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TRENNUNG VON 2,4-DINITROPHENYL-AMINOSAUREN DURCH 
HOCHSPANNUNGS-PAPIERELEKTROPHORESE 

I’...,, 

SIEGFRIEl3 FITTKA-U 

Pltysiologisch-ckemisches Ins~ituf dcv Martin-La~ther Umivers~ititt*, Halle, Wale (Dea~tsckland) 

(Eingcgangen den 20. September 1964) 

Zur Trennung der bei der Analyse N-terminaler Gruppen von Peptiden und 
Proteinen anfallenden Dinitrophenyl-aminos&uren (DNP-Aminos5uren) ..wird neben 
der Papierchromatographiel heute mit Erfolg die Dtinnschichtchromatographies ein- 
gesetzt. Wallrend DNP-Verbindungen such durch Saulenchromatographie an modi- 
fizierten I<ieselsBuren3-5, Polyamidpulvera-* und IonenaustauschernO getrennt werden 
k&rnen, scheint die Gaschromatographie z.B. der Methylester dinitrophenylierter 
Amino&iurenlo bisher nur begrenzt anwendbar. Die Gegenstromverteilung wurde bei 
der Isolierung von DNP-Peptiden herangezogenllt 12. 

Die Mijglichkeit der papierelektrophoretischen Trennung bei Potentialen bis 
LO V/cm wird in einer Arbeit von THORNBURG et al. 13 tiber die ionophoretische Beweg- 
lichkeit der DNP-Derivate von Aminosguren und einigen niedermolekularen Peptiden 
aufgezeigt. Unter Verwendung organischer Puffer hoher Ionenst%rke aber niedriger 
Leitfahigkeit sind die Wanderungsstrecken ftir pH-Werte von 3.3, 4.7, 7.2 und 9.3 in 
Amaranth-Einheiten angegeben (Amaranth = I-(+Sulfo-r-naphthylaza);z-naphthol- 
3,6-disulfos%ure). 

Praktisch eingesetzt wurde die Niedervoltelektrophorese zur L&sung einzelner 
Probleme, wie der Trennung der DNP-Derivate von Glutaminsaure und Asparagin- 
sgure, Arginin und Cysteinsaure bei pH 7.14, von E-DNP-Lysin und DNP-Cystein- 
s&ure in Phosphatpuffer pH 7,014 oder der wasserlijslichen mcno- und disubstituierten 
basischen hminos8uren in Boratpuffer bzw. Ammoniakls Is. 

Da iiber das Verhalten der DNP-Aminos&.uren bei der .Hochspannungselek- 
trophorese bislang kaum Erfahrungen vorliegen und diese Methode mit sch&rfer be- 
grenzten Zonen oder Flecken bei wesentlich verkiirzter Versuchsdauer erhebliche 
Vorteile gegentiber einer Elektrophorese bei niederen Spannungen zeigt, sol1 im fol- 
genden dartiber berichtet werden. 

MATERIALUNDMETHODEN 

I. DNP-Ami~osdzcren 
Darstellung der DNP-Aminos%uren durch Umsetzung freier Aminosguren mit 

I-Fluor-2,4-dinitrobenzol bei Gegenwart von NaHCO, nach LEVY~~. Nc-DNP-Lysin 
wird tiber den Cu-Komplex nach PORTER UND SANGER~' erhalten, Na-DNP-Lysin 
durch Dinitrophenylierung von NE-Acetyllysinl* und Hydrolyse mit 2 N HCl. Na- 
DNP-Histidin entsteht bei der Aminolyse von Di-DNP-Histidin mit HistidinlD. Die 

* Dire&or: Prof. Dr. I-I. HANSON. 
- 
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Schmelzpurlkte stimmen mit den in der Iiteratur angegebenen Werten iiberein. 
DNP-DL-Sarkosin Schmp. 186” Zers. ; DNP-L-Cysteinsaure Schmp. 174”. 

hlle Verbindungen waren papierchromatographisch im System Toluol-Pyridin- 
Athylenchlorhydrin-o.8 iV Ammoniak (so: !J : 18 : 18) und in x.544 Phosphatpuffer 
pH 7 sowie bei der Hochspannungselektrophorese einheitlich. 

Da die absoluten Wanderungsstrecken bei der Elektrophorese ausser vom pH- 
Wert und dcr anliegenden Spannung such von der entwickelten Joule’schen Warme 

TABELLE I 

WR DIE ELEKTROPNORESIZ DER DNP-AMINOSUJREN AMGEWENDETE PUFPERSYSTEME 

Die LcitfOhiglcoitswe~o (n x 10~) licgcn zwischen z und 6.5. In der let&en Spalte isL die Strom- 
starke pro cm SLrcifenbreite zu Beginn und am Endc cincr zwcist;iindigen ElekLrophorcse auf- 
gefiihrt. 

Wc.zsscr 
PNQ 

#JY- Wert mA /cm 

3oo 9 2400 6.5-6.6 1.2-x.7 
40 6 2400 1.x-1.7 
38 32 3000 ::IL4.9 x.6-2.6 
I9 47 3000 4.2 1.1~1.5 
I2 158 2400 3+2-3.3 0.8-1.1 

Ameisen- Eisessig Wusser pH- Wed mA /cm 
s&we 85 0/O (ml) (ml) 
(ml) 

150 50 2000 1.8-1.9 o.g-I.2 

abhgngig sind, wurden Ptiffersysteme annghernd gleicher Leitfahigkeit verwendet 
(Tabelle I). Die Ergebnisse von LeitI&higkeitsmessungen an dem fur die Hochspan- 
nungselektrophorese besonders geeigneten Pyridin-Acetatpuffer sind in Fig. I und 2 
graphisch dargestellt. Messtemperatur 17.5”. 

30- .% 
20- -414 u.4,5 

-5.6 u.4.0 

-6.2 u. 3.6 

-6.5 

3**4 .I' 
a,' 

I I I I 
0,125 0.25 0.5 1.0 *a 2.0 

Gc&mt~- Mglarltdt 
Fig. I, 2 M Pyriclin-Acetatpuffer. Abhlngigkeit des pH-Wertes 
( ) von der ZusammcnseLzung. 

( m) und der Leitfahigkeit x 
_-- ‘:. 

i .,., , 
Fig. 2, Leitftlhigkeit; .?G als FunltCion der Verdiinnung fiir Pyriclin-AcetaLpuffer verschiedener 
pH-Wcree. , 
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Es wurde das an anderer Stellc beschriebene Gertit benutzt20, bei dem der bis 
30 cm breite Papierstreifen auf einem von Ktihlsole durchstromten Metallblock auf- 
lie@,, Papier : Schleicher c9 Schtill 2043 a, getrankt mit dem jeweiligen Puffer und mit 
einer Walzenpresse nach WERNER UND ?VESTPWAL~~ auf einen Feuchtigkeitsgehalt 
von IZO O/O des Papiertrockengewichtes gebracht. Auftragungen : kathodenseitig 12 cm 
vom Rand entfernt, 5 ,ul 0.02 M Lijsungen der DNP-Aminosauren in Aceton oder 
Dimethylformamid, Na-DNP-Lysin und NE-SNP-Lysin in I N HCl; Spannung : 
4000 V bei 60 cm StreifenlHnge & 67 V/cm; Versuchsdauer: IZO Min. 

ERGEBNISSE 

Bei jeder Art der Elektrophorese unterliegen die absoluten Wunderungsstrecken 
der zu trennenden Komponenten gewissen Schwankungen. Sie sind bei gleichen 
Versuchsbedingungen, wie Feldstarke, Ionenst%rke und pH des Puffers, abhangig 
von der aufgetragenen Substanzmenge infolge gegenseitiger Beeinflussung der Sub- 
stanzen im Startgemisch sowie tiber endosmotische Effekte such vom Auftragungs- 
ort. Recht konstante Beziehungen erhalt man, wenn die Wanderungsstrecken auf 
eine Standardsubstanz bezogen werden. Als solche wurde das DNP-Alanin gew2ihlt 
und die in Tabelle II aufgeftihrten relativen Wanderungswege als &XVP,_4Za-Werte 
ausgedrtickt. Sie sind das arithrnetische Mittel aus mehreren Einzelbestimmungen 
und zeigen Abweichungen von rt: 5 %, in Acetat-Formiatpuffer pH 1.9 bis & IO o/0 
vom Mittelwert. 

Aus dem Totalhydrolysat eines dinitrophenylierten Proteins oder Peptids wird 
durch Atherestraktion neben der Gruppe der ~tl~erlijslichen die der saure- bzw. 
wasserltislichen DNP-Aminosauren erhalten. Die chromatographische Differenzierung 
der DNP-AminosKuren der wassrigen Phase (DNP-Cysteinsgure, a-DNP-Arginin, 
M- und e-DNP-Lysin, a-DNP-IIistidin und Di-DNP-Histidin) ist infolge des hohen 
Gehaltes an freien Aminosjiuren schwierig und macht deren Abtrennung an einer 
Hyflo-SuperCel-Saule erforderlich 22. Durch Hochspannungselektrophorese der wass- 
rigen Phase oder deren +Butanol-Essigester-Extraktes bei pH 1~9 hingegen gelingt 
mtihelos die Abtrennung der freien Aminosauren von den DNP-Verbindungen23 ; 

gleichzeitig kijnnen letztere an Hand ihrer Position im Pherogramm identifiziert 
wcrden. Di-DNP-Histidin bleibt am Start liegen, DNP-Cysteinsgure wandert ano- 
disch heraus, w3hrend die monosubstit*uitirtcn basischen Aminos~uren, bis auf clas 
Paar a-DNP-Arginin/.s-DNP-Lysin gut getrennt, in Richtung Kathode wandern. 
or-DNP-Arginin und e-DNP-Lysin, deren &Nr..+Ua-Werte von Pherogramm zu 
Pherogramm variieren und in erheblichem Masse von der Auftragungsstelle abh8ngig 
sind, lassen sich nach Elution durch Rechromatographie auf der Diinnschichtplatte 
im Toluolsystem ader in reinem Pyridin trennens. 

Auch auf die Entfernung des in der atherliislichen Fraktion in betrachtlicher 
Menge enthaltenen Dinitrophenols durch Absublimieren oder Clnromatographie an einer 
Aluminiumosid-Saule kann verzichtet werden, da Dinitrophenol bei der Hoch- 

,spannr?ngselelctrophorese im pH-Bereich von I.9 bis 6.5 am Auftragungsort liegen 
“~*~:bleibt, Somit ist eine Differenzierung gegeni_iber DNP-Valin, DNP-Methionin und 

DNP-Pro+ miiglich, die di_innschicl~tchromatographiscl-r Schwierigkeiten bereitet. 
DNP-Methionin wird nach H,O,-Oxydation zum Sulfon durch Elektrophorese bei 
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TABELLE I.1 

RELATIVE WANDERUNGSSTRECICEN VON DNP-AMINOSAUREN, BEZOGEN nu~?DNl?-ALANIN = I 

Bci Wanclerung in Richtung Kathocle sincl die R-Wcrte mit positivem Vorzeichcn versehen. Ex- .,,,; 
perimentellc Daten siehe unter Methoclik. :& 

DNP-Alawin ah. (cm) ~3.7 19.0 15.7 1'6.3 x4.3 4 .2 
-- 

PW G,5-6.6 5-g 4.8-4.9 4.2 3.2-3.3 x.8-1.9 

DNP-Anaiaaosiiwe 

DNP-a-AnB * 
DNl?+Ala 
DNP-Asp 
gz;-$s~p(NHd 

nNP:Glu (NI-I,) 
DNP-Gly 
DNP-Hypro 
DNP-La.1 
DNP-Met 
DNP-Met -0 
DNP-Met* 0, 
DNP-Phe 
DNP-Pro 
DNP-Sar 
DNP-Scr 
DNFThr 
DNP-Try 
DNP-Val 
DCDNP-CySH 
Di-DNP- (Cys) 2 
Di-DNP-Lys 
Di-DNP-Orn 
Di-DNP-Tyr 

DNP-CySO,H 
a-DNP-Arg 
a-DNP-Lys 
c-DNP-Lys 
c+DNP-His 
Di-DNP-His 

0.97 
o,gs 
Is74 
0.s5 
I,GZ 

O,SG 

0,gs 

o,g3 
o.go 
0.83 

0,88 

0.90 

0073 
o.gG 
I.09 

o.g4 
o.gz 
0.40 
0.92 
0.38 
o.gG 
0.38 

0.45 
0.02 

1.88 
+0.05 
-to.46 
-l-o.05 
fo.07 

0.45 

0.97 0.93 0.g1 

0.02 0.75 0.48 
1.67 1.5G 1.28 

0.87 0.83 0.82 

1.51 1.24 1.03 
0.83 0.83 0.86 
o.go O.SG 0.82 
I,00 1.01 1.05 
0.88 0.86 0.86 
0.89 0.84 0.83 
o.g1 o.gr o.g6 
o.gz 0.92 o.g6 
0.68 O.GI 0.61 
o.g8 o-99 1.02 

I.08 1.07 1.00 

0.94 o.g3 o*g4 
0.93 o.gz 0.94 
o-37 o.zG 0.24 
0.91 o.g2 0.93 
0.27 0.20 0.18 
0.31-0.84 0.50 0.21 

0.23 0;15 0.06 
0.32 0.24 0.27 
0 0 0 

I.90 2.07 
+0.02 

-I-o.70 $x4 

+ 0.02 + 0:03 

+o.4o fo.57 
0.36 0.25 

2.13 
0.01 

+ 0.75 
0.01 

+ 0.70 
o.xg 

0.88 o.go 
0.18 C-l.20 

0.97 1.01 

0.83 o.Gg 

0.66-0.87 I.09 

0.89 o.gG 

0.79 0.77 
1.11 1.41 
0.83 1.01 

o.45-0.89 0.8s 

1.04 1.4t 
1.02 1.43 
0.24-o.Gg 0.86 
1.04 1.11 

0.91 0.69 
o.gs I.09 

o.gG I.09 

0.27 0.31 
o.g1 1.02 

0.25 0.36 
0 0 

0.05 0 

0.23 0 

0 0 

2.01 

to,04 

+o.o4 

0 

4,.30 
+2.g 
+ 11.0 

+ 2.8 
+ 8.0 

0 

* a-Ad3 = a-Amino-+z-butterdiure. 

pH 1.9 van allcn anderen Uherlbslichen DNP-Aminosauren, bis auf DNP-Hydrosy- 
prolin, getrennt. 

DNP-Tryptophan und die disubstituierten Aminos&_uen, vornehmlich Di-DNP- 
Lysin, Di-DNP-Omithin und Di-DNP-Cystein, ziehen born Start weg Schwtinze nach 
sich und erschweren die hochspannungselektrophoretische Auftrennung. DNP-Phenyl- 
alanin, DNP-Glutaminsaure und DNP-Methionin bilden bei pH 3.2-3.3 lgnger ge- 
zogenen Flecke, die in dem in Tabelle II aufgeftihrten RoNp_nza-Bereich liegen. DNP- 
Phenylalanin lasst sich jedoch besser bei pH 5 und DNP-Glutaminsaure im Neutral- 
bereich oharakterisieren. Die R-Werte in Boratpuffer pH 8.6 stimmen mit denen in, 
Pyridin-Acetatpuffer pH 6.5 tiberein. Eine Ausnahme macht DNP-p-Alanin mit* 
einem R-Wert von o. 15. Die Trenneffekte sind auf Grund lang gezogener Flecke j edoch 
durchweg schlechter als in den Puffersystemen der Tabelle 1. 
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Abschliessend lasst sich sagen, dass die Papierelektrophorese der DNP-Amino- 
sYuren bei hohen Potentialen gee&net ist, neben chromatographischen Verfahren 

r&i,; bei der Bearbeitung spezieller Trennprobleme eingesetzt zu werden. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Unter Verwendung von Pyriclin-Acetatpuffer und Acetat-Formiatpuffer glei- 
cher Leitfahigkeit wurde die elektrophoretische Beweglichkeit von 3x DNP-Amino- 
sauren im pH-Bereich von I .S-G,5 bei Potentialen von 67 V/cm untersucht. 

Die relativen Wanclerungsstrecken sind auf DNP-Alanin bezogen und als 
RDNp_nla-\Verte tabellarisch aufgeftihrt. 

IvIijglichkeiten des Einsatzes der Hochspannungs-Papierelelctrophorese zur 
Trennung der wasser- und ~therlijslichen DNP-Aminosauren werden aufgezeigt. 

L 

SUMMARY 

The electrophoretic mobilities of 31 DNP-amino acids in pyridine-acetate 
buffers and in acetate-formate buffer, all of approximately the same conductivity, 
were determined in the pI-I range from 1.S to 6.5, at a potential of 67 V/cm, 

The distances travelled were measured relative to that of DNP-alanine and 
tabulated as RDNP_ A la values. 

Possible applications of high-voltage paper electrophoresis to the separation 
of water-soluble and ether-soluble DNP-amino acids are discussed. 
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