakladu Chemii Organicznej Uniwersytetu Gdanskiego,
oraz prof. dr. hab. Ignacemu Z. Siemionowi, dyrektorowi Instytutu Chemii
Uniwersytetu Wroctawskiego, sktadamy serdeczne podzickowania za udostepnienie
peptydéw.
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Otrzymano 28 X 1982,

PE3IOME

ABTopaMu OnlI0 npom3seneHo pasnenenue DANS-, DABS-, DBNS-npou3BogHbIX
IBY- M TPUIENTHUAOB TOHKOCJOMHBIM XpoMaTorpaduyueckum MertonoMm. Kpome Toro
6L1J10 TOJy4YEeHO IIOJIOKUTEJbHOe pasjielenue u3zomeps DANS-IIPOM3BOAHLIX AByIIe-
NTUAOB ORMHAKOBOTO COCTaBa, HO € Pa3iMYHbIMM KOMIIOHEHTaMM aMuuoKuciaoT. Bebuia
TaKKe I0JlyyeHa BO3MOXKHOCTL PeryimMpoBaHMa KojaudecTBa kKosdumuenra Ry, uc-
cleAyeMbIX IIPDOUM3BOAHBIX, M3MEHEHMEM HACBIIEHHOCTM NHUPHUIAMHA B CHUCTEME. OeH-
30JI—IIMPUANH—YKCYCHAA KUCIOTA.

SUMMARY

Distribution of DANS-, DABS- and DBNS-derivatives of bi- and tripeptides has
been carried out using a thin-layer chromatography method. A successful separa-
tion of isomers of DANS-derivative bipeptides of the same composition but of
different aminoacid sequence has been obtained. It also became possible to regulate
the value of Rp coefficient of the analyzed derivatives by changing piridine con-
centration in the scheme: benzene—piridine—acetic acid.



