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ABSTRACT 

The a p p l i c a t i o n  o f  i o n - p a i r  p a r t i t i o n  r e v e r s e d  p h a s e  
h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  t o  t h e  a n a l y s i s  
a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  p e p t i d e s  p r o d u c e d  b y  s o l i d - p h a s e  
s y n t h e s i s  i s  d e s c r i b e d .  T h i s  a p p r o a c h  p e r m i t s  v e r y  r a p i d  
r e c o g n i t i o n  o f  d e l e t i o n  o r  p a r t i a l  d e p r o t e c t i o n  p r o d u c t s  
w h i c h  a r e  o f t e n  g e n e r a t e d  d u r i n g  t h e  s y n t h e s i s  a n d ,  
d e p e n d i n g  o n  t h e i r  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s t i c s ,  a l l o w s  t h e s e  
c o m p o n e n t s  t o  b e  r e s o l v e d .  T h e  u s e  o f  h y d r o p h o b i c i t y  
p a r a m e t e r s  h a s  b e e n  e x a m i n e d  a n d  f o u n d  u s e f u l  i n  t h e  
p r e d i c t i o n  o f  t h e  r e l a t i v e  e l u t i o n  o r d e r  o f  t h e s e  c l o s e l y  
r e l a t e d  p e p t i d e s .  The  s e p a r a t i o n  o f  a s e r i e s  o f  s y n t h e t i c  
p r e p a r a t i o n s ,  i n c l u d i n g  t h e  a n g i o t e n s i n s ,  l e u - e n k e p h a l i n  
a m i d e ,  a f r a g m e n t  o f  B-TSH, a n d  l i n e a r  a n t a n a n i d e ,  
i l l u s t r a t e s  t h e  s p e e d  o f  t h e  m e t h o d  w h i c h  c a n  b e  u s e d  t o  
a s s e s s  t h e  h o m o g e n e i t y  o f  t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e s  a n d  a l s o  
p r o v i d e ,  p r e p a r a t i v e l y ,  h i g h l y  p u r i f i e d  p e p t i d e s .  
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2 HFARN ET AL. 

D u r  

number  o 
p r o f o u n d  

a r e  h i g h  
membrane 

INTRODUCTION 

ng  t h e  l a s t  f i v e  y e a r s  a r a p i d  

p e p t i d e s  h a v e  b e e n  d i s c o v e r e d  

b i o l o g i c a l  r e s p o n s e s .  H a n y  o f  

y p o t e n t ,  i n d u c i n g  d i v e r s e  b i o c  
o r  e x t r a - c e l l u l a r  s i t e s ,  a t  t h e  

y e x p a n d i n g  
w h i c h  e l i c i t  

t h e s e  compounds 
e m i c a l  e v e n t s  a t  

n a n o -  o r  p i c o -  

m o l a r  l e v e l ,  b u t  a r e  a v a i l a b l e  n a t u r a l l y  i n  o n l y  m i n u t e  

q u a n t i t i e s .  P e p t i d e  s y n t h e s i s  b y  c o n v e n t i o n a l  p r o c e d u r e s  

i n  s o l u t i o n  o r  b y  s o l i d - p h a s e  t e c h n i q u e  h a s  t h e  p o t e n t i a l  

t o  p r o v i d e  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  t h e s e  m o l e c u l e s  a s  w e l l  as  

s t r u c t u r a l  v a r i a n t s  w h i c h  w o u l d  a l l o w  t h e i r  b i o l o g i c a l  

c h a r a c t e r i s t i c s ,  i n c l u d i n g  s t r u c t u r e - a c t i v i t y  r e l a t i o n s h i p s ,  
t o  b e  e s t a b l i s h e d .  The  s o l i d - p h a s e  a p p r o a c h ,  i n i t i a l l y  

p i o n e e r e d  b y  M e r r i f i e l d ,  h a s  s e v e r a l  a d v a n t a g e s  f o r  

s y n t h e s i s  o f  p e p t i d e s  s i n c e  i t  i s  r a p i d  a n d  l e n d s  i t s e l f  
t o  a u t o m a t i o n  . I n  t h i s  m e t h o d ,  t h e  g r o w i n g  p e p t i d e  c h a i n  

i s  a t t a c h e d  t h r o u g h o u t  t h e  s y n t h e s i s  t o  a n  i n s o l u b l e  p o l y -  

m e r i c  s u p p o r t  w i t h  t h e  s i d e - c h a i n  f u n c t i o n a l i t y  o f  t h e  
r e a g e n t  a m i n o - a c i d s  a n d  g r o w i n g  p e p t i d e  a p p r o p r i a t e l y  
p r o t e c t e d  t o  p r e v e n t  u n c o n t r o l l e d  a m i d e  b o n d  f o r m a t i o n .  

The f i n a l  s t a g e s  o f  t h e  s y n t h e s i s  i n v o l v e  c l e a v a g e  o f  

t h e  c o m p l e t e d  p e p t i d e  a n d  r e m o v a l ,  o f t e n  a c h i e v e d  

c o n c o m m i t a n t l y ,  o f  t h e  p r o t e c t i n g  g r o u p s .  P u r i f i c a t i o n  
o f  t h e  d e s i r e d  p e p t i d e  f r o m  c o n t a m i n a n t s  i n c l u d i n g  

p e p t i d i c  d e l e t i o n  p r o d u c t s  a n d  a r t e f a c t s  g e n e r a t e d  i n  t h e  
c l e a v a g e  f r o m  t h e  r e s i n  c a n  t h e n  b e  u n d e r t a k e n .  Open 

c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h i c  p r o c e d u r e s  b a s e d  o n  g e l  p e r m e a t i o n  

i o n - e x c h a n g e ,  a d s o r p t i o n  o r  p a r t i t i o n  m e t h o d s  a n d  c o u n t e r  
c u r r e n t  d i s t r i b u t i o n  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  i n  t h e  

p u r i f i c a t i o n  o f  b o t h  p r o t e c t e d  a n d  u n p r o t e c t e d  s y n t h e t i c  
p e p t i d e s .  A l l  t h e s e  t e c h n i q u e s  a r e  r e l a t i v e l y  s l o w  and,  
d e p e n d i n g  o n  t h e  n a t u r e  o f  t h e  c o m p o n e n t s ,  c a n  h a v e  l o w  

s e p a r a t i o n  e f f i c i e n c i e s .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  i s o l a t e d  
f r a c t i o n s  n e e d  t o  b e  m o n i t o r e d  b y  a n a l y t i c a l  m e t h o d s  t o  

a s c e r t a i n  p u r i t y .  H o m o g e n e i t y  o f  p e p t i d e  p r e p a r a t i o n  

has  c o n v e n t i o n a l l y  b e e n  a s s e s s e d  b y  t h i n  l a y e r  o r  p a p e r  
c h r o m a t o g r a p h y  o r  b y  e l e c t r o p h o r e t i c  m e t h o d s .  I n  a s e r i e s  
o f  r e c e n t  p u b 1  i ~ a t i o n s * - ~  we h a v e  r e p o r t e d  m e t h o d s  w h i c h  
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HPLC FOR SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS 

p e r m i t  t h e  r a p i d  a n a l y s i s  a n d  p u r i f i c a t i o n  o f  p e p t i d e s  

b y  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y .  ble w i s h  now 

t o  r e p o r t  o u r  e x p e r i e n c e s  u s i n g  t h e s e  m e t h o d s  w h i c h  p e r m i t  

v e r y  r a p i d  a n a l y s i s  o f  t h e  c r u d e  p r o d u c t s  o b t a i n e d  f r o m  

s o l i d  p h a s e  p e p t i d e  s y n t h e s i s .  T h e  a p p l i c a t i o n  o f  t h e s e  

m e t h o d s  t o  p r e p a r a t i v e - s c a l e  p u r i f i c a t i o n  o f  a v a r i e t y  

o f  s y n t h e t i c  p e p t i d e s  i s  f e a s i b l e  w i t h  o n l y  m i n o r  c h a n g e s  

i n  t h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  m o b i l e  p h a s e .  T h e  s y n t h e t i c  

e x a m p l e s  r e p o r t e d  i n  t h i s  p a p e r  c o v e r  a r a n g e  o f  a m i n o  

a c i d  c o m p o s i t i o n s .  A t y p i c a l  a n a l y t i c a l  c h r o m a t o g r a m  
o f  a c r u d e  s y n t h e t i c  p r o d u c t  c a n  b e  c o m p l e t e d  w i t h i n  E. 
3 0  m i n u t e s  a n d  r e q u i r e s  l e s s  t h a n  5 p g  o f  m a t e r i a l .  

3 

E X  P E R  I MENTAL 

R e a g e n t s .  

A l l  s o l v e n t s  w e r e  A n a l a R  g r a d e .  M e t h a n o l  a n d  a c e t o -  
n i t r i l e ,  s u p p l i e d  b y  F i s h e r  S c i e n t i f i c  Co. w e r e  p u r i f i e d  

a s  r e p o r t e d  e a r l i e r  . O r t h o p h o s p h o r i c  a c i d  was f r o m  
May a n d  B a k e r  L t d .  W a t e r  was d e - i o n i s e d  b y  r e v e r s e  

o s m o s i s  a n d  d i s t i l l e d .  T h e  p e p t i d e s  w e r e  p r o d u c e d  i n  
t h i s  l a b o r a t o r y  b y  t h e  s o l i d  p h a s e  m e t h o d  u s i n g  s t a n d a r d  

p r o c e d u r e s .  A l l  a m i n o  a c i d s ,  e x c e p t  g l y c i n e ,  w e r e  o f  t h e  

L -  c o n f i g u r a t i o n .  

5 

A p p a r a t u s .  

A W a t e r s  h i g h  p e r f o r m a n c e  l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y  

s y s t e m  was u s e d  w h i c h  i n c l u d e d  t w o  M601)OA s o l v e n t  d e l i v e r y  

u n i t s ,  a n  M660 s o l v e n t  p r o g r a m m e r  a n d  a U 6 K  u n i v e r s a l  

l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h  i n j e c t o r ,  c o u p l e d  t o  a M450 v a r i a b l e  

w a v e l e n g t h  U V  m o n i t o r  a n d  a R i k a d e n k i  d u a l  c h a n n e l  c h a r t  

r e c o r d e r .  The p - B o n d a p a k  CI8 a n d  p - a l k y l  P h e n y l  c o l u m n s  
( l O p m ,  30cm x 4mm I . D . )  w e r e  p u r c h a s e d  f r o m  W a t e r s  

A s s o c i a t e s ,  M i l f o r d .  The  p r e p a r a t i v e  B o n d a p a k  P h e n y l -  
P o r a s i l  B (37-50vm, W a t e r s  A s s o c . )  c o l u m n s  (60cm x 7mm 

I.D.) w e r e  p a c k e d  b y  t h e  t a p - f i l l  m e t h o d  . S a m p l e  6 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
9
:
3
5
 
2
4
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



4 HEARN ET AL. 

i n j e c t i o n s  were  made w i t h  a P r e s s u r e  Lok  l i q u i d  s y r i n g e ,  
S e r i e s  B l l O  f r o m  P r e c i s i o n  S a m p l i n g  ( B a t o n  Rouge, La . ,  
U .S .A . ) .  F i l t r a t i o n  o f  s o l v e n t s  was c a r r i e d  o u t  u s i n g  
a p y r e x  f i l t e r  h o l d e r  ( M i l l i p o r e  C o r p . ,  B e d f o r d ,  Mass. ,  
U .S .A . )  w h i l e  p e p t i d e  samp les  were  f i l t e r e d  u s i n g  a 
Swinney F i l t e r  (AP2500 F i l t e r s ,  M i l l i p o r e  C o r p . ) .  

METHODS 

A l l  ch romatog rams  were  c a r r i e d  o u t  a t  room t e m p e r a t u r e  
( c a .  20’). A l l  p e p t i d e s  were  made up i n  t h e  e l u t i n g  s o l v e n t .  
B u l k  s o l v e n t s  were  degassed  s e p a r a t e l y  and t h e  a p p r o p r i a t e  
m o b i l e - p h a s e s  p r e p a r e d  and e q u i l i b r a t e d  a s  r e p o r t e d  
p r e v i o ~ s l y ~ ’ ~ .  A l l  c o l u m n s  w e r e  e q u l l i b r a t e d  t o  new 
s o l v e n t s  f o r  a t  l e a s t  30min.  and  a f t e r  g r a d i e n t  e l u t i o n s ,  
t h e  g r a d i e n t s  were r e v e r s e d  and t h e  c o l u m n s  t h e n  r e -  
e q u i l i b r a t e d  f o r  15-30min,  w i t h  t h e  i n i t i a l  m o b i l e  phase .  
F l o w  r a t e s  were  m a i n t a i n e d  be tween  l . O m l / m i n  and 4 . 0 m l / m i n  
as i n d i c a t e d  i n  t h e  t e x t .  D e t e c t i o n  o f  t h e  p e p t i d e s  was 

i n  t h e  r a n g e  205-220nm d e p e n d i n g  on t h e  n a t u r e  o f  t h e  samp le  
and t h e  m o b i l e  phase.  

RESULTS AND DISCUSSION 

I n  1974,  Ward and P e l t e r ’  d rew a t t e n t i o n  t o  t h e  
p o t e n t i a l  u s e  o f  HPLC f o r  t h e  s e p a r a t i o n  o f  p r o t e c t e d  

p e p t i d e s  by  a d s o r p t i o n  phase t e c h n i q u e s .  S u b s e q u e n t l y ,  
o t h e r  have  e l a b o r a t e d  t h i s  a p p r o a c h  u s i n g  s i l i c a g e l  
p a c k i n g  m a t e r i a l s .  The a d v e n t  o f  c h e m i c a l l y  bonded o c t y l - ,  
o c t a d e c y l - s i l a n e  and  r e l a t e d  r e v e r s e d  p h a s e  p a c k i n g s  has 
c o n s i d e r a b l y  expanded t h e  scope  o f  HPLC methods  f o r  t h e  
a n a l y s i s  and p u r i f i c a t i o n  o f  b o t h  p r o t e c t e d  and  u n p r o t e c t e d  
p e p t i d e s .  

I n  o u r  p r e v i o u s  i t  was n o t e d  t h a t  t h e  
p o l a r i t y  o f  p u r i f i e d  u n p r o t e c t e d  p e p t i d e s  and  p r o t e i n s  was 
s i g n i f i c a n t l y  m o d i f i e d  by  t h e  a d d i t i o n  o f  p h o s p h o r i c  a c i d  and  
p h o s p h a t e s  t o  t h e  m o b i l e  phase  i n  r e v e r s e d  phase  HPLC sep-  
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HF'LC FOR SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS 5 

a r a t i o n s .  S u b s e q u e n t l y ,  c o n d i t i o n s  w h i c h  p e r m i t  m o d u l a t i o n  

o f  t h e  p o l a r i t y  o f  a w i d e  r a n g e  o f  u n p r o t e c t e d  p e p t i d e s  a n d  

p r o t e i n s  b y  h y d r o p h i l i c ,  h y d r o p h o b i c  o r  c o m p o s i t e  i o n - p a i r i n g  
a n d  d y n a m i c  i o n  e x c h a n g e  w i t h  f r e e  a m i n o -  o r c a r b o x y l  g r o u p s  

h a v e  b e e n  f o u n d  . T h e s e  c h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  p r o v i d e  

v a l u a b l e  a l t e r n a t i v e s  t o  c o n v e n t i o n a l  m e t h o d s  f o r  t h e  a n a l y s i s  
a n d  s e p a r a t i o n  o f  p e p t i d e s  a n d  p r o t e i n s  w i t h  w i d e l y  d i f f e r i n g  
a m i n o  a c i d  c o n t e n t  a n d  s e q u e n c e .  Y o b i l e  p h a s e s  c o n t a i n i n g  

p h o s p h o r i c  a c i d  o r  p h o s p h a t e s  a r e  p a r t i c u l a r l y  w e l l  s u i t e d  

f o r  t h e  s e p a r a t i o n  and  a n a l y s i s  o f  p e p t i d e s  on h y d r o p h o b i c  
s t a t i o n a r y  p h a s e s  2-511". T h e s e  r e a g e n t s  p e r m i t  t h e  u s e  o f  

b u f f e r s  t h a t  a r e  UV t r a n s p a r e n t  t o  l e s s  t h a n  2.30nm a n d  
c o n t a i n i n g  s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n s  o f  o r v a n i c  

s o l v e n t s  i n  t h e  m o b i l e  p h a s e .  I n  a d d i t i o n ,  m a r k e d  
a l t e r a t i o n s  i n  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  u n d e r i v a t i s e d  o e p t i d e s  

h a v e  b e e n  n o t e d  w h i c h  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f o r m a t i o n  

-- i n  -_ s i t u  o f  h y d r o p h i l i c  i o n - p a i r  c o m p l e x e s .  F i n a l l y ,  t h e s e  

c o n d i t i o n s  a r e  c o m p a t i b l e  w i t h  i n  v i t r o  a n d  i n  v i v o  
b i o l o g i c a l  a s s a y  m e t h o d s  a f t e r  r e m o v a l  o f  t h e  o r g a n i c  

s o l v e n t .  H i g h l y  p o l a r  p e p t i d e s  may b e  i n s u f f i c i e n t l y  
r e t a i n e d  o n  r e v e r s e d  p h a s e  c o l u m n s  u s i n g  t h e s e  b u f f e r s  

t o  a l l o w  r e s o l u t i o n .  F o r  t h e s e  p e p t i d e s ,  c o n t a i n i n g  a 

l a r g e  number  o f  p o l a r  a m i n o  a c i d s  w i t h  i o n o g e n i c  s i d e  

c h a i n s ,  c o n d i t i o n s  i n v o l v i n g  h y d r o p h o b i c  i o n - p a i r i n g  
r e a g e n t s  h a v e  b e e n  d e v e l  o p e d 4  w h i c h  p e r m i t  a d e q u a t e  

r e s o l u t i o n .  H o w e v e r ,  t h e  m a j o r i t y  o f  p e p t i d e s  s o  f a r  
e x a m i n e d  show r e a s o n a b l e  r e t e n t i o n  on  n o n - p o l a r  s t a t i o n a r y  

p h a s e s .  The  e x a m p l e s  d i s c u s s e d  i n  t h i s  p a p e r  a r e  c e r t a i n l y  

r e p r e s e n t a t i v e  o f  t h i s  l a t t e r  g r o u p .  

I n c o m p l e t e  c o u p l i n g  o f  t h e  r e a g e n t  a m i n o  a c i d  t o  t h e  

n a s c e n t  p e p t i d e  r e p r e s e n t s  t h e  commones t  f a u l t  i n  s o l i d -  
p h a s e  s y n t h e s i s .  T h i s  r e s u l t s  i n  d e l e t i o n  p r o d u c t s  w h i c h  

may u l t i m a t e l y  r e s e m b l e  t h e  d e s i r e d  p e p t i d e  v e r y  c l o s e l y  
h a v i n g  o n l y  m i n o r  v a r i a t i o n s  i n  t h e  s e q u e n c e .  Commonly  u s e d  
m e t h o d s "  t o  m o n i t o r  t h e  s y n t h e t i c  p r o d u c t s ,  f o r  e x a m p l e  

BAWP p a p e r  o r  t h e  s i l i c a  g e l  c h r o m a t o g r a p h y ,  o f t e n  l a c k  t h e  
r e s o l v i n g  p o w e r  n e c e s s a r y  t o  d i s t i n g u i s h  b e t w e e n  t h e s e  

v a r i o u s  c o m p o n e n t s .  The a d v a n t a g e s  o f  h i g h  s p e e d ,  

2 

D
o
w
n
l
o
a
d
e
d
 
A
t
:
 
1
9
:
3
5
 
2
4
 
J
a
n
u
a
r
y
 
2
0
1
1



6 HEARN ET AL. 

e f f i c i e n c y  a n d  r e s o l u t i o n  n o t e d  w i t h  p r e v i o u s  HPLC 
s e p a r a t i o n s  i n  t h e  p e p t i d e  f i e l d  c o u l d  p o t e n t i a l l y  o v e r c o m e  

t h e s e  d i f f i c u l t i e s  in r e s o l u t i o n  a n d  p r o v i d e  b o t h  a n  
a n a l y t i c a l  a n d  p r e p a r a t i v e  a d j u n c t  t o  a s s i s t  i n  t h e  p u r i f i -  

c a t i o n .  Wi th  t h e  e x a m p l e s  d e s c r i b e d  b e l o w ,  s u i t a b l e  

c o n d i t i o n s  w e r e  r e a d i l y  d e v e l o p e d  w h i c h  a l l o w e d  t h e  d i r e c t  
m o n i t o r i n g  o f  c r u d e  s y n t h e t i c  p r o d u c t s  a n d  w h i c h  h a d  s u f f i -  

c i e n t  r e s o l v i n g  p o w e r  t o  p r o v i d e  a n a l y t i c a l l y  p u r e  m a t e r i a l s .  

F u r t h e r m o r e ,  t h e  r a p i d i t y  o f  t h e s e  s e p a r a t i o n s  makes  t h i s  
a c o n v e n i e n t  m e t h o d  t o  f o l l o w  t h e  l a r g e r  s c a l e  p r e p a r a t i v e  

p u r i f i c a t i o n  b y  r e v e r s e d  p h a s e  o r  o t h e r  t y p e s  o f  c h r o m a t o g r a p h y .  

A p r e p a r a t i o n  o f  t h e  t e t r a p e p t i d e  C A G Y *  a f r a g m e n t  

c o i m o n  t o  t h e  B - c h a i n  o f  t h e  p i t u i t a r y  g l y c o p r o t e i n  h o r m o n e s ,  
c h o l e r a  t o x i n  B p r o t e i n  a n d  t r y p s i n ,  was o b t a i n e d  b y  s o l i d  

p h a s e  s y n t h e s i s ,  f o l l o w e d  b y  c l e a v a g e  a n d  c o n c o m m i t a n t  

d e p r o t e c t i o n  f r o m  t h e  i n s o l u b l e  r e s i n .  T h e  p r o d u c t  was 

shown b y  t h i n - l a y e r  c h r o m a t o g r a p h y  o n  E a s t m a n  c h r o m a t o g r a m  

s h e e t s  ( 1 3 1 8 1  s i l i c a  g e l  w i t h  f l u o r e s c e n t  i n d i c a t o r )  i n  

2 s o l v e n t  s y s t e t r s :  B A H  ( n - b u t a n o l - a c e t i c  a c i d - w a t e r  4 : 1 : 5  v / v  

u p p e r  p h a s e )  a n d  B P A  ( n - b u t a n o l - p r y i d i n e - 0 . 1 %  a q u e o u s  a c e t i c  
a c i d  5 :3 :11  v / v  u p p e r  p h a s e )  t o  c o n t a i n  a m a j o r  p o o r l y  

r e s o l v e d  b a n d  c o n s i s t i n g  o f  a t  l e a s t  t w o  c o m p o n e n t s  a n d  
t w o  m i n o r  c o n t a m i n a n t s .  T h e  h o m o g e n e i t y  o C  t h i s  o r e p a r a t i o n  

was t h e n  a s s e s s e d  b y  g r a d i e n t  e l u t i o n  o n  a HPLC s y s t e m .  
As c a n  b e  s e e n  f r o m  F i g u r e  1, t h e s e  c o n d i t i o n s  g i v e  

e x c e l l e n t  r e s o l u t i o n  a n d  a l l o w  q u a n t i t a t i o n  o f  s t r u c t u r a l l y  

c l o s e l y  r e l a t e d  p e p t i d e s .  F i g u r e  2 shows  t h e  HPLC p r o f i l e  
o f  t h e  p u r i f i e d  p e p t i c e  CAGY a f t e r  r e p e a t e d  g e l  p e r m e a t i o n  

1 3  

c h r o m a t o g r a p h y  
S e v e r a l  r e c e n t  

o n  G 1 5  s u p e r f i n e  a n d  B i o - g e l  

s t u d i e s  h a v e  shown 2 y 1 4  t h e  e l u t i o n  o r d e r  
P 2 .  

* F o o t n o t e .  

The s i n g l e  l e t t e r  c o d e  f o r  a m i n o  a c i d  u s e d  i n  t h i s  p a p e r  
i s  a s  s u g g e s t e d  b y  D a y h o f f " ,  A = a l a n i n e ,  N = a s p a r a g i n e ,  
R = a r g i n i n e ,  F = p h e n y l  a l a n i n e ,  P = p r o l i n e ,  G = g l y c i n e ,  
C = c y s t e i n e ,  V = v a l i n e ,  Y = t y r o s i n e ,  H = h i s t i d i n e ,  L - l e u c i n e ,  

I = i s o l  e u c i n e .  
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HPLC FOR SOLID PHASE PEPTTDE SYNTHESIS 7 

FIGURE 1. 

C h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  w i t h  C A G Y  p e p t i d e  m i x t u r e  p r e p a r e d  
b y  s o l i d - p h a s e  s y n t h e s i s .  Co lumn p - B o n d a p a k  c 1 8 ,  f l o w  
r a t e  2 . 0 m l / m i n .  A 1 0  m i n u t e  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  w a t e r -  
0.1% p h o s p h o r i c  a c i d  t o  4 0 %  m e t h a n o l - w a t e r - 0 . 1 %  p h o s p h o r i c  
a c i d  was u s e d .  T h e  g r a d i e n t  was s t a r t e d  o n e  m i n u t e  a f t e r  
i n j e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e .  

o f  a s e r i e s  o f  r e l a t e d  s m a l l  p e p t i d e s  i n  a c i d i c  D u f f e r s ,  

a n d  p a r t i c u l a r l y  i n  p h o s p h a t e  m e d i a t e d  b u f f e r s ,  f o l l o w s  

c l o s e l y  t h e  o r d e r  o f  t h e  sum o f  t h e  r e l a t i v e  h y d r o p h o b -  

i c i t i e s  o f  t h e  s i d e  c h a i n s  o f  t h e  c o m p o n e n t  a m i n o  a c i d s .  
I l l u s t r a t i v e  o f  t h i s  phenomenon ,  i s  t h e  e l u t i o n  b e h a v i o u r  

o n  a r e v e r s e d  p h a s e  m e d i u m  o f  a s e r i e s  o f  d i p e p t i d e s  r e l a t e d  
t o  t h e  C - t e r m i n u s  o f  C A G Y .  As c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  c h r c m -  
a t o g r a m  shown i n  F i g u r e  3 ,  a g o o d  c o r r e l a t i o n  e x i s t s  b e t w e e n  

t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  o f  t h e s e  d i p e p t i d e s  a n d  t h e  a v e r a g e  

s i d e  c h a i n  h y d r o p h o b i c i t y  f u n c t i o n s  a s  p r c p o s e d  b y  R e k k e r  . 
R e c e n t l y ,  M o l n a r  a n d  H o r v a t h  d i s c ~ s s e d ' ~  t h e  u s e  o f  t h i s  

a p p r o a c h  i n  g e n e r a l  t e r m s .  For m i x t u r e s  o f  c l o s e l y  

15 
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HEARN ET AL. 

FIGURE 2 .  

E l u t i o n  p r o f i l e  o f  p u r i f i e d  C A G Y  o n  a u - B o n d a p a k  C18 
c o l u m n .  C h r o m a t o g r a p h i c  c o n d i t i o n s  w e r e  t h e  same a s  i n  
F i g u r e  1. 

r e l a t e d  p e p t i d e s  o b t a i n e d  f r o m  s y n t h e s i s ,  t h e  a b i l i t y  
t o  p r e d i c t  f r o m  t h e  r e t e n t i o n  t i m e s  t h e  l i k e l y  s e q u e n c e  
v a r i a n t s  ( d e s i r e d  p r o d u c t ,  d e l e t i o n s ,  t r a n s a m i n a t i o n s  
e t c . )  w o u l d  b e  p a r t i c u l a r l y  u s e f u l .  

V -P-P-A-F -F -P-P-F -F ,  t h e  v a l u e  o f  h y d r o p h i l i c  i o n  p a i r  
p a r t i t i o n  HPLC m e t h o d s  f o r  m o n i t o r i n g  s o l i d  p h a s e  s y n t h e t i c  
p r o d u c t s  i s  p a r t i c u l a r l y  p r o n o u n c e d .  T h i s  p e p t i d i c  
p r e p a r a t i o n  p r o v e d  r e f r a c t o r y  t o  s e p a r a t i o n  b y  m o s t  o p e n  
c o l u m n  c h r o m a t o g r a p h i c  t e c h n i q u e s  a l t h o u g h  p a r t i a l  
p u r i f i c a t i o n  c o u l d  b e  a c h i e v e d  b y  c h r o m a t o g r a p h y  on 

Sephadex  L H - 2 0  w i t h  m e t h a n o l  a s  a n  e l u a n t .  I n  c o n t r a s t  
t o  t h e  l o n g  t i m e s  r e q u i r e d  t o  c a r r y  o u t  t h i s  o p e n  c o l u m n  
c h r o m a t o g r a p h y ,  t h e  HPLC c h r o m a t o g r a m  o f  t h e  c r u d e  

W i t h  h y d r o p h o b i c  p e p t i d e s  1 i k e  l i n e a r  a n t a m a n i d e 1 6 ,  
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WLC FOR SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS 

- I I l 1 1 1 ! 1 1 1 1 1 1  

9 

c l e a v a g e  p r o d u c t  c a n  be o b t a i n e d  in t h e  o r d e r  o f  m i n u t e s  
( F i g u r e  4). T h e  m a j o r  p e a k  w i t h  a p p a r e n t  k' 9.3 c o r r e s p o n d s  
t o  t h e  d e s i r e d  l i n e a r  a n t a m a n i d e .  T h e s e  r e s u l t s  a l s o  
i n d i c a t e  t h e  b e n e f i t s  o f  g r a d i e n t  e l u t i o n  c o m p a r e d  t o  
i s o c r a t i c  e l u t i o n  f o r  t h e  r e s o l u t i o n  o f  v e r y  s i m i l a r  
h y d r o p h o b i c  p e p t i d e s  ( F i g u r e  5a,b). 

S y n t h e t i c  p e p t i d e s  r e l a t e d  t o  a n g i o t e n s i n  I 1  h a v e  
a t t r a c t e d 1 7  c o n s i d e r a b l e  a t t e n t i o n  i n  v i e w  o f  t h e i r  
p r o n o u n c e d  p e r i p h e r a l  a n d  c e n t r a l  n e u r o g e n i c  v a s c o n s t r i c t o r  
r e s p o n s e s  in v i v o  a n d  in v i t r o .  A s  p a r t  o f  o u r  s t u d i e s  i n  
t h i s  a r e a ,  a r a n g e  o f  p e p t i d e s  o f  t h e  a n g i o t e n s i n  t y p e  
h a v e  been s y n t h e s i s e d .  It w a s  o f  i n t e r e s t  t o  c o m p a r e  o u r  
H P L C  m e t h o d s  w i t h  e a r l i e r  t e c h n i q u e s  f o r  a n a l y s i s  a n d  
p u r i f i c a t i o n  o f  t h e s e  m o l e c u l e s .  U s i n g  p h o s p h a t e  m e d i a t e d  
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10 HEARN ET AL. 

0 L 8 12 16 20 21 28 32 
time (mind 

F I G U R E  4. 

C h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  w i t h  a l i n e a r  a n t a m a n i d e  
p r e p a r a t i o n  C o l u m n :  p - B o n d a p a k  C i a ,  f l o w  r a t e  2 . 0 m l / m i n .  
A 3 0  m i n u t e  l i n e a r  g r a d i e n t  o f  10% a c e t o n i t r i l e - w a t e r -  
0 .1% p h o s p h o r i c  a c i d  t o  7 5 %  a c e t o n i t r i l e - w a t e r - 0 . 1 %  
p h o s p h o r i c  a c i d  has  u s e d .  The  g r a d i e n t  was s t a r t e d  
a t  t h e  t i m e  o f  i n j e c t i o n  o f  t h e  s a m p l e .  

i o n - p a i r i n g  HPLC o n  p - B o n d a p a k  CI8 c o l u m n s ,  t h e  s e p a r a t i o n  
o f  t h e  ( I l e u  ) -  a n g i o t e n s i n s  I ,  I 1  a n d  I 1 1  w h o s e  a m i n o  
a c i d  s e q u e n c e s  a r e  g i v e n  i n  t h e  T a b l e  c a n  b e  r e a d i l y  
a c h i e v e d  w i t h  a q u e o u s  m o b i l e  p h a s e s  c o n t a i n i n g  e i t h e r  
m e t h a n o l  o r  a c e t o n i t r i l e  u n d e r  i s o c r a t i c  o r  g r a d i e n t  
e l u t i o n  c o n d i t i o n s  a s  shown i n  F i g u r e s  6 a n d  7 .  I t  i s  
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HPLC FOR SOLID PHASE PEPTIDE SYNTHESIS 11 

i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  t h e  r e l a t i v e  r e t e n t i o n  v a l u e s  

o f  t h e s e  t h r e e  p e p t i d i c  h o r m o n e s  a r e  a g a i n  i n  a r r e e m e n t  

w i t h  r e l a t i v e  h y d r o p h o b i c i t y  f u n c t i o n s .  E a r l i e r  s t u d i e s  

w i t h  ( V a l  ) - a n g i o t e n s i n  I a n d  I 1  h a v e  o b s e r v e d  a r e l a t e d  

e f f e c t  u n d e r  s i m i l a r  e l u t i o n  c o n d i t i o n s  w i t h  L i c h r o s o r b  
RP-8  c o l u m n s .  S i n c e  t h e  n a t u r e  o f  t h e  h y d r o c a r b o n a c e o u s  

s t a t i o n a r y  p h a s e  c a n  o b v i o u s l y  h a v e  a n  i m p o r t a n t  b e a r i n g  

o n  t h e  e l u t i o n  s e q u e n c e  o f  p e p t i d e s ,  i t  i s  a p a r a m e t e r  

w o r t h y  o f  f u r t h e r  s t u d y .  F i g b r e  8 shows  t h e  c h r o m a t o g r a m  

o f  t h e  C - t e r m i n a l  h e x a p e p t i d e ,  V- ' I ' - I -H-P-F,  w h i c h  i s  c o n  

t a m i n a t e d  w i t h  a s i g n i f i c a n t  a m o u n t  o f  t h e  v a l i n y l  a n d  
t r y o s i n y l  d e l e t i o n  p r o d u c t s .  

w o r k - u p  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  i n  s o l i d  p h a s e  s y n t h e s i s .  

U s i n g  a HPLC a p p r o a c h  t h e  e x t e n t  o f  d e p r o t e c t i o n  c a n  o f t e n  

b e  r e a d i l y  a s s e s s e d .  I l l u s t r a t i v e  o f  t h i s  p o i n t  a r e  t h e  

r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  e n d o g e n o u s  o p i a t e  a g o n i s t  L e u -  

e n k e p h a l  i n  a m i d e l * ,  a p e n t a p e p t i d e  w h i c h  h a s  t h e  a m i n o  

a c i d  s e q u e n c e  Y-G-G-F-L-NH2. 

b e n z y l e t h e r  o f  L e u - e n k e p h a l i n  a m i d e  was p u r i f i e d  b y  

p r e p a r a t i v e  r e v e r s e d  p h a s e  HPLC o n  a P h e n y l  P o r a s i l  

B c o l u m n  u s i n g  a n  a c e t o n i t r i l e - w a t e r - o r t h o p h o s p h o r i c  a c i d  
( 3 0 : 7 0 : 0 . 1 % )  e l u a n t .  I n  a d d i t i o n  t h e  c r u d e  p r o d u c t  w a s  

e x a m i n e d  b y  a n a l y t i c a l  HPLC on a p - a l k y l p h e n y l  c o l u m n .  

I s o c r a t i c  e l u t i o n  w i t h  a c e t o n i t r i l e - w a t e r - o r t h o p h o s p h o r i c  

a c i d  ( 4 0 : 6 0 : 0 . 1 % )  o f  t h e  c r u d e  p r o d u c t  i n d i c a t e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  f i v e  m a j o r  c o m p o n e n t s .  P e a k s  a n d  ( F i g u r e  
9 )  w e r e  r e a d i l y  shown b y  s t a n d a r d  b i o c h e m i c a l  m e t h o d s  t o  

c o r r e s p o n d  t o  t h e  u n p r o t e c t e d  p e p t i d e  a n d  t h e  0 - b e n z y l  

p r o t e c t e d  p e p t i d e  r e s p e c t i v e l y .  F u r t h e r m o r e ,  t h e  i n t e r -  
c o n v e r s i o n  o f  t h e  p r o t e c t e d  p e p t i d e  t o  l e u - e n k e p h a l i n  
a m i d e  on h y d r o g e n a t i o n  c o u l d  b e  f o l l o w e d  b y  a n a l y t i c a l  HPLC. 

F i g u r e  10 i l l u s t r a t e s  t h e  a d v a n t a g e s  w h i c h  p r e p a r a t i v e  
r e v e r s e d - p h a s e  HPLC c a n  o f f e r  i n  t h e  p u r i f i c a t i o n  o f  p e p t i d e s  

l i k e  l e u - e n k e p h a l i n  a m i d e .  A s  c a n  b e  s e e n ,  t h e  s e p a r a t i o n  

was r a p i d ,  b e i n g  c o m p l e t e d  . i n  l e s s  t h a n  f o u r t e e n  m i n u t e s ,  
w i t h  g o o d  r e s o l u t i o n .  

1 4  
5 

P a r t i a l  d e p r o t e c t i o n  d u r i n g  c l e a v a g e  o r  s u b s e q u e n t  

A p r e p a r a t i o n  o f  t h e  0-  
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c 
4 
m 
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time ( m i d  
(a) 

The examples d e s c r i b e d  i n  t h i s  p a p e r  d e m o n s t r a t e  t h e  
v a l u e  o f  r e v e r s e d  phase  HPLC b o t h  as  an a n a l y t i c a l  and  
s e m i p r e p a r a t i v e  t e c h n i q u e  ( l o a d i n g s  c a .  10mg) w h i c h  s h o u l d  
c o n s i d e r a b l y  s i m p l i f y  t h e  a n a l y s i s  and p u r i f i c a t i o n  o f  
p e p t i d e s  p r e p a r e d  by  s o l i d - p h a s e  me thods .  L a r g e  s c a l e  
p r e p a r a t i v e  HPLC methods  ( w i t h  l o a d i n g s  > 100mg) u s i n g  t h e  
p e p t i d e s  d e s c r i b e d  in t h e  p r e s e n t  p a p e r  have  been  i n v e s t i g a t e d  
and w i l l  be d e s c r i b e d ’ ’  i n  d e t a i l  e l s e w h e r e .  These HPLC 
a p p r o a c h e s  a r e a l s o  a p p l i c a b l e t o  s o l u t i o n  phase  s y n t h e s i s .  
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F I G U R E  5. 

I s o c r a t i c  e l u t i o n s  o f  c r u d e  l i n e a r  a n t a m a n i d e  o n  ( a )  
a ! .1-Bondapak-C18 r e v e r s e d  p h a s e  c o l u m n  u s i n g  a s  a m o b i l e  
p h a s e  8 0 %  m e t h a n o l - w a t e r - 0 . 1 %  p h o s p h o r i c  a c i d  a t  a f l o w  
r a t e  o f  4 m l / m i n .  a i i d  ( b )  a B o n d a p a k - C l 8  C o r a s i l  c o l u m n  
u s i n g  a s  a m o b i l e  p h a s e  5 5 %  methano l -100mM p o t a s s i u m  
d i h y d r o g e n  s u l p h a t e - O . l %  p h o s p h a t e  a c i d  a t  a f l o w  r a t e  
o f  2 m l / m i n .  
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14 HEARN ET AL. 

TABLE 

Amino  A c i d *  S e q u e n c e  f o r  A n g i o t e n s i n s  

1. N - R - V - Y - I - H - P - F - H - L  

2 .  N-R-V-Y- I -H-P-F  

3 .  N -R-V-Y- I -H-P  

4 .  V - Y - I - H - P - F  

5 .  V - I - H - P - F  

6 .  V - I - H - P - F  

The  c o d e  f o r  a m i n o  a c i d s  i s  a s  u s e d  b y  
D a y h o f f ' ' .  

I n  t h i s  c a s e ,  t h e  s t e p w i s e  p u r i f i c a t i o n  o f  p r o t e c t e d  i n t e r m e d -  

i a t e s w h i c h i s  r o u t i n e l y  c a r r i e d  o u t  d u r i n g  v a r i o u s  s t a r e s  

o f  t h e  s y n t h e s i s ,  w o u l d  r e s u l t  i n  a f i n a l  p r o d u c t  c o n t a i n i n g  
l e s s  c o n t a m i n a n t s  a n d  c o n s e q u e n t l y  n o t  r e q u i r e  t h e  same l e v e l  

o f  r e s o l u t i o n .  F i n a l l y ,  i t  i s  n o t e w o r t h y  t h a t  r e c o v e r i e s  

o b t a i n e d  w i t h  t h e  c h r o m a t o g r a p h i c  e l u t i o n  s y s t e m s  d e s c r i b e d  
i n  t h i s  p a p e r  w e r e  c o n s i s t e n t l y  h i g h .  

w i t h  p h o s p h a t e  b u f f e r s  u s e d  f o r  t h e  e l u t i o n  o f  

s m a l l  p e p t i d e s  f r o m  r e v e r s e d  p h a s e  c o l u m n s .  

t h e  f u l l y  p o r o u s  r e v e r s e d - p h a s e  p a c k i n g s  a r e  p r e f e r r e d  

f o r  b o t h  a n a l y t i c a l  o r  p r e p a r a t i v e  s e p a r a t i o n s  ( c f  
F i g u r e  5 ( a )  a n d  ( b ) ) .  The p e l l i c u l a r  p a c k i n g s ,  l i k e  

C 1 8 - C o r a s i l  o r  P h e n y l - C o r a s i l ,  g e n e r a l l y  show l o w e r  
e f f i c i e n c i e s  f o r  t h e  compounds  d i s c u s s e d  i n  t h i s  p a p e r  

t h a n  t h e  f u l l y  p o r o u s  p a c k i n g s  d u e  t o  t h e  p e a k s  s h o w i n g  

p r o n o u n c e d  t a i l i n g .  S i m i l a r  r e s u l t s  h a v e  b e e n  n o t e d  

w i t h  P h e n y l - C o r a s i l  p r e v i o u s l y  w i t h  ? u r i f i e d  p e p t i d e s  
Peak  t a i l i n g  o f  p e p t i d e s  h a s  b e e n  assumed  t o  r e f l e c t  
r e s i d u a l  s i l a n o l  g r o u p s  i n  t h e  C18- o r  P h e n y l - C o r a s i l s .  

T h i s  h a s  b e e n  n o t e d  

B e c a u s e  o f  t h e i r  h i g h  s e l e c t i v i t y  a n d  e f f i c i e n c i e s ,  

5 ,20 ,21  
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i 
111,11111,1 

0 2 4 6 8 10 
time 1 min I 

FIGURE 6 
5 Separation of (Ile )-angiotensins I(A ) ,  II(A2) and 

I I I ( A 3 )  on a p-Bondapak-Clg column unier isocratic 
conditions. The mobile phase consisted of 35% methanol- 
water-0.1% phosphoric acid with a f l o w  rate o f  Zmllmin. 
T h e  loading was 5ug o f  each component. 

However, similar elution profiles are found after 
extensive silylation o f  the packing material with 
hexamethyldisilazane in dry toluene. Obviously effects 
other than the presence o f  residual silanol groups must 
operate during the elution of peptides from reversed 
phase pellicular packings with phosphate buffers a t  
- ca. pH3. 
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F I G U R E  7. 

Isocratic elution o f  (Xle5)-angiotensins X ( A 1 ) ,  II(A2) 
a n d  III(A3) using a mobile phase o f  15% acetonitrile- 
water-0.1% phosphoric acid at a f l o w  rate o f  Zml/min. 
Other conditions were the same as in Figure 6. 
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F I G U R E  8. 

E l u t i o n  p r o f i l e  o f  s y n t h e t i c  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  C -  
t e r m i n a l  ( I l e 4 ) - a n g i o t e n s i n  I 1  h e x a p e p t i d e ,  V - Y - I - H - P - F ,  
o n  a p - B o n d a p a k - F a t t y  a c i d  a n a l y s i s  c o l u m n .  The  m o b i l e  
p h a s e  c o n s i s t e d  o f  2 5 %  a c e t o n i t r i l e - w a t e r - 0 . 1 %  p h o s p h o r i c  
a c i d  a t  a f l o w  r a t e  o f  1 . 5 m l / m i n .  T h e  p e a k s  1,2,  a n d  3 
c o r r e s p o n d  t o  t h e  h e x a p e p t i d e ,  t h e  v a l i n y l  d e l e t i o n -  
a n d  t h e  t y r o s i n y l  d e l e t i o n - p e n t a p e p t i d e  r e s p e c t i v e l y .  
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F I G U R E  9 .  

C h r o m a t o g r a m  o b t a i n e d  w i t h  s y n t h e t i c  p r e p a r a t i o n  o f  l e u -  
e n k e p h a l i n  a m i d e  0 - b e n z y l  e t h e r ,  a f t e r  gel f i l t r a t i o n  
o n  S e p h a d e x  G10. C o l u m n :  p - B o n d a p a k  a l k y l p h e n y l ,  f l o w  
r a t e  2.0ml/min. I s o c r a t i c  c o n d i t i o n s  w e r e  u s e d  f o r  t h e  
e l u t i o n  k i t h  a m o b i l e  p h a s e  of40% a c e t o n i t r i l e - w a t e r -  
0.1% ph o s p h o r i c  acid. P e a k s  fi and Ir_ c o r r e s p o n d  t o  t h e  
u n p r o t e c t e d  l e u - e n k e p h a l i n  a m i d e  a n d  t h e  0 - b e n z y l  e t h e r  
r e s p e c t i v e l y .  
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m P 
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FIGURE 10. 

Preparative separation o f  crude leu-enkephalinamide 
0-bt:nzyl ether (l) and debenzylated product (x) on a 
Phenyl-Porasil B column (60rm x 7mm I.D.) using 30% 
acetonitrile-water-0.1% orthophosphoric acid as mobile 
phase. The loading was 4mg and the flow rate 2ml/min. 
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