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Anwendung der Diinnschichtchromatographie zur Sequenzanalyse von 
Peptiden 

4. Mitt. Untersuchungen iiber den Abbau von Peptiden mit Phenylisothio- 
cyanat* 

3-Phenyl-2-thiohydantoine (PTH-Amino&men) entstehen, wenn man Amino- 
sauren, Peptidc oder Proteine mit Phenylisothiocyanat (PITC) umsetzt und das 
Reaktionsprodukt in geeigneter Weise behandelt. Diese Reaktion wurde von EDMAN~ 

beschrieben und in zahlreichen Laboratorien zum Abbau von Proteinen und von 
Peptiden verwendet (fur Zusammenfassung vgl. z.B. Lit. 2, 3). Mit der Dunnschicht- 
chromatographie der PTH-Aminosauren* * haben sich mehrere Gruppen2-0 beschgf- 
tigt. CmmsuLmz et al. ssl”, WIELANDUNDGEBERT ~~,SARGES UND WITKOP~~ benutzten 
die Diinnschichtchromatographie zum Nachweis der N-endstandigen Aminosguren 
in Peptiden und in dcren Abbauprodukten. Wir haben niedermolekulare Peptide 
nach dem von SJ~QUIST~~ modifizierten Verfahren abgebaut und die Abbauprodukte 
diinnscl~ichtcl~romatograpl~iscl~ identifiziert l&i. Urn die Leistungsf&higkeit der Metho- 
de zu priifen, und such die Anzahl der miiglichen Abbauschritte zu erkennen, haben 
wir ein Nonapeptid (H-Ala-~yr-Ile-Glu(NH2)-Asp(NH,)-Ala-Pro-Leu-Gly-NI-I,) ab- 
gebaut und die Reaktionsproclukte auf Kieselgel-G-Schichten getrennt. Uber unsere 
Ergebnisse sol1 in der vorliegenden Arbeit berichtet werden. 

Die Umsetzung des Nonapeptids und der Abbaupeptide mit PITC, sowie die 
Abspaltung und Isolierung der PTH-AminosKuren, erfolgte nach den Angaben von 
SJ~~QUIST~~, unter di_innscl~icl~tclxomatographiscl~er Kontrollelb. Gegebenenfalls wurde 
die PITC-Umsetzung wiederholt I31 16. Zur Chromatographie dienten zinksilikathaltige 
Kieselgel-G-Schichten3 und die friiher3 angegebene Technik. 

Wie aus den Figuren I, 2 und 3 zu erkennen ist, konnten nach dem ersten, zwei- 
ten und dem dritten Abbauschritt die erwarteten N-endstandigen Aminos~uren 
nachgewiesen werden. In Fig. 4 wird der vierte, in Fig. 5 der fiinfte Abbauschritt dar- 
gestellt; ausser PTH-Glutamin (4. Schritt) und PTH-Asparagin (5. Schritt) erkennt 
man such die PTH-Derivate der entsprechenden Sauren. Dieser Befund bestgtigt die 
Ergebnisse von ANDERER~~, wonach die Amidgruppen wshrend der Reaktion teil- 
weise hydrolytisch gespalten werden. Da im vorliegenden Fall sowohl Amid als such 
freie S&ure nachgewiesen werden konnten, bereitet die Identifizierung keine Schwie- 
rigkeiten. Die Abspaltung von Glutamin ist offenbar nicht quantitativ; in Chromato- 
grammen nach Fig. 5 kann man such PTH-Glutamin erkennen. Nach weiteren Ab- 
baureaktionen wird die Interpretation der Chromatogramme schwieriger (vgl. Fig. 
G-S). Die Identifizierung dtirfte bei grosseren Peptiden schon erhebliche Probleme 
bereiten. 

l 3. MiLk: G. PATAICL, J. Chromatog,, 16 (1~64) 541. 
** Fiir Zusammcnfassung vgl. Lit. 3. 
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Figs. 1-8, Nachwcis dcr Abbauprodulcte von H-Ala-Tyr-Ilc-Glu(NI-I,)-Asp(NH,)-Ala-Pro-Lou- 
Gly-NH,. A = 
Fig. I. = 

Abbauprodulct ; M = Modcllverbinclung, 
I. Schritt; Fig. z = 2. Schritt; Fig. 3 = ,3. Schritt; Fig. 4 = 4. Schritt; Fig. 5 = 5. 

Schritt; Fig. G = 6. Schritt; Fig. 7 = 7, Schritt; Fig. 8 II 8. Schritt. 
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Der Autor mijchte IIerrn I<. PODUSKA CSc. (Tschechoslowakische Akademie 
der Wissenschaften, Prag) fur die Uberlassung des Nonapeptids such an dieser Stelle 
herzlich danken. 
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Differentiation of dimethylaminonaphthalenesulphonic derivatives (QNS) of 
valine, leucine and isoleucine by chromatography on a thin layer of silica gel 

Lately, dimethylaminonapl~thalenesulphonic derivatives (DN S) of amino 
acids according to GRAM AND HARTLEY~ have been used more and more for the deter- 
mination of N-terminal amino acids in studies on protein structure. In this method, 
the identification of the DNS-amino acids by means of thin-layer chromatography 
proved to be very advantageous, the strong fluorescence of the DNS-amino acids in 
U;V. ,light (at 365 ‘rnp)a being used for identification. The sensitivity of this method 
is greater by 2-3 orders. than .that of the more ‘usual dinitrophenylation methoda. 

The three solvent systems for thin-layer chromatography2 :hitherto described 
differentiate almost all of the DNS-amino acids. Only the differentiation of DNS- 
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