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NOTES 187

Papierchromatographische Trennung von g-Aminocapronsiure und
a~-Aminosiuren sowie homologer Oligo-s-aminocapronsiuren

- e~Aminocapronsiure spielt in jiingster Zeit als Proteasen-Hemmstoff und ins-
besondere als Antiﬁbrinolytikum eine Rolle in Medizin und Biochemiel-8, Ihre
Anwendung eréffnet auch im Hinblick auf das Krebsproblem interessante: Aspekte
(siehe dazu Lit. g).

Bei #n vivo-Versuchen mit s-Ammocapronsaure benotlgten wir zum chromato-
graphischen Nachweis dieser unphysiologischen Aminosidure in Gewebeextrakten
ein Lésungsmittelsystem, das ihre Erkennung neben den im Gewebe vorkommenden
freien ' a-Aminosiduren gestattet. Nach unseren Erfahrungen mit dem.  Gemisch
2,4,6-Collidin/Boratpuffer pH g konnten wir mit diesem System eine gute Trennung
erwarten. Ein dhnliches Gemisch (Collidin-Lutidin/Boratpuffer pH g) wurde erst-
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Fig. 1. (a) Trennung-von g-Aminocapronsiure vnd Threonin. Temperatur: 20 -4 2°. (1) Auf voll-
stindig imprigniertem Papier. Links: s-NI-’a-Cap, rechts: e-NH,-Cap/Thre. Durchlauf: 72 St.
(2) Auf teilweise imprigniertem Papier. Links: e-NH,-Cap; rechts: e-NH,-Cap/Thre, Durchlauf:
48 St.” (b) Trennung wvon e-Aminocaproasiure und’ Arginin. (1) Auf teilweise 1mpragn1ertem
Papier. Durchlauf: 48 St. (2) Auf vollstliindig 1mprﬁgmertem Papier. Durchlauf: 48 St, -+
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malig von MCI‘A.RRI:N10 zur Trennung von «-Aminoséduren auf m1t Puffer n’nprag-
niertem Papier benutzt (51ehe dazu auch Lit. 1),

Experimenielley Teil

- Zur Verwendung kam 2,4,6-Collidin, das durch Schiitteln mit Brom, Natrium-
thiosulfat, stehen iiber NaOH und Destillationl? gereinigt wurde. Boratpuffer vom
pH 9 wurde nach HAIs!® bereitet und bei Versuchstemperatur (20°) mit Collidin
gesidttigt. Die obere Phase wurde als Laufmittel benutzt. Zur Imprignierung wurde
das Papier mit dem Puffer getrinkt und danach an der Luft bei Raumtemperatur
getrocknet. Als Chromatographiepapier verwendeten wir FN 4 (VEB Spezialpapier-
fabrik Niederschlag, Erzgeb.) und 2043b mgl (Schleicher/Schiill). Die Chromato-
graphie erfolgte nach einer modifizierten Keilstreifenmethode '(siche Fig. 1 und 2)
absteigend. ‘Freie Aminosiduren und Peptide wurden mit Ninhydrin, N-acylierte
Derivate mit Chlor/o-Tolidin~KJ nach ZAERN UND REXROTH sichtbar gemacht,
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Fig. 2. Oligomerhomologen-Trennung auf verschieden imprigniertem IPapier. Links jeweils g-
Amlnocapronsaure rechts von oben nach unten Mono-, Di~, Tri-, Tetra-und Penta-aminocapron-".
sdure. Temperatur: 20 4 2°. (a) Vollstindige Impragmerung Durchlauf: 96 St. (b) Imprégnicrung -
3.cm:vom Start.. Durchlauf; 48: St (c) Impragmerung der ersten L'Lufstxecke bis 6. cm- unterhalb
vom Start. Durchlauf: 48 St. - . ‘ s

‘ ].»Clz}omatag'., 22 (1966) -187-191



NOTES 189

Ergebmsse : ' R
Trennwung von c-Ammoaaj:ronsmwe wund a-Aminosiuren. Nach vollstandlger

' Impragmerung des Papiers liessen sich die meisten a-Aminosduren neben g-Amino-

capronsiure eindeutig erkennen. Eine Trennung von g-Aminocapronsiure, Threonin,
Histidin,; Arginin und Alanin war n1cht mogllch In Tabelle I sind dle entsprechenden

‘ RF-Werte aufgefiihrt.

TABELLE I

Rp-WERTE VON £-AMINOCAPRONSAURE (g-INH,-CAP) UND &-AMINOSAUREN
Temperatur: 20 - 1°, 44 St.

Awminosdure FNy 2043b Aminosdure FNy4 2043b

mgl : mgl
Cys 0.03 0.03 Thre ‘ 0.14 0.13
Glu 0.04 0.04 Pro 0.16 0.14
Asp 0.04 0.04 Val ‘ 0.24 . o.21
Lys 0.09 0.08 Met 0.28 0.25
Ser o.10 - 0.09 Ileu 0.31 _0.27
Gly - o.)0o 0.09 Leuw 0.34 - 0.31
Arg 0.13 0.12 Phe 0.39 0.35
Ala ' 0.13 0.12 - Tyr ' 0.48 0.43
e-NH,-Cap 0.13 0.11 Try ~ 0.54 0.50
His 0.14 0.13

Zur Verbesserung des Trenneffektes - haben wir die Imprignierung des Papiers
derartig vorgenommen, dass die Streifen erst 3 cm vom Startfleck entfernt mit dem
Puffer getrinkt wurden. (Ein #hnliches Verfahren. der  teilweisen Imprignierung
wurde von CEREPKO! fiir die Chromatographie der cyclischen Oligoamide der &-
Aminocapronsiure in wissrg. Thymol auf mit methanol. Thymol getrinktem Papier
angewandt.) Die Aminosiuren durchlaufen so erst. eine unimprignierte Strecke mit
grosserer Geschwindigkeit. In der darauffolgenden imprégnierten Zone wird' ihr
Lauf verlangsamt. Fig. 1a zeigt die so erfolgte Trennung von e-Aminocapronsiure
(e-NH,-Cap) und Threonin neben dem ungetrennten Gemisch ¢-NH,-Cap/Thre auf
vollsténdig imprigniertem Papier, Fig. 1b die entsprechende Trennung von g-NH,-
Cap/Arg e-Amino-capronsiure und Arginin lassen sich auch auf ummpragnlertem
Papier im gleichen System ausgezeichnet trennen. Eine Trennung von s-NHa-Cap/

~ Ala und &-NH-Cap/His war auch mit dieser Methode nicht moglich; ebensowenig

e

filhrten andere Variationen der Impragmerung (s.u.) zum Erfolg. Eine Unterschei-

‘dung dieser Aminosduren kann aber in Butanol—Else551g~—Wasser Systemen erfolgen

(swhe dazu HAI1s!9), ‘ .

+ Tyennung von Olzgo-s-amznocaj)ronsauren Das 2,4,6 Collidin/ Bora.tpuffer-System
erwies sich als sehr wirksam zur Trennung oligomerer Peptide der e~Aminocapronsiure.
Die Trennung der Oligomeren erfolgte bisher entweder nach ZAEN UND HILDEBRAND!?
in den Systemen z-Butanol-Ameisensiure-Wasser und z-Butanol—wassrg :Ammoniak
oder -nach ‘ROTHE® im System #-Butanol-Eisessig-Wasser (BEW). Die genannten
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- Systeme ergeben aber keine ausreichende Trennung der homologen Aminocapron-
siuren. Wegen der relativ grossen Rp-Werte im BEW-System (Di-Aminocapron-
sidure 0.60, Tri-, Tetra- und Pentameres > 0.60) ist auch eine chromatographische
Trennung im Durchlauf nicht mdéglich. Das  2,4,6-Collidin/Boratpuffer-Gemisch
ergibt nach vollstindiger Imprignierung des Papiers fiir die oligomeren g-Amino-
capronsduren folgende Rp-Werte (siehe Tabelle II).

TABELLE II

I?p-wnn'rn FUR OLIGO-£-AMINOCAPRONSAUREN UND EINIGE DERIVATE

Z = CgH,CH,0CO~, Cap = —-NH(CH,);CO- nach Lit, 17, Bz = C;H;CH,~
Temp.: 20 4 1°C, 40 St.

Substanz FNg 2043b Substanz FN¢y 2043b

wmgl mgl

H(Cap)OH 0.13 o.II Z(Cap)OH 0.72 0.70
H(Cap),OH o.25 o.21 Z(Cap),OH 0.76 0.72
H(Cap)3,OH 0.30 o.27 ..  Z(Cap),OH 0.78 0.74
H(Cap),OH 0.34 0.31 Z(Cap),OH 0.79 . 0.75
H(Cap);OH ' o0.38 0.35 Z(Cap),OH o.80 0.78
: Z(Cap),OH o.81 0.79
Z(Cap), OBz 0.96 0.93

Z(Cap)aOBz 0.96 0.93

Die Substanzen laufen als gut abgegrenzte Flecke geringer Ausdehnung, was
ihre Trennung sehr’ erleichtert. Nach go-stiindiger Chromatographie im Durchlauf
liegen sdmtliche Homologe bis zum Pecntameren gut getrennt neben einander vor
(Fig. 2a). Eine Auftrennung noch héherer Oligomere ist im. angewandten System
nicht mehr méglich. Hexa-ammocapronsaure verblelbt z.T. am Start ein Teil liuft
mit dem Pentameren. :

Anderung der Impragmerung fithrte auch hler zu einer Verbesserung der
Trennung. Fig. 2b und ¢ zeigen Mono- bis Penta-aminocapronsidure nach verschie-
dener Impragmerung des Papiers. Eine gute Trennung ist hier bereits ohne Durchlauf
des Losungsmlttelgemlsches ‘nach 48 Stunden erfolgt. Tellwelse Impragmerung erst
3 cm vom Start entfernt (Fig. 2 b)-ergibt kleine, gut- abgesetzte Flecke. Lisst man die
Substanzen aus einer imprégnierten Zone in eine unimprignierte Zone laufen; dann
vergrossern sich die Flecke mit der Laufgeschwindigkeit. Dieses Verfahren (Fig. zc)
liefert ebenfalls eine befriedigende Trennung. Als recht gunstlg erwies sich ferner
eine streifenweise Imprignierung (I cm breite Streifen in Jewehs 2 cm Abstand) quer
zur Laufrlchtung Auf unimprigniertem Papier wurden im- gleichen System nur die
niederen . Ollgomeren scharf getrennt. Diese modifizierten Verfahren sind-also dann
‘zu empfehlen, wenn man auf die zeltraubende Durchlaufchromatographle verzichten
will. Sie erlauben. allerdmgs nlcht in ]edem Fall eine scharfe. Trennung von, Tetra-
und Pentameren. : -

~Trennung von. Derwaten der e-A mmoaaj)ronsaura Das Collldm/Boratpuffer-Sys-
tem ermogllcht weiterhin. die Erkennung von Carbobenzoxy(Z)-ollgo-a.mmocapron-
sduren . neben Z-oligo-aminocapronsiurebenzylestern (Rp-Werte siehe Tabelle II).
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Das ist wichtig zur Reinheitspriifung der Z-Oligoamid-benzylestern nach der Kupp-
lung von Z-Oligoamiden mit Oligoamid-benzylester mit Hilfe peptidchemischer
Methoden?®. In den bisher angewandten Systemen BEW, TCW (Tetrahydrofuran—
Cyclohexan—Wasser)!? und TE (Tetrachlorkohlenstoff-Eisessig)?! konnte  Z-Amino-
capronsdure nicht von Z-Diaminocapronsiurebenzylester getrennt werden?20,

Fiir gewissenhafte technische Mitarbeit habe ich Frau G. HANOLD zu danken. -
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