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assay is desired the methyl esters of the PGF compounds may be quantitatively
hydrolyzed in weak alkali. The other biologically active prostaglandins, however,
are labile in alkali. A useful application of the described separations seems to be in
the isolation of prostaglandins prior to analysis by GLC and/or mass spectrometry.
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CHROM. 4651

‘Gelchromatographie von strukturisomeren Phenylalanin-Peptiden an
Sephadex G-15

i .. .Uber die unterschiedlich starke Retardation von aromatischen und hetero-
cyclischen Verbindungen an Dextrangelen berichteten schon PORATH! und GELOTTEZ2,
Der Mechanismus dieses in der Gelchromatographie als ‘‘reversible Adsorption’’ be-
zeichneten: Effekts scheint ziemlich komplizierte Wechselwirkungen zwischen Netz-
werk® 4, Substanz5¢ und Elutionsmittel® 8 einzubeziehen. Dieser Adsorptionseffekt
kann sich: bei' der Siebanalyse von Proteinhydrolysaten wie den Peptonen nachteilig
auswirken, da hochmolekulare Peptide, die aromatische Aminosiuren enthalten, ge-
meinsam mit anderen niedermolekularen Peptiden von der Siule eluiert werden. Aus
der’ Literatur sind aber auch Beispiele ' bekannt, wo dieser Adsorptionseffekt zur
Lo6sung spezieller Probleme ausgenutzt wurde wie z.B. zur Trennung von homologen
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Phenylalanin-Peptiden? oder von Tyrocidinen®. In Fortsetzung unserer Versuche liber
die Gelchromatographie von Peptonen? wollten wir anhand von strukturisomeren
Phenylalanin-Peptiden die Eigenschaften von Sephadex G-15 studieren und damit
die Verwendbarkeit des Gels fiir die Siebanalyse von Peptonen priifen. Zu Vergleichs-
zwecken wurden auch einige Peptide von nichtaromatischen Aminoséduren mit her-
angezogen.

M ethodik

Fiir die Versuche wurde ein Chromatographierrohr mit den Abmessungen
I.2 X 105 cm bis zu einer Héhe von 102 cm mit in dest. Wasser gequollenem Sephadex
G-15 gefiillt und mit 300 ml Elutionsfliissigkeit dquilibriert. Die Versuche wurden
mit den folgenden Lésungsmitteln in der angegebenen Reihenfolge durchgefiihrt:
(A) 0.2 M Essigsdure; (B) 0.2 M Essigsdure mit 0.1 M NaCl; (C) 0.2 M Essigsdure
mit 0.5 M NaCl; (D) o.z2 M Essigsdure—Dioxan (go:10); (E) 0.2 M Essigsdure, zuvor
wurde die Sdule mit dest. Wasser neutral gewaschen und anschliessend mit 300 ml
1 M Pyridinlésung behandelt5; das verbleibende Pyridin wurde mit 0.2 M Essigsdure
von der Siule eluiert; (F) o.o1 M NaOH; (G) o.o1 M NaOH mit 0.5 M NaCl. Es wur-
den jeweils 1 uMol Aminosdure bzw. Peptid in 0.5 ml Loésungsmittel gelost und auf
die Sidule gegeben. Das Eluat wurde mit einem automatischen Fraktionssammler in
1 ml Fraktionen aufgefangen. Die einzelnen Fraktionen wurden mit 2,4,6-Trinitro-
benzolsulfonsdure bzw. Ninhydrin (Prolin und Pro-Gly) umgesetzt und die Extink-
tionen bei 420 nm gemessen.

Die Berechnung der K,y-Werte erfolgte nach der Gleichung:

VQ — VO

Kuv = 5, —7,

Das mit der entsprechenden Menge Wasser ausgemessene Gesamtvolumen V¢ betrug
110 ml. Das dussere Volumen V,; wurde mittels Rinderserumalbumin zu 40 ml be-
stimmt.

Die fiir die Versuche verwendeten Peptide wurden nach bekannten Methoden
synthetisiert und sind aus der Tabelle I zu ersehen.

Diskussion

Anhand der Ky v-Werte ist zu ersehen, dass die strukturisomeren Phenylalanin-
Peptide unterschiedlich stark adsorbiert werden, wobei die Peptide mit N-terminalem
Glycin stirker retardiert werden als die entsprechenden Peptide mit C-terminalem
Glycin. Diese unterschiedliche Affinitit zur Gelphase ist auch deutlich bei den Leu-
cin-Peptiden zu erkennen.

Bekanntlich spielt bei der Gelchromatographie das effektive hydrodynamische
Volumen eines Molekiils eine bedeutende Rolle!?, da durch die Hydratation ein ver-
héltnismissig grosser wirksames Molekiil vorliegt. Durch Salzzugabe zum Elutions-
.~ mittel wird die Hydratationsschicht und damit auch die effektive Molekiilgrosse
kleiner. Dariiber hinaus werden die aromatischen Aminosiduren und Peptide stédrker
adsorbiert, da sich der Kontaktabstand zur Gelmatrix verringert hat. Demzufolge
werden die jeweiligen Molekiile entsprechend spiter von der Sdule eluiert. Trotzdem
ist damit der von uns beobachtete Effekt, dass durch Zugabe von NaCl (Losungs-
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TABELLE I

K ay-WERTE VON AMINOSAUREN UND PEPTIDEN AN SEPHADEX G-I5

S#ulenparameter, 10z X 1,2 cm; Gesamtvolumen (V¥), 110 ml; Ausschlussvolumen (Vo)) 40 ml.
Elutionsmittel: (A) 0.2 M Essigsiure; (B) 0.2 M Essigsiure mit 0.1 M NaCl; (C) 0.2 M Essigsiure
mit 0.3’ M NaCl; (D) 0.2 M Essigsiure-Dioxan (go:10); (E) 0.2 M Ess:gsﬁ.ure, nachdem die S#ule
mit 1 M Pyndm gewaschen wurde; (F) o.o1 M NaOH; (G) o.ox M NaOH mit o.5 M NaCl.

Elutionsmittel

A B C D E F G
Glycm S 0.45 .. 0.49 0.49... 0.48 0.45 0.18 0.42
Phenylalamn o073 . . 0.79 0.88 0.71 0.72 0.28 0.73
Gly-Phe " ‘073 0.96 1.09 0.71 0.73 0.24 0.59
Phe-Gly . ...~ 0.65 .. 0.81 0.91 0.63 0.63 0.24 0.65
Gly-Gly-Phe 0.66 . . 0.86. 0.96 0.65 0.68 0.21 0.52
Phe-Gly-Gly 0.44 . 0.49 0.51 0.48 0.44 0.18 0.42
Alanin. ~ ' o0.42 —_— 0.48 0.45 ' 0.42 —_ —_
Gly-Ala ' - 0.40 . —_ 0.49 ‘ 0.44 0.41 —_ _
Ala-Gly o 0.40 —_ 0.49 0.43 0.40 —_— —_
Leucin, =~ =~ 0.45 —_ 0.53 0.47 0.44 —_ —_—
Gly-Leu: " 0,48 —_ 0.66 - 0.48 0.46 —_ —_
Leu-Gly- o 0.4T — 0.58 | 0.44 0.41 — —_
Prolin 4 " 0.40 —_ 0.43 0.43 0.41 —_ —_—
Gly-Pro© @ ‘o0.40 —_ - 0.49 0.43 0.41, —_ —

Pro-Gly 0.38 0.46 [0.41 0.40

mittel B und C) die Peptide Gly-Phe, Phe-Gly, Gly-Gly-Phe, Gly-Leu und Leu-Gly
spiter als die entsprechenden Aminosduren Glycin, Leucin und Phenylalanin elujert
werden, nicht zu erkliren. Wihrend in o.or A/ NaOH alle untersuchten Verbindungen
wie erwartet von der Gelphase ausgeschlossen werden, bewirkt die Zugabe von NaCl
eine unterschiedlich starke Adsorption an die Gelmatrix. Den von EAKER UND PORATH
an Sephadex G-10 beobachtete Effekt, dass nach dem Waschen des Gels mit 1 M
Pyridinlésung .die Aminosiduren mit o.2 M Essigsidure frither eluiert wurden als vor
der Pyridinbehandlung®, konnten wir an Sephadex G-15 nicht feststellen.
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