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CHROM. 4990

Gelchromatographie strukturisomerer Peptide an Sephadex G-10

Uber die “reversible Adsorption” von aromatischen und heterocyclischen Ver-
bindungen an Dextrangelen in Abhingigkeit von der Art der Gelmatrix und des
Elutionsmittels ist von zahlreichen Arbeitskreisen berichtet worden!—4. In einer
vorangegangenen Mitteilung beschrieben wir das unterschiedliche Verhalten struk-
turisomerer Phenylalaninpeptide bei der Gelchromatographie an Sephadex G-15
(Lit. 5). Wir haben diese Untersuchungen an Sephadex G-10 fortgesetzt.

M ethodik

IFir die Versuche wurde ein Chromatographierohr mit den Abmessungen
105 X 1.2 cm bis zu einer Héhe von 102 cm mit in 0.2 M Essigsdure gequollenem
Sephadex G-10 (Lot No. 8g86) gefiillt. Die Versuche wurden mit folgenden Elutions-
mitteln in der angegebenen Reihenfolge durchgefiihrt: (A) 0.2 M Essigsiure; (B)
0.2 M Essigsdure mit 0.5 M NaCl; (C) 0.2 M Essigsiure mit 1.0 M NaCl; (D) o.2M
Essigsdure mit 0.1 M Phenol; (E) o.o1 M NaOH; (F) o.o1 M NaOH mit 0.5 M NaCl;
(G) 0.2 M Essigsiure, nachdem die Sdule mit dest. Wasser neutral gewaschen und
anschliessend mit 300 ml 1 M Pyridinlésung behandelt worden war®. Das verbleibende
Pyridin wurde dann mit 0.2 M Essigsdure von der Siule eluiert. Es wurden jeweils
1 uMol Aminosédure oder Peptid in 0.5 ml Elutionsmittel gelést und auf die Siule
gegeben. Das Eluat wurde in 1-ml Fraktionen aufgefangen. Die Elutionsgeschwindig-
keit betrug 20 ml/Std. Die einzelnen Fraktionen wurden mit 2,4,6-Trinitrobenzol-
sulfonsdure bzw. Ninhydrin (Prolin und Pro-Gly) umgesetzt und die Extinktionen

bei 420 nm gemessen. Die Berechnung der Kg,~-Werte erfolgte nach der Gleichung
von LAURENT UND KILLANDER?

Das mit der entsprechenden Mengen Wasser ausgemessene Gesamtvolumen 7 betrug
110 ml. Das dussere Volumen Vy wurde mittels Rinderserumalbumin zu 41 ml be-
stimmt. Die fiir die Versuche verwendeten Peptide wurden nach bekannten Methoden
synthetisiert und sind aus der Tabelle I zu ersehen.

Diskussion

Die strukturisomeren Phenylalanin- und Leucinpeptide zeigten in 0.2 M Essig-
sidure unterschiedliche Affinitéiten zur Gelphase, wobei die Peptide mit N-terminalem
Glycin stirker adsorbiert wurden als die Peptide mit C-terminalem Glycin. Durch
Salzzugabe zum Elutionsmittel (System B und C) wurden diese Affinitdtsunterschiede
besonders deutlich. Dabei wurden die Peptide Gly-Phe, Phe-Gly, Gly-Gly-Phe, Gly-
Ala, Ala-Gly, Gly-Leu, Leu-Gly und Gly-Pro spiter von der Siiule eluiert als dieent-
sprechenden Aminoséduren Glycin, Phenylalanin, Alanin, Leucin und Prolin. Diesen
Effekt beobachteten wir schon bei unseren Untersuchungen an Sephadex G-15
(Lit. 5). Der Versuch, eine “aromatische Séttigung” des Gels durch Phenolzusatz
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TABELLE I

K 4p~WERTE VON AMINOSAUREN UND PEPTIDEN AN SEPHADEX G-10

Sdulenparameter, 102 X 1.2 cm; Gesamtvolumen (V4), 110 ml; Ausschlussvolumen (V,), 41 ml.
Elutionsmittel: (A) 0.2 M Essigsidure; (B) o.2 M Essigsiiure mit o.5 M NaCl; (C) o.2 M Essigsiure
mit 1.0 M NaCl; (D) o.2 M Essigsiure mit o.1 M Phenol; (E) o.ox M Na.OH (F) o.ot M NaOH
mit o.5 MNa.Cl; (G) 0.2 M Essigsiure, nachdem die S‘z’mle mit 1 M Pyridin gewaschen wurde.

Elutionsmilttel

A B C D E F G
Glycin 0.30 0.32 0.36 0.28 0.17 0.24 0.25
Phenylalanin o.54 0.76 0.98 0.54 0.26 0.53 0.46
Gly-Phe 0.55 1.10 1.43 0.55 0.19 0.43 0.33
Phe-Gly 0.43 0.82 1.03 0.42 0.22 0.47 0.28
Gly-Gly-Phe 0.49 0.8¢9 I.10 0.48 0.15 0.33 0.27
Phe-Gly-Gly 0.29 0.36 0.39 0.26 0.12 0.25 0.25
Alanin 0.27 0.33 0.34 0.25 0.15 0.23 0.23
Gly-Ala 0.25 0.38 0.42 0.24 o.11 0.22 0.17
Ala-Gly 0.25 0.36 0.39 0.23 0.09 0.22 0.15
Leucin: : 0.29 0.36 0.43 0.29 0.15 0.28 0.25
Gly-Leu 0.31 0.57 0.65 0.31 o.I1 0.23 0.18
Leu-Gly 0.25 0.37 0.45 0.26 0.11 0,26 0.17
Prolin 0.24 0.27 0.30 0.25 0.16 0.26 0.18
Gly-Pro 0.23 0.35 0.37 0.24 0.09 0.21 0.17
Pro-Gly 0.23 0.31 0.35 0.23 0.I1 0.23 0.18

zum Elutionsmittel zu erreichen, scheiterte ebenso wie der Versuch dieses mittels
- Na-salicylat zu erzielen®,

Erwartungsgemaiss wurden die Aminoséduren und Peptide in 0.0x M NaOH von
der Gelphase ausgeschlossen. Durch Salzzugabe wurden die Verbindungen jedoch
wieder unterschiedlich stark adsorbiert. Dabei fiel auf, dass Phe-Gly stirker als Gly-
Phe retardiert wurde. Nach den Versuchen mit den Elutionsmitteln A-I7 iberpriiften
wir die Eigenschaften der Siule. Diese hatten sich offensichtlich nicht geédndert,
denn fiir alle Aminosduren und Peptide wurden in 0.2 M Essigsidure dieselben Kgy-
Werte gefunden wie zu Beginn der Versuchsreihen. Nach dem Waschen der Sédule mit
Pyridinlésung jedoch wurden alle Verbindungen mit 0.2 M Essigsdure deutlich frither
von der Séule eluiert als zuvor. Diese von EAKER UND PORATH gemachte Beobachtung
kénnen wir fiir Sephadex G-10 (Lot No. 8986) bestitigen. Dagegen konnten wir diesen
Effekt bei unseren Arbeiten mit Sephadex G-15 (Lot No. grgo) nicht beobachten®.
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