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Pagierchramatographische Trennung van a-Arkinocaprons~ure und 
a-Aminoskiuren sowie homologer Oligo-a-amino~aprons%uren 

s-Aminocapronsgure spielt in jiingster Zeit. als Proteasen-Hemmstoff und in& 
besondere als Antifibrinolytikum einc Rolle in Medizin und Biochemiel-8.. Ihre 
Anwendung eraff net such im Hinblick auf das Krebsproblem interessante Aspekte 
(siehe dazu Lit. 9). 

Bei irt z&o-Versuchen mit .+AminocapronsWre benttligten wir zum chromato- 
graphischen Nachweis dieser unphysiologischen Aminosiiure in Gewebeextrakten 
ein L8sungsmittelsystem, das ihre Erkennung neben den. im Gewebe vorkommenden 
freien a-Aminos&uren gestattet. Nach unseren Erfahrungen mit dem Gemisch 
2,4,6Xollidin/Boratpuffer pH g konnten wir mit diesem System eine gute Trennung 
erwarten. Ein ghnliches Gemisch (Collidin-Lutidin/Boratpuffer pH g) wurde erst- 

Fig: I. (a) Trcnnung von E-Aminoc&pronsluro und Thrdonin. TemperaCur: io _i 2'. (I.) Auf voll- 
st&ndig impr&gnicrtem Papicr. Links: E-NK,-C~~; .recli$: E-NH,-Cap/Thrc, Durchlauf : 72 St. 
(2) Auf 3eilweisc imprtlgniertem Papier. Links : E-NH&Zap;, ,rcchts: c-N+Cap/Thre:. DurCh!auf : 
48 St.’ (b) ~Trcnnung von .+AminocapronsBure und; Arginin. (I) Auf toilweisd imPr&gniertcm 
Papier. Durchlauf : 48 St. (2) Auf vollsttindig impr&gnicrtom Papier. Durchlauf : ‘48 St. . . 
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rnalig von McF~~REN~O zur Trennung von a-Aminosguren auf mit Puffer impr%g- 
niertem Papier benutzt (siehe dazu au& Lit. I I). 

Eq+erimenzteZZer TeiZ 
Zur:Verwendung karn 2;4,6-Collidin, das durch Schiitteln mit Brom, Natrium- 

thiosulfat, stehen iiber Na0I-I und Destillationls gereinigt wurde. Boratpuffer vom 
plX ‘9 wurde nach HAIS 18 bereitet und bei Versuchstemperatur (20’) mit Collidin 
gesattigt. Die obere Phase wurde als Laufmittel benutzt. Zur Impr5ignierung wurde 
das Papier mit dem Puffer getrZnkt und danach an der Luft bei Raumtemperatur 
getrocknet ; Als Chromatographiepapier verwendeten wir FN 4 (VEB Spezialpapier- 
fabrik Ni’ederschlag, Erzgeb.) und’ 2043 b mgl (Schleicher/Schtill) . Die Chromato- 
graphie erfolgte nach, einer’ modifizierten Keilstreifenmethode ’ (siehe Fig. I und 2) 
absteigend: Freie Aminos3uren und Peptide wurden mit Ninhydrin, N-acylierte 
Derivate mit Chlor/a-Tolidin-I&J nach ZAHN UND REXROT@ sichtbar gemacht. 

Fig: 2.. Oligomcrhomologcn-Trennung. auf .verschicdcn imprBgniertcm Papier. ,.Links jeweils e- 
Aminocapr,ons&ure ; rochti von oben. nach .un$en ,Mono-, Di-, ,Tri-, Tetra-.uncl Penta-aminoqapron- 
slure. Tomperatur: 20 & b”..(a) Vollstbdige Impr%gnicrung. Durchlauf: gG St. (b) Imprlgnierung 
3, cm vom Start. Durchlauf : 4S ,St. (c)’ ImprOgnierung der ersten Laufstreclcc ,bis 6 cm, untdrhalb 
vom Start. Durchlauf : 48 St. . .’ : ” ! 
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Ergebutisse : I: 
Xwnwng won e-Arutinocapronsiizcre ,zcnd a-Aminosdzcren. Nach vollst&ndiger 

Impr5ignierung des Papiers liessen sich die meisten a-Aminosauren neben c-Amino- 
capkonsgure eindeutig erkennen. Eine Trennung’von r-Aminocaprons&ure, Threonin, 
Histidin, Arginin und Alanin war nicht moglich. In Tabelle I sind die entsprechenden 
&-Werte aufgefiihrt. 

TABELLE I 

&PWER~!I.J VON E-AMINOChPRONSi’ilJRE (E-NW,-CAP) UND ti-AMINOSiiUREN 

Tempera&w : 20 -I: x0, 44 St. 

Aminosduve FN4 2043 b 
m& 

A minosdure FN4 zoq3 b 
mb-+ 

CYS 
G1l.I 

ASP 
Lys 
Scr 

Gly 
Arg 
Ala, 

E-NH,-Cap 

His 

a03 
0.04 
0.04 
0.09 
0.10 

- 0.10 

0.13 
0.13 

0.13 

0.14 

0.03 
0.04 
0.04 
0.08 
0.09 
0.09 
0.12 

0.12 

0.11 

0.13 

Thrc 
PLO 

Val 
Met: 
Ilcu 
Lcu 
Phb 

Tyr 

0.14 0.13 

O.IG 0.14 

0.24 0.21 

0.28 0.25 

0.31 0.27 

’ o-34 0.31 

0.39 0.35 

0.48 0.43 

Try 0.54 0.50 

_-. 

Zur Verbesserung des Trenneffektes haben wir die Impr%gnierung des Papiers 
derartig vorgenommen, dass die Streifen erst 3 cm VOM Startfleck entfernt mit dem 
Puffer getr&nkt wurden. (Ein ghnliches Verfahren ‘der teilweisen Impragnierung 
wurde von CEREPKO~~ fur die Chromatographie der cyclischen Oligoamide der ‘E- 
Aminocapronsaure in wassrg. Thytiol auf mit methanol., Thymol getranktem ‘Papier 
angewandt.) Die Aminos&uren durchlatifen so erst eine unimpr3gnierte’ Strecke ‘mit 
gr8sserer Geschwindigkeit. In der darauffolgenden imprQnierten ‘Zone’ wird ihr 
Lauf verlangsamt. Fig. I a i;eigt die so erfolgte Trennung von e-Aminocaprons&ure 
(s4JHz-Cap) und Threonin neben dern ungetrennten Gemisch r-NH&ap/Thre auf 
vollstandig impragniertem Papier, Fig. xb die entsprechende Trennung von E-N,H,- 
Cap/A&g. s-Amino-caprons&tre und Arginin’ lassen sich such’ auf unimpr&niertem 
Papier im gleichen System ausgezeichnet trennen. Eine Trennung von .+NHB-Cap/ 
Ala und s-N&-Cap/His war such mit dies& Methode nicht mijglich; ebensowenig 
fiihrten andere’ Variationen der Impr3gnierung (s.u.) zum Erfolg. Eine ‘Unterschei- 
dung dieser Aminostiuren kann aber in Butanol-Eisessig-Wasser Systemen erfolgen 
(siehe’ dazu .HAIS1O). .' '/ I / 

$?O .' Twnnzcng van Oligo-r-aminoca~~okx2wren. Das z,#4ollidin~Boratptiffer_System 
:~,~,, erwies sich als sehr wirksam zurTrennung oligomerer Peptide der .+Aminocapronsaure. 

DieTrennung der; Oligonieren erfolgte bisher entweder nach Z~titi ,WND HILDE~~RAND~’ 
in den Systemen z-Butanol-Arrieisenstiure-Wasser und z&utahol-w&kg; : Ahimbni&li 
oder -,nach ‘ROTHE l8 im System n-ButanoLEiskssig-Wasser (BEW). Die .genannten 
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Systeme ergeben aber keine ausreichende Trennung der homologen Aminocapron- 
sguren. Wegen der relativ grossen RF-Werte im BEW-System (Di-Aminocapron- 
sgure 0.60,. Tri-, Tetra- und Pentameres > 0.60) ist such eine chromatographische 
Trennung im Durchlauf nicht moglich. Das 2,4,6-Collidin/Boratpuffer-Gemisch 
ergibt nach vollstandiger Imprsgnierung des Papiers fiir die oligomeren s-Amino- 
capronsauren folgende Rp-Werte (siehe Tabelle II). 

TABELLE II 

&‘-WERTE FtiR OLIGO-B-AMINOCAPRONSiiUREN UND l3INIGE DERIVATE 

z = C,H,CW,OCO-. cap = -NI-I(CH,),CO- nach Lit. 17, Bz = C,H,CH,- 
Temp. : 20 f IX, 40 St. 

. 

Substane FN4 Substanz FN4 2043 b 
11261 

H (Cap) OH 0.13 0.11 Z(Cap)OH 0.72 0.70 
I-I (Cap) ,OH 0.25 0.21 Z(Cap),OH 0.76 0.72 
H(Cap),OH 0.30 0.27 Z(Cap)30H 0.78 0.74 
H(Cap),OH 0.34 0.31 Z(Cap),OH 0.79 0.75 
I-I (Cap)aOH 0.38 0.35 Z(Cap),OH 0.80 0.78 

Z(Cap)oOH 0.81 0.79 
Z(Cap),OBa o.gG 0.93 
Z(Cap),OBI, o.gG 0.93 

Die Substanzen laufen als gut abgegrenzte Flecke geringer Ausdehnung, was 
ihre Trennung sehr’ erleichtert. Nach go-sttindiger Chromatographie im Durchlauf 
liegen stimtliche Homologe bis zum Pcntameren gut getrennt neben einander vor 
(Fig. 2 a).. Eine Auftrennung noch hijherer Oligomere ist. im angewandten System 
'nicht mehr mGglich, Hexa-aminocapronsaure verbleibt z:T. am Start, ein Teil Buft 
mit dem- Pentameren. 

i%nderung der Impr+@erung fiihrte such, hier zu einer Verbesserung der 
Trennung., Fig. ,2 b und c zeigen, Mono- bis ,Penta-aminocaprons&_rre nach verschie- 
dener Impragnierung des .Papiers. Eine gute Trennung ist hier bereits ohne Durchlauf 
des Liisungsmittelgemisches ‘nach 48 Stunden erfolgt. Teilweise Impr&ig;nierung erst 
3 cm vom Start entfernt (Fig. .2 b) )ergibt kleine, gut abgesetzte Flecke. Ltisst man die 
Substanzen aus einer impragnierten Zone in eine unimpragnierte Zone laufen, dann 
vcrgriissern sich die Flecke mit der Laufgeschwindigkeit. Dieses Verfahren (Fig. z c) 
liefert. ebenfalls eine befriedigende Trennung. Als recht giinstig erwies sich ferner 
eine strcifenweise Impragnierung (~‘crn breite Streifen in jeweils 2 cm Abstand) quer 
zur Laufrichtung. ,Auf unimpr%gniertem Papier. wurden irn, gleichen System nur, die 
nie$eren,:Qligomeren scharf: getrennt. Diese modifizierten Verfahren sind:, also dann 
zti. einpfehlen; wenn”man auf die ,zeitraubende Durchlaufchromatographie. verzichten 
will.,, Sie erlauben allerdings nicht in jedem Fall eine scharfe Trennung. .von Tetra- 
uud ,Pentameren. : ‘. .’ 

I : -, .Trennwag won DerivatcN, der E-Amilzoccq!~ro~&we. Q?s Collidin/Bo~atp,uffer-Sys- ‘. 

t&g. ermijglicht weiterhin , die Erkenriung von Carbobenzoxy(Z)-oligo-aminocapron- 
.sZuren. e neben Z-oligo-aminocapronsaurebenzylestern (RF-We&e siehe Tabelle II). 

J. Chyomatog., 22 (Ig66) 18pxgr. 



NOTES =9= 

Das ist wichtig zur Reinheitsprtifung der Z-Oligoamid-benzylestern nach der Kupp- 
lung, von Z-Oligoamiden mit Oligoamid-benzylester mit I-Iilfe peptidchemischer 
Methoden.20. In den bisher angewandten Systemen BEW, TCW (Tetrahydrofuran- 
Cyclohexan-Wasser) lD und TE (Tetrachlorkohlenstoff-Eisessig)21 konnte Z-Amino- 
capronsaure nicht von Z-Diaminocapronsaurebenzylester getrennt werdenso. 

Fur gewissenhafte technische Mitarbeit habe ich Frau G. WANOLD zu danken. 
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