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Durch zweidimensionale Diinnschichtchromatographie ihrer fluoreszierenden
5-Dimethylaminonaphthalin-1-sulfonyl-(Dansyl-)derivate lassen sich Aminosduren
mit freien Amino- oder phenolischen Hydroxylgruppen besonders an Polyamid
schnell und-mit grosser Treffsicherheit identifizieren. Die Dansylierung gehdért deshalb
inzwischen zu den Standardmethoden der Aminosaure- und Peptidanalytik, wie
zahlreiche Publikationen und mehrere Zusammenfassungen zeigen'—3.

Da die bisherigen Arbeiten iiber Dansylierungen iiberwiegend physiologisch~
chemisch orientiert sind, wurden fast ausschliesslich Aminosiuren untersucht, wie sie
in hdheren Organismen vorkommen (“physiologische” Aminosduren). Bei der
Analyse mikrobieller Peptide ist dagegen auch mit ungewdhnlichen Sduren zu rechnen,
deren Dansylderivate selbst in ausfiihrlicheren chromatographischen Rg-Karten*:’
nicht enthalten sind. Bisher war deshalb die chromatographische Analyse z.B. eines
Peptidantibiotikums wenig aussagekraftig, da die Gefahr von Fehlinterpretationen
durch mangelnde - Kenntnis des chromatographischen Verhaltens seltener Amino-
sduren gross war. '

Mit der vorliegenden Untersuchung iiber die Dansylierung von 90 Amino-
sduren und I1 weiter mSglicher Analysen-Bestandteile (z.B. Aminczucker) wird te-

_ gonnen, diese Liicke zu schliessen.

" EXPERIMENTELLES

Methodik

Fir zweidimensionale Trennungen an Polyamid besonders bewahrt hat sich
ein von Schulze und Neuhoff®? angegebenes Laufmittelsystem, das mehr als 60 der
hier untersuchten Dansylderivate schonan 3 x 3 cm Polyamidfolien nach zweimaliger
Entwicklung reproduzierbar auftrennt (Fig. ! und 2) und neben der Materialersparnis
durch das kleine Folienformat den Vorteil kurzer Entwicklungszeiten bietet. -

Experimente .

100 u! der zu untersuchenden Aminosiuremischung (jeweils etwa 0.5 mM i
6.05 M NaHCO;-Puffer, pH 10.0) wurden mit 250 ul einer frischen Daasylchlorid-
16sung in Aceton (2.7 mg/ml) vermischt und 30 min bei 37° aufbewahrt. Von diese-
Losung wurden 0.1-0.5 #l zur Chromatographie mit einer diinn ausgezogenen Glas-
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1.Dimension
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2.Dimension

Fig. 1. Fleckkarte der Dansylderivate. Chromatographie in der 1. Dimension in 4 Vol.-%, Ameisen-
sdure in Wasser, in der 2. Dimension in 20 Vol.-% Eisessig in Benzol. | = Start, 2 = Cystin, 3 =
5-Hydroxytryptophan®, 4 = Taurin, 5 = Cysteinsdure, 6 = meso-Diaminobernstéinsdure, 7 =
Dansylsulfonsidure (blau), 8 = S-Aminocithan-phosphonsiure, 9 = Dansylsulfinsdure (blau), 10 =
a-Aminoithanphosphonsiure, 11 = Arginin, Canavanin, Cystin®, meso-Diaminobernsteinsdure®,
Diaminopimelinsiure®, Glucosamin, d-Hydroxylysin®, Mannosamin, 12 = erythro- und threo-2,3-
Diaminobuttersiure*, Diaminopropionsdure®, Histidin®*, 13 = 1-Mecthylhistidin, 14 = Serin, 15 =
Asparaginsiure, 16 = 3,4-Dihydroxyphenylalanin* (gelb), 3,4-Dihydroxyphenyl-a-methylalanin®
.{gelb), 17 = Carboxymethylcystein, 18 = Diaminopimelinsiure, 19 = Tyrosin®, 20 = Cystathionin,
allo-Cystathionin, 5-Hydroxytryptophan* (gelb), 21 = 5-Hydroxytryptophan (gelb), 22 = 3,5-Dijod-
tyrosin, 23/24 = 3,4-Dihydroxyphenylalanin® (gelb), 25 = Tryptophan, 26 = §-Hydroxylysin, 27 =
Glutaminsiure, 28 = Citrullin. Methionindioxid, Homoserin, Threonin, allo-Threonin, 29 =
Asparagin, 30 = Histidin® (gelb), 31 = Glutamin, 32 = Methylthreonin, 33 = 4-Hydroxyprolin,
34 = Tyrosin® (gelb), a-Methyl-p-tyrosin® (gelb), a-Methyl-m-tyrosin (gelb), 35 = Methylglutamin-
siure, 36 = Diaminopropionsiure, 37 = 2,4-Diaminobuttersiure, threo-2,3-Diaminobuttersaure,
38 = Ormmithin, 39 = f-Hydroxyleucin, 40 = Giycin, 41 = y-Amino-g-hydroxybuttersiure, 42 =
Hydroxyvalin, 43 = Methioninoxid, 44 = 3-Methylhistidin, 45 = Ethalolamin, 46 = Q-Methylserin
47 = Ammoniak (blau), 48 = f-Alanin, 49 = Alanin, 50 = g-Aminopimelins3ure, 51 = ¢~ und
y-Aminobuttersiure, 52 = erythro-2,3-Diaminobuttersiure, 53 = Pyroglutaminsiure** (gelb), 54 =
Methionin, 55 = Phenylalanin, 56 = a-Phenylglycin, 57 = Lysin, 58 = 3,4-Dihydroxyphenylala-
nin* (gelb), 3,4-Dihydroxyphenyl-c-methylalanin (gelb), 59 = 3,4-Dihydroxyphenylalanin - (gelb),
60 = Tyrosin (gelb), 61 = Histidin (gelb). Norleucin, 62 = Leucin, 63 = Isoleucin, 64 = allo-
Isoleucin, 65 = Norvalin, 66 = VYalin, 67 = §-Aminovaleriansiure, 68 = g-Aminocisobuttersdure,
Sarkosin, 69 = N-Methylalanin, 70 = S-Aminobuttersaure, c-Aminoisobuttersiure, 71 = O-
Methylvalin, 72 = Diethanolamin, y-Aminobuttersiureamid®, 73 = e-Methyl-p-tyrosin (blau),
74 = Prolin, 75 = Isovalin, 76 = e-Aminocapronsiure, 77 = Pipecolinsiure, 78 = N-Methylvalin,.
79 = N-Methylphenylalanin, 8¢ = a-Methyl-m-tyrosin (gelb), 81 = 5-Methoxytryptophan (blau),
32 = N-Methylisoleucin, N-Methylicucin, 83 = Diethylamin, y-Aminobuttersiurelactame®, 84 =
Dimethylamin, 85 = Methylamin. Keine Dansylderivate wurden erhaltea aus: 4-Aminobenzoe-
:dure, 2-Aminobenzoesiure, y-Aminobuttersiurelactam**, Kreatin, Kreatinia, Picolinsdure, Pyro-
slutaminsdure**, Pyrrolcarbonsiure und Valerolactam. * = Teildansyliert; ** = Derivat bildet sich
aur iber die Dansyl-aminos3ure. ' '
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kapillarc in der rechten unteren Ecke (je 2 mm vom Rand entfernt)einer 3 x 3 cm Poly-
amidfolie (Mikropolyamid F 1700; Schleicher und Schiill, Dassel, B.R.D.) punktférmig
aufgetragen. Die Entwicklung erfolgte in der ersten Dimension in 4 Vol.- %, Ameisen-
sdure in Wasser, und nach Zwischentrocknung in der zweiten Dimension mit 20 Vol.- %
Essigsaure in Benzol. Die Chromatogramme wurden nach dem Trocknen im UV-

Licht bei 366 nm ausgewertet.
ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Da aus mehrfach dansylierbaren Aminosiuren mit Reagenzunterschuss
Gemische aus teil- und perdansylierten Verbindungen entstehen kénnen, waren aus
den hier untersuchten Substanzen mehr als 120 Dansylderivate zu erwarten. Die
Teildansylierung kann daher zu erheblich uniibersichtlicheren Chromatogrammen

Fig. 2. Chromatogramm einer teildansylierten Mischung aus 52 Komponenten an 3 x 3 cm Mikro-
polvamid. Bezifferung wie in Fig. 1.

als die Untersuchung ausdansylierter Mischungen fithren. So sind z.B. durch Teil-
dansylierung von 3,4-Dihydroxyphenylalanin sieben Dansylderivate zu erwarten, von ~
denen sich sechs nachweisen liessen. Die Reaktion mit Reagenziiberschuss fiihrt
dagegen zu einem einzigen Prcdukt. Die Chrematographie teildansylierter Proben
kann dennoch sinnvoll sein, da sich bestimmte Aminosauren (z.B. Histidin, 5-Hydroxy-
tryptophan, Tyrosin) eindeutig anhand ihrer charakteristisch angeordneten, geformtcn
(Fleck 34, Fig. 1), cder in bestimmten Farben fluoreszierenden Mbnodansylflecken
zuordnen lassen. \
\’\
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Trotz der grossen Trennscharfe war eine vollstindige Unterscheidung aller
untersuchien per-Dansylaminosduren selbst auf 5 x 5 cm Folien nicht méglich und
es ist fraglich, ob die Trennung bei der hohen Fleckdichte im Chromatogramm durch
andere Laufmittelsysteme wesentlich verbessert werden kann. So sind z.B. die polaren
hydrophilen Aminosduren im rechten oberen Quadranten des Chromatogramms
(Fig. 1) nur zum Teil unterscheidbar: mit gleichem R .-Wert wie Threonin laufen
Homoserin, Methioninoxid, Citrullin und allo-Threonin, von denen letzteres sich
auch im Aminosiureanalysator (“physiologischer Lauf™) wie Threonin verhiit.

In der zweiten Dimension zeigen 11 Aminosduren (61-72) gleichen R.-Wert
und werden nur unvollstindig getrennt.

Die annidhernd sichere Identifizierung eines Fluoreszenzflecks im Chromato-
gramm gelingt daher nur durch foigende Arbeitsweise.

(a) Der zu untersuchenden Dansyl-Aminosiuremischung wearden mehrere
bekannte Dansyl-Aminosiduren mit dhnlichem chromatographischen Verhalten als
Bezugssubstanzen zugemischt, wobei nach Chromatographie ein Muster von Referenz-
punkten entsteht, das einem Ausschnitt der Fig. 1 entsprechen muss”.

(b) Die nun mit Hilfe der Rg-Karte zugeordnete Sdure der Untersuchungs-
substanz muss im Gemisch mit einem authentischen Vergleichspraparat bei Identitat
dessen Fluoreszenzfleck verstarken und vollig tiberdecken.

(c) Bei R-Werten, denen mehrere Sauren zugeordnet werden konnen, ist der
entsprechende Fluoreszenzfleck auszukratzen und sein Inhaltsstoff in einem zwelten
Laufmittelsystem zu rechromatographieren®.

Wihrend die zweifelsfreie Identifizierung einer Aminosiure durch Chromato-
graphie ihres Dansylderivates schwierig ist und die Untersuchung weiterer, hier noch
nicht aufgefithrter Sduren und neuer Laufmittelsysteme verlangt, kdnnen andererseits
alle diejenigen Aminosauren mit grosser Sicherheit ausgeschlossen werden, fiir die
an entsprechender Stelle im Chromatogramm keine Fluoreszenz beobachtet wird.
Dies begriindet den besonderen Wert der Dansylmethode bei Untersuchungen auf
seltene Aminosauren. .
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