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Zastosowanie odczynników derywatyzujących do analizy 
chromatograficznej krótkich peptydów

Применение реактивов, образующих производные, для хроматографического 
анализа коротких пептидов

The Application of Deirivatizing Reagents for Chromatographic Analysis 
of Short Peptides

Chromatograficznemu rozdziałowi peptydów poświęcone są prace wielu auto
rów (4, 9). M o o r e i Baker (8) wyznaczyli RF szeregu syntetycznych peptydów 
o znanej sekwencji rozdzielanych metodą chromatografii bibułowej w różnych 
układach rozpuszczalników. Cytowani wyżej autorzy, stosując wprowadzone przez 
Pardee (9) równanie matematyczne, próbowali na podstawie składu aminokwa- 
sowego określać teoretycznie RF badanych peptydów i porównywali je z wynika
mi uzyskanymi doświadczalnie. Problemy izolacji i rozdzielania krótkich pepty
dów nabrały szczególnego znaczenia w ostatnich kilkunastu latach, co wiąże się 
z wykryciem i wyizolowaniem z materiału biologicznego wielu peptydów spełnia
jących funkcje hormonów i antybiotyków (10). Poznano szereg neurotransmitterów 
peptydowych odpowiedzialnych za różne funkcje organizmu. Burzyński i wsp. 
(1, 2) wyizolowali z moczu ludzkiego krótkie peptydy blokujące biosyntezę tkanki 
nowotworowej. Zostały one nazwane antyneoplastonami.

Z rozdziałem i izolacją peptydów pochodzących z częściowej hydrolizy białek 
wiąże się postęp w dziedzinie badań ich struktury pierwszorzędowej (4). Istnieją 
trudności w chromatograficznym rozdziale krótkich peptydów metodą chromato
grafii bibułowej i cienkowarstwowej. Dotyczy to przede wszystkim peptydów o ta
kim samym składzie aminokwasowym, a różnej sekwencji.

W poszukiwaniu lepszych wyników rozdziału krótkich peptydów metodą ana
lizy chromatograficznej przeprowadzono je w odpowiednie pochodne. Jako odczyn
niki derywatyzujące zastosowano: chlorek kwasu 5-dwumetyloaminonaftaleno-l-
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sulfonowego (DANS-C1), chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloaminoazobenzeno-4'-sulfo- 
nowego (DABS-C1) (3, 7) oraz chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloamino-benzeno- 
-azcnaftaleno-4'-sulfonowego (DBNS-C1) (14). DANS-C1 daje pochodne aminokwa
sów peptydów i białek, które identyfikuje się w świetle UV. Przy częstym stoso
waniu chromatografii cienkowarstwowej w analizie aminokwasów ważnym pro
blemem jest czułość i łatwość detekcji rozdzielanych pochodnych. Wymogi te speł
niają zarówno DABS-C1, jak i DBNS-C1, których pochodne są łatwo wykrywalne 
w świetle widzialnym. DABS-C1 jako odczynnik grupowy dla aminokwasów zo
stał zastosowany po raz pierwszy w r. 1975 przez Lin i Chianga (7). Pre
paratyką i rozdziałem DABS-pochodnych aminokwasów zajomwali się również 
Wolski i wsp. (12, 13). Opracowali też prostszą metodę otrzymywania DABS- 
-C1 (15).

Celem przedstawionej pracy jest optymalizacja warunków chromato
graficznego rozdziału dwupeptydów o takim samym składzie aminokwa
su wym, a różnej sekwencji w postaci ich DANS-, DABS- i DBNS-pochod- 
nych oiraz trójpeptydów posiadających pewien stały fragment cząsteczki, 
tzn. identyczne N- i C-końcowe aminokwasy, a różne środkowe, bądź róż
niące się tylko N-końcowym aminokwasem przy pozostałym takim sa
mym fragmencie molekuły. Starano się wyjaśnić wpływ sekwencji ami- 
nokwasowej na współczynniki RF. Określić, który z aminokwasów N-, 
czy C-końcowy przy takim samym pozostałym fragmencie peptydu ma 
większy wpływ na wartości współczynników RF.

CZĘSC doświadczalna

Odczynniki

Do badań użyto następujących dwupeptydów, wysyntetyzowanych w Zakładzie 
Chemii Peptydów Uniwersytetu Warszawskiego:

Gli-Asp — glicylo-asparaginowy kwas,
Gli-Ala — glicylo-alanina,
Gli-Leu — glicylo-leucyna,
Gli-Fen — glicylo-fenyloalanina,
Ala-Gli — alanylo-glicyna, 
Leu-Gli — leucylo-glicyna. 
Ponadto użyto trójpeptydów, wysyntetyzowanych w Zakładzie Chemii Orga

nicznej Instytutu Chemii Uniwersytetu Gdańskiego:
Gli-Gli-Gli — glicylo-glicylo-glicyna,
Ala-Gli-Gli — alanylo-glicylo-glicyna, 
Leu-Gli-Gli — leucylo-glicylo-glicyna, 
Ala-His-Leu — alanylo-histydylo-leucyna, 
Ala-Trp-Leu — alanylo-tryptofylo-leucyna, 
Ala-Liz-Leu — alanylo-lizylo-leucyna.
Stosowano trzy odczynniki reagujące z grupą aminową peptydów:
DANS-C1 — chlorek kwasu 5-dwumetyloaminonaftaleno-l-sulfonowego firmy 

Serva — Szwajcaria;
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DABS-C1 — chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloaminoazobenzeno-4'-sulfonowego;
DBNS-C1 — chlorek kwasu 4-N,N-dwumetyloamino-benzeno-azonaftaleno-4'-sul- 

fonowego.
Wyżej wymienione dwa odczynniki zostały wysyntetyzowane w Pracowni 

Technologicznej Zakładu Chemii Nieorganicznej AM w Lublinie.

Otrzymywanie DANS-, DABS- i DBNS - pochodnych peptydów

Dwu- i trójpeptydy w ilości 0,3 pmola rozpuszczono w 0,5 ml buforu węglano
wego o pH=8,9. Następnie do roztworu dodawano 0,2 ml DANS-C1 lub 0,5 ml DABS- 
-Cl, albo DBNS-C1 w acetonie. W 1 ml acetonowego roztworu było zawarte 6 mg 
DANS-C1 lub 3,3 mg DABS-C1, albo DBNS-C1. Mieszaninę reakcyjną pozostawiano 
w temperaturze pokojowej w ciemni na przeciąg 2 godz. Po tym czasie nadmiar 
acetonu odparowywano, a DANS-peptydy suszono gazowym azotem. W podobny spo
sób otrzymywano DBNS-peptydy. Natomiast DABS-pochodne uzyskiwano przez 
ogrzewanie peptydów z reagentem na łaźni wodnej w temp. 70° w ciągu 6 min.

Pochodne peptydów rozdzielano metodą chromatografii cienkowarstwowej na 
żelu krzemionkowym, stosując płytki chromatograficzne D.C. Alufolien Kieselgel 
60 F 254 ó grubości warstwy 0,2 mm firmy Merck. Chromatogramy rozwijano trzema 
układami rozpuszczalników: a — benzen—pirydyna—.kwas octowy (80 :20 : 2), b — 
benzen—pirydyna—kwas octowy (80 : 40 : 2), c — chloroform—alkohol izoamylowy I- 
-nzędowy—kwas octowy (70 : 30 : 3).

DABS-pochodne trójpeptydów rozdzielano dodatkowo w układzie benzen—piry
dyna—kwas octowy, zawierającym większą ilość pirydyny przy tej samej zawar
tości kwasu octowego i benzenu, to jest: 80:50:2 i 80:60:2. Rozdział chromato
graficzny przeprowadzano w kamerach o wymiarach 9X5X24 cm techniką wstępu
jącą.

Położenie DANS-pochodnych peptydów określano za pomocą lampy UV. Plamy 
DANS-pochodnych dawały fluorescencję. Natomiast DABS- i DBNS-pochodne wy
stępowały w postaci barwnych plam w świetle widzialnym.

OMÓWIENIE WYNIKÓW

W tab. 1 zestawiono współczynniki dla DANS-, DABS- i DBNS- 
-pochodnych dwupeptydów o takim samym N-końcowym aminokwasie, 
a różniących się C-końcowym aminokwasem. Stwierdzono, że na wartości 
współczynników RF DANS-, DABS- i DBNS-pochodnych poszczególnych 
peptydów mają decydujący wpływ ich C-końcowe aminokwasy. Wiel
kości RF omawianych pochodnych układają się zgodnie ze wzrostem RF 
ich C-końcowych aminokwasów. Z trzech stosowanych układów najwyż
sze wartości Rf uzyskano dla omawianych pochodnych dwupeptydów w 
układzie: chloroform—alkohol izoamylowy I-rzędowy—kwas octowy (70 : 
: 30 : 3). DANS-, DABS- i DBNS-pochodne dwupeptydu, zawierającego 
jako C-końcowy aminokwas — kwas asparaginowy, przy stosowanych 
układach rozpuszczalników nie ulegają przesunięciu z linii startowej. 
Wartości Rf pozostałych dwupeptydów zwiększają się wraz z ilością pi
rydyny w układzie: benzen—pirydyna—kwas octowy.
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Tab. 1. Współczynniki RF d!a DANS-, DABS- i DBNS-pochodnych dwupeptydów 
w trzech różnych układach rozpuszczalników

Rf Coefficients for DANS-, DABS- and DBNS-derivaitives of bi-pepitides in three 
different system of solvents
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Objaśnienia: a — benzen—pirydyna—kwas octowy (80 : 20 : 2), b — benzen—piry
dyna—kwas octowy (80 : 40 : 2), c — chloroform—alkohol izoamylowy I-rzędowy— 
kwas octowy (70 : 30 : 3).

Explanation : a — benzene—piridine—acetic acid (80:20:2), b — benzene—.pi- 
ridiine—acetic acid (80 : 40 : 2), c — chloroform—arder-I isoamyl alcohol—acetic acid 
(70 : 30 : 3).

W tab. 2 zestawiono współczynniki RF dla izomerów dwupeptydów 
o takim samym składzie aminoikwasowym, a różnej sekwencji. Stwier
dzono większy wpływ na wielkości współczynnika RF ich C-końcowych 
niż N-końcowych aminokwasów.

W tab. 3 zestawiono współczynniki RF dla DANS- i DBNS-pochod
nych trójpeptydów o takich samych dwóch aminokwasach, a różniących

Tab. 2. Współczynniki RF dla DANS, DABS- i DNBS-pochodnych dwupeptydów 
o analogicznym składzie amiinokwasowym (peptydy 1, 2 oraz 3 i 4) o różnej sekwencji 
Rf Coefficients for DANS-, DABS- and DBNS-demvatives of bi-peptides with ana

logous amino-acid composition (peptides 1, 2 and 3, 4) and different sequence
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Do rozwijania chromatogramów używano trzech różnych układów rozpuszczal
ników (a, b, c), jak podano w tab. 1.

Three different system of solvents (a, b, c) as in Table 1 were used to develop 
chromatogrammes.
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się środkowym lub N-końcowym aminokwasem. Stwierdzono, że na war
tości współczynnika RF analizowanych pochodnych trójpeptydów ma pe
wien wpływ aminokwas zajmujący pozycję środkową — peptydy 4, 5, 6. 
W przypadku peptydów 1, 2 i 3, różniących się N-końcowym aminokwa
sem przy takim samym pozostałym fragmencie cząsteczki, obserwuje się 
także wpływ N-końcowego aminokwasu na wartości współczynnika RF. 
Obserwacja ta stwarza możliwości identyfikacji i rozróżniania izomerów 
peptydów o takim samym składzie aminokwasowym, a różnej sekwencji.

Tab. 3. Współczynniki RF DANS- i DBNS-pochodnych trójpeptydów w stosowanych 
trzech układach rozpuszczalników (a, b, c)

Rf Coefficients for DANS- and DBNS-deirivatives of tripeptides in the three applied 
system of solvents
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Trzy układy rozpuszczalników (a, b, c) jak w tab. 1.
Three different systems of solvents (a, b, c) as in Table 1.

Na podstawie badań stwierdzono zmianę wartości współczynników RF 
DABS-pochodnych trójpeptydów w zależności od ilościowej zawartości 
pirydyny w układach rozwijających (tab. 4). Obserwowano wzrost RF 
DABS-pochodnych trójpeptydów wraz z procentową zawartością pirydy
ny w układzie z benzenem i kwasem octowym. Zwraca uwagę fakt, że 
DANS-, DABS- i DBNS-pochodne analizowanych dwupeptydów posiada
ją zbliżone wartości RF w badanych układach rozpuszczalników. Również 
DABS- i DBNS-pochodne trójpeptydów w układzie: benzen—pirydyna— 
kwas octowy mają zbliżone do siebie wartości współczynnika Rf, natomiast 
DANS-pochodne trójpeptydów charakteryzują się znacznie wyższymi RF. 
Układ rozwijający: chloroform—alkohol izoamylowy I-rzędowy—kwas 
octowy okazuje się nieprzydatny dla rozdziału DABS-pochodnych trój
peptydów i zostaje zaniechany w dalszej pracy doświadczalnej. Natomiast 
układ ten daje zadowalające rezultaty przy rozdziale DANS- i DBNS-po- 
chodnych trójpeptydów.
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Tab. 4. Współczynniki RF DABS-pochodnych trójpeptydów przy różnej ilościowej 
zawartości pirydyny w układzie rozwijającym

Rf Coefficients for DABS-derivatives of tripeptides with different piridine content 
in the developing system

F“'l

II
1 L.p.
s

u=================*»= -= = =■

DABS-pochodne 
trójpeptydów

===============================----- u

Wortoaci współczynników Hy
u

I 
a } b

— = = === s =|; ===== = =!

0,000 ! 0,020 
1 

0,013 I 0,060

0,067 • 0,190

0,400 J 0,610 
i

0,420 I 0,470
1

0,450 i 0,690 
!

B= === = = = =fct === = == =

1 21 11
° ! a

0,030 ; 0,050 ;i
I II

0,090 ! 0,130 «

0,290 I 0,310 I

0,640 ! 0,700 “

0,540 ! 0,650 II

0,750 ! o,eio II
1 II
1 H

3= == = = =ł == = = = = = == II

u
« 1.
Ï2.IIII
8 3.в
i 4.■
! 9*

И lk====J

HgN-Gli—Gil—Gll-COOH 

HgN-Ala-Gli-Gll-COOH 

HgN-Łeu-Gli-Gll-COOH 

HgH-A la-Hl e-L eu-OOOH

HgN-Ala—Trp-Lsu-COOH 

KgN-Ala-Liz-Leu-OOOH

= = = ======== = = = = ====-=3= =

Układy rozwijające: a — benzen—pirydyna—kwas octowy (80 :20 : 2), b — ben
zen—pirydyna—kwas octowy (80 : 40 : 2),, c — benzen—pirydyna—kwas octowy (80 : 
: 50 : 2), d — benzen—pirydyna—kwas octowy (80 : 60 : 2).

Developing systems: a — benzene—piridine—acetic acid (80:20:2), b — ben
zene—piridine—acetic acid (80 : 40 : 2), c — benzene—piridine—acetic acid (80 : 50 : 2). 
d — benzene—piridine—acetic acid (80 : 60 : 2).

DYSKUSJA I WNIOSKI

Dotychczasowe metody rozdziału wolnych krótkich peptydów nie dają 
pozytywnych rezultatów. Izomery peptydów różniących się sekwencją 
aminokwasową, rozdzielane metodą chromatografii bibułowej i cienko
warstwowej, wykazują analogiczne lub bardzo zbliżone RF (6). Wprowa
dzenie odczynników derywatyzujących DANS-CI, DABS-C1 lub DBNS-C1 
do chromatograficznej analizy krótkich peptydów stwarza możliwości 
właściwego ich rozdziału oraz identyfikacji izomerów różniących się se
kwencją. Jak wykazały prowadzone badania, wyżej wymienione reagen
ty mogą służyć nie tylko do analizy aminokwasów, ale również i krót
kich peptydów. Przeprowadzenie wolnych peptydów w ich DANS-, 
DABS- czy też DBNS-pochodne zwiększa wielkość ich cząsteczki. Poza 
tym wprowadzenie dużych rodników aromatycznych do dwu- i trójpep- 
tydów zmienia charakter fizykochemiczny cząsteczki. Dotyczy to między 
innymi zmniejszenia ich polarności, co dodatnio wpływa na rozdział chro
matograficzny analizowanych peptydów.

Doświadczalnie wykazano możliwość regulowania wielkości współczyn
nika Rf dla poszczególnych pochodnych dwu- i trójpeptydów poprzez 
zmianę procentowej zawartości pirydyny w układzie: benzen—-pirydy
na—kwas octowy.
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Przeprowadzone doświadczenia wskazują, że zasadniczy wpływ na 
wielkość współczynnika RF pochodnej danego peptydu ma aminokwas 
z wolną grupą karboksylową, a nie aminową. Należy to tłumaczyć mniej
szą polarnością grupy aminowej niż grupy karboksylowej. Przykład mo
gą stanowić między innymi DANS-pochodne izomerów dwupeptydów:

H2N—Leu-Gli—COOH — RF=0,19
i H2N—Gli-Leu—COOH — RF=0,29.

Spostrzeżenie to zasługuje na podkreślenie, ponieważ pozwala na pod
stawie znajomości składu aminokwasowego krótkich dwupeptydów, po 
przeprowadzeniu ich w DANS-, DABS- lub DBNS-pochodne, określić ich 
sekwencje, stosując metody chromatograficzne. Wniosek ten ma znacze
nie praktyczne, ponieważ określenie sekwencji krótkich peptydów kla
sycznymi metodami, np. E d m a n a (5), sprawia znaczne trudności. De
gradacja Edmanowska w tych przypadkach często nie prowadzi do od- 
szczepienia N-końcowego aminokwasu, a do uzyskania pochodnej dwu- 
lub trójpeptydu. Fakt ten utrudnia identyfikację N-końcowego amino
kwasu i określenie kolejności aminokwasów krótkich peptydów.

Przedstawione w niniejszej pracy wnioski należy traktować jako 
wstępne, ponieważ wymagają one dalszych badań na większym materiale 
doświadczalnym, co ze względu na ograniczoną ilość posiadanych krót
kich peptydów nie może być zrealizowane.

Pani prof, dr hab. Stefanii Drabarek, kierownikowi Zakładu Chemii Pep
tydów Uniwersytetu Warszawskiego, prof. dr. hab. Gotfrydowi Kupryszew- 
s к i e m u, kierownikowi Zakładu Chemii Organicznej Uniwersytetu Gdańskiego, 
oraz prof. dr. hab. Ignacemu Z. Siemionowi, dyrektorowi Instytutu Chemii 
Uniwersytetu Wrocławskiego, składamy serdeczne podziękowania za udostępnienie 
peptydów.
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РЕЗЮМЕ

Авторами было произведено разделение DANS-, DABS-, DBNS-производных 
дву- и трипептидов тонкослойным хроматографическим методом. Кроме того 
было получено положительное разделение изомерв DANS-производных двупе- 
птидов одинакового состава, но с различными компонентами аминокислот. Выла 
также получена возможность регулирования количества коэффициента RF, ис
следуемых производных, изменением насыщенности пиридина в системе: бен
зол—пиридин—уксусная кислота.

SUMMARY

Distribution of DANS-, DABS- and DBNS-derivatives of bi- and tripeptides has 
been carried out using a thin-layer chromatography method. A successful separa
tion of isomers of DANS-derivative bipeptides of the same composition but of 
different aminoacid sequence has been obtained. It also became possible to regulate 
the value of RF coefficient of the analyzed derivatives by changing piridine con
centration in the scheme: benzene—piridine—acetic acid.


