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DNP-Aminosiduren

(Bearbeitet von A. NIEDERWIESER)

A) Sdure- und wasserldsliche,
mit Ather extrahierbave DN P-Aminosduren

DNP-Arg, DNP-CySO,H, Mono-DNP(Cys),, «-DNP-
His*¢, Di-DNP-His, e-DNP-Lys und O-DNP-Tyr kén-
nen durch Chromatographieim Systemn-Propanol/NH,
3494 (7:3 v/v) einzeln oder, soweit dies praktisch in
Frage kommt, nebeneinander identifiziert werden. Die
Laufzeit betrigt ca. 2 h. Tabelle I orientiert iiber die
R{-Werte und die Unterscheidung der Flecken, Obwohl
DNP-Arg und e-DNP-Lys nicht vllig getrennt werden,
gelingt es doch, die beiden auf Grund ihrer Unterschiede
bei der Ninhydrin-Reaktion auch nebeneinander nach-
zuweisen. DNP-CySO;H und Mono-DNP(Cys), diirften
praktisch nie nebeneinander vorkommen. — Die Probe
(1 ug pro DNP-Aminosdure) wird in 1 ul Eisessig oder
0,5# HCl aufgetragen. Es ist wichtig, dass iiberschiissige
Sdure vor dem Chromatographieren wieder entfernt
wird. Hierzu muss die Platte nach dem Auftragen der
Losung fiir etwa 10 min bei gutem Luftzug auf ca. 60°
erwirmt werden.

B) Sédureunlistiche,
mit Ather extrahierbare DN P-Aminosiuren

Die sichere Identifizierung eines DNP-Derivates,
das zu dieser relativ grossen Gruppe gehort, erfordert
in der Regel ein zweidimensionales Chromatogramm.
Wir verwenden hierzu in der ersten Dimension das
«Toluol»-System von BISERTE und OSTEUX?¥, und
in der zweiten Dimension entweder: Chloroform/Ben-
zylalkohol/Eisessig, oder: Chloroform/t-Amylalkohol/
Eisessig, oder: Benzol/Pyridin/Eisessig, oder: Chloro-
form/Methanol/Eisessig in der unten angegebenen Zu-
sammensetzung. Die Verwendung des zweiphasigen
«Toluol»-Systems macht eine Vorbehandlung der
Platten noétig und gibt Flecken mit sogenannten
«Birten»?, zeigt aber im {ibrigen so gute Trenneigen-
schaften, dass wir es vorliufig fiir unentbehrlich halten.

Zur Charakterisierung der genannten Systeme wird
zunichst ihre Trennwirkung in eindimensionalen
Chromatogrammen beschrieben. Es sei aber gleich fest-
gehalten, dass bei eindimensionalen Chromatogrammen
von DNP-Aminosduremischungen ein nicht unbedeu-
tender Einfluss des Mengenverhiltnisses auf die jewei-
ligen Rf-Werte festgestellt werden kann?. In der
zweiten Dimension von zweidimensionalen Chromato-
grammen ist dies gliicklicherweise nicht mehr der Fall.
Hier werden die Rf-Werte weniger vom Mischungs-
verhiltnis der Komponenten als von der «Vorgeschichte»
der Schicht (Chromatographie in der ersten Dimension,
Zwischentrocknung) beeinflusst. Der erwdhnte Effekt
geht soweit, dass man zwischen den Rf-Werten unter-
scheiden muss, welche die Systeme Nr. 2 bis 5 direkt
bzw. indirekt (das heisst in-zweidimensionalen Chro-
matogrammen nach Einwirkung des «Toluol»- Systems)
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Tab. I. Idéntifizierung der siure- und wasserloslichen DNP-Amino-
sduren durch Diinnschicht-Chromatographie im System n-Propanol/
Ammoniak 349, (7:3 v]v)

Absorp- Far_be
Rf-100 | Farbe | tion it
imyv | N
hydrin
Mono-DNP-(Cys), 29 gelb + braun
DNP-CySO;H 29 gelb + gelb
«-DNP-Arg 43 gelb + gelb
&-DNP-Lys 44 gelb + braun
O-DNP-Tyr 49 farblos +32 violett
a-DNP-His 57 gelb -+ gelb
Di-DNP-His 65 gelb + gelb
s giehe unter Sichtbarkeit der Flecken, Verwendung von UV -
Licht, Dokumentation.

ergeben (vgl. Tab. II). Weil sich die «Vorgeschichte»
weitgehend standardisieren lisst, sind die Rf-Werte
der zweiten Dimension gut reproduzierbar. Mischungen
geben deshalb beim zweidimensionalen Chromato-
graphieren charakteristische Fleckenmuster, die durch
Rf-Wert-Schwankungen kaum verfdlscht werden. Man
chromatographiert deshalb eine unbekannte Probe
vorteilhaft nicht fiir sich allein, sondern zusammen
mit einer Standardmischung, die von jeder in Frage
kommenden DNP-Aminosiure gerade so viel enthilt
(0,2 ng), dass die einzelnen Komponenten nach der
zweidimensionalen Trennung eben noch sichtbar wer-
den?® (Fig. 1). Die Verbindung in der Probeldsung gibt
sich dann in den meisten Féllen sofort und einwandfrei
durch die Intensitit des ihr zukommenden Fleckens
zu erkennen.

Losungsmittelsysteme und Rf-Werte

Qualitit der Lisungsmittel. Toluol: Zweimal mit je
1/10 Volumteil konz. Schwefelsdure ausschiitteln, mit
Wasser, 2n Sodaldsung und Wasser waschen, iiber
Chlorcalcium trocknen und durch kurze Kolonne de-
stillieren. Pyridin: 24 h iiber Bariumoxyd kochen und
durch kurze Kolonne destillieren. Athylenchlorhydrin:
2-Chlorithanol puriss. «Fluka»3'. Ammoniak: 25%,
Ammoniak «Mercks mit destilliertem Wasser ver-
diinnen. Benzylalkohol: Ausschiitteln mit gesittigter
Bisulfitlosung, waschen mit 2# Soda, trocknen iiber
Natriumsulfat und unter N, durch kurze Kolonne im

28 Das im-DNP-His gehort grundsitzlich auch zur Gruppe der sdure-
loslichen DNP-Derivate. Nach H. Zau~y und H. PFANNMULLER
(Biochem. Z. 330, 97 (1958)) ist es aber seiner Unbestindigkeit
wegen in Hydrolysaten von entsprechenden DNP-Peptiden nicht
nachweisbar. Wir haben unsere Untersuchung deshalb auf das
o-DNP- und das Di-DNP-His beschrinkt.

27 G. BisertE und R. OstEUux, Bull. Soc. Chim. biol. 33, 50 (1951).

28 ygl. I. M. Hais in Hais und Macek, Handbuch der Papierchromato-
graphie (VEB Gustav-Fischer-Verlag, Jena 1958), p. 147.

2 Von der Papierchromatographie her ist bereits bekannt, dass ins-
besondere Dinitrophenol® in dieser Weise storend wirkt??,

30 Eine Losung von je 1 mg DNP-Aminosiure in total 5 ml Aceton
hilt sich im Kiihlschrank mindestens 4 Wochen lang. Zum Versuch
braucht man 1 yl.

31 Buchs, SG (Schweiz).
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Tab. II. Rf-Werte* der itherldslichen DNP-Aminosiuren in den Losungsmittelsystemen Nr. 1-5 bei eindimensionaler, aufsteigender bzw.
horizontaler3® Chromatographie

1v 2 3 4c 5¢
auf- aufsteigend aufsteigend auf- horizontal auf- horizontal
stei- indi- indi- | stei- indi- | Stel- indi-
gend rektt rekte | gend rektd gend rektd
DNP-AAB® 46 72 44 73 42 52 52 55 79 85 75
DNP-AACT 79 92 66 83 57 105 108 109 108 101 106
DNP-Ala 34 54 35 60 34 32 33 38 59 66 58
DNP-g-Ala 27 71 57 73 50 89 98 100 99 95 102
DNP-Asp 02 13 08 09 13 06 05 11 07 06 06
DNP-Glu 01 26 17 31 21 12 12 23 12 12 14
DNP-Gly 27 32 22 40 23 17 18 22 31 38 31
DNP-Ileu 64 83 63 81 57 107 107 107 100 101 104
DNP-Leu 66 82 62 80 54 100 100 100 100 100 100
DNP-Nleu 69 82 60 80 52 86 90 88 101 100 98
DNP-Met 55 70 39 69 38 43 43 47 72 81 74
DNP-Met. 0,8 17 — — — 04 03 03 02 10 10 07
DNP-Phe 67 75 46 74 41 44 46 52 81 86 76
DNP-Pro 29 65 41 67 38 58 59 62 78 84 75
DNP-Sar 23 56 35 57 32 34 35 41 59 65 60
DNP-Ser 15 11 10 11 10 09 10 14 07 08 07
DNP-Thr 20 17 13 15 12 12 14 20 09 11 11
DNP-Try 65 69 38 69 31 23 25 33 54 61 49
DNP-Val 53 79 56 77 51 76 81 85 91 98 86
DNP-Nval 56 77 52 76 48 65 70 75 86 95 89
Di-DNP-(Cys), — 03 02 01 01 00 00 02 00 02 02
Di-DNP-His 53 11 Q9 08 04 05 04 08 12 16 14
Di-DNP-Lys 74 56 35 60 30 12 13 19 66 73 65
Di-DNP-Orn 70 34 23 40 20 06 06 10 39 46 39
Di-DNP-Tyr 76 58 35 60 30 17 16 19 57 65 57
2,4-DNP-OH %2 41 100 76 83 55 22 21 23 148 102 111
2,4-DNP-NH, 32 90 90 84 72 63 115 128 129 131 101 115
s gngefithrt ist Rf-100. ®vgl. Text iiber Versuchstechnik. © Rf-Werte auf DNP-Leu bezogen. ¢ nach «Vorbehandlung» der Schicht
durch Chromatographie im «Toluol»-System (Nr.1) und Zwischentrocknung (siehe Text), ® AAB = x-Aminobuttersiure. t AAC =g
Aminocaprylsiure. ¢ Met.O, = Methioninsulfon.

Vakuum destillieren. Beigemengter Benzaldehyd ver-
indert die Rf-Werte ziemlich stark. Methanol und Eis-
essig: durch kurze Kolonne destillieren. Chloroform.
zweimal durch kurze Kolonne destillieren. #-Amyl-
alkohol: die Fraktion 100,5-102,0° durch kurze Ko-
lonne aus t-Amylalkohol pract. «Fluka»® heraus-
destillieren. Benzol: wie Toluol.

Die nachstehenden Angaben iber die Mischungs-
verhiltnisse der Systeme Nr. 1-5 beziehen sich auf
Volumina bei ca. 20°C.

Lisungsmittelsysteme. Nr. 1: Toluol-Pyridin-Athylen-
chlorhydrin-0,8%#. Ammoniak (100:30:60:60). («To-
luol»- System) 27. Die obere Phase dient zur Chromato-
graphie, die untere zur Vorbehandlung der Diinn-
schicht (vgl. Versuchstechnik). Dieses System gibt
Flecken mit langen «Bérten»?. Damit ist natiirlich ein
gewisser Substanzverlust verbunden.

Nr. 2: Chloroform-Benzylalkohol-Eisessig (70:30:3).
Dieses System gibt symmetrische Flecken. 2,4-Dinitro-
phenol32 und 2,4-Dinitranilin wandern an die Spitze.

Nr. 3: Chloroform-t-Amylalkohol-Eisessig (70:30:3).
Dieses System trennt dhnlich wie System Nr. 2. 2,4-
Dinitrophenol 32 und DNP-Val riicken ndher an DNP-
Leu. Dafiir ist der t-Amylalkohol stabiler und leichter
fliichtig als Benzylalkohol.

Tab. ITII. Bemerkenswerte Trenneffekte und Laufzeiten bei ein-
dimensionaler Chromatographie in den Lb&sungsmittelsystemen

Nr.1-5

. | Abtrennung der | Trennung der |} Trennung
' | DNP-Amino- | DNP-Derivate der

g sduren von von Di-DNP- Laufzeit
8 . Derivate autzel
£, | Dinitro-| Dinitro-| Leu, Val, von
< | anilin3 {phenol®?| Ileu, Nval | Tyr, Lys

Nleu

1 + —a - - - 1 h/15cm
2 + + - - - 13h/10 cm
3 —¢ —b - - - 1 hfl5cm
400+ ~< + + - 2-3h

5y —d —d - -+ + 2-3h

s 2,4-Dinitrophenol liegt zwischen DNP-Val und DNP-Ala.

b 2,4-Dinitrophenol liegt bei DNP-Leu.

¢ 2,4-Dinitrophenol liegt zwischen DNP-Ala und DNP-Gly.

¢ 2 4-Dinitrophenol und 2,4-Dinitranilin liegen knapp iiber
DNP-Leu.

¢ 2,4-Dinitranilin liegt zwischen DNP-Phe und DNP-Met.

t Horizontale Chromatographie (vgl. 33). DNP-Leu liuft in
2!/, h etwa 10 cm weit.

32 2,4-Dinitrophenol und 2,4-Dinitranilin sind Nebenprodukte bei
der Synthese und der sauren Hydrolyse von DNP-Peptiden.

33 M, BRENNER und A, NIEDERWIESER, Durchlaufende Diinnschicht-
Chromatographie, Exper. im Druck (1961).
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Fig. 8. Zweidimensionales Chromatogramm einer Mischung von je

1 ug DNP-Aminosdure in den Systemen Nr. 1 und 4, Symbole: vgl.

Fig. 1; Di-His und Met.0O, sind im abgebildeten Chromatogramm
nicht mitgelaufen, UV-Photokopie, Original 15X 14 cm.
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Nr. 4: Benzol-Pyridin-Eisessig (80:20:2). Bei durch-
laufender Chromatographie® eignet sich dieses System
hervorragend zur Trennung der weniger polaren DNP-
Aminosduren. 2,4-Dinitranilin® wandert an der
Spitze: Ronp.pen = 1,28.

Nr. 5: Chloroform-Methanol-Eisessig (95:5:1). Di-
DNP-Tyr und Di-DNP-Lys, welche in keinem der vor-
gehend beschriebenen Systeme getrennt werden,
lassen sich hier bei durchlaufender Chromatographie3®
eindeutig unterscheiden.

Tabelle II orientiert iiber die Rf-Werte in den ge-
nannten Lésungsmittel-Systemen. In Tabelle III sind
die Laufzeiten und einige Besonderheiten, welche eine
spezielle Erwihnung rechtfertigen, zusammengestellt.

Trenneffekte im zweidimensionalen Verfahren, Figurl
zeigt die Auftrennung einer Standardmischung von je
0,2 ug DNP-Aminosdure bei Kombination der Systeme
Nr. 1 und Nr. 2. Keine Trennung erfolgt bei der Leucin-
Gruppe, bei der Valin-Gruppe und bei Di-DNP-Lys/
Di-DNP-Tyr.

Zur Auftrennung der letzteren verwendet man die
Kombination von Nr. 1 mit Nr. 5 (Fig. 2), oder gege-
benenfalls Nr, 5 allein. Die Kombination von Nr. 1 mit
Nr. 4 (Fig. 3) ermdglicht die Unterscheidung der iso-
meren Leuncin-Derivate und der isomeren Valin-Deri-
vate.

Allgemeines C} Versuchstechnik

Die allgemeine Versuchstechnik haben wir schon
frither beschrieben#, Die dortigen Angaben sind genau
zu befolgen. Ergénzend sei noch folgendes bemerkt:

1. Die Schichtdicke ist bei gleichem Streichgerdt und
gleichem Verhiltnis Kieselgel G zu Wasser natiirlich
von der Streichgeschwindigkeit abhidngig.

2. Relativ harte Schichten erhilt man, wenn die be-
strichenen Platten an der Luft tiber Nacht bei 20°C
trocknen kénnen. Schon wenn wenig iiber 100°C ge-
trocknet wird, kann der im Kieselgel G enthaltene
Gips seine Funktion als Bindemittel nicht mehr richtig
erfiilllen. Man erkennt dies daran, dass die Schicht
weich, fast pulverig wird. Platten, die man bei hoherer
Temperatur «aktiviert» (zum Beispiel 2 h bei 140° nach
CHERBULIEZ et al.?), miissen schliesslich gegen Luft-
feuchtigkeit empfindlich werden3®, und es ist nicht
verwunderlich, wenn bei ihrer Verwendung stdrende
Rf-Wert - Schwankungen auftreten.

3. Bei schmalen Platten (200%50 mm) erhiilt man
trotz Streichgerit hiufig ungleichmissige Schichten.
Sie eignen sich deshalb zwar ausgezeichnet fiir orien-
tierende, weniger aber fiir genauere Versuche.

4. Auf das Durchziehen eines Trennungsstriches zur
Begrenzung der Laufstrecke (und der Laufzeit!) haben
wir neuerdings ohne Schaden fiir das Experiment ver-

3 R, E. Kirk und D. F. Orauer, Encyclopedia of Chemical
Technology {Interscience Publishers Inc. New York 1948), Vol. 2,
p. 778.
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zichtet. Man gewinnt sogar den Vorteil einer weniger
starren Zeiteinteilung.

Einige spezielle Hinweise erfordert die Verwendung
des «Toluol»- Systems.

Das «Toluol »-System

Vorbehandlung der Diinnschicht. Eine mit Filter-
papier ausgeschlagene Trennkammer (Firma DESAGA)
wird mit der unteren Phase des «Toluol»-Systems be-
schickt. Auf den Boden der Kammer legt man als Rost
einen dicken gebogenen Glasstab. Zwei mit Kieselgel G
priparierte Platten werden mit der Schichtseite nach
aussen auf die Mitte des Rostes gestellt und jede wird
mit der oberen Kante an eine Kammerwand gelehnt.
Um zu vermeiden, dass L&sungsmittel vom Filter-
papier auf die Schicht gelangt, trennt man diese durch
einen kriftigen Strich mit einem Bleistift parallel zur
Oberkante entzwei. Man ldsst {iber Nacht stehen. Das
Kieselgel nimmt dabei viel Feuchtigkeit auf, was man
nicht am Aussehen, wohl aber zum Beispiel daran er-
kennt, dass auf die Platte gebrachte Substanzen wih-
rend dieser Behandlung ganz erheblich diffundieren
kénnen.

Die Chromatographie auf einer derart vorbehandel-
ten Platte beruht wahrscheinlich auf einer Verteilung
zwischen zwei fliissigen Phasen. Jedenfalls geht die
Wirkung der Vorbehandlung an Platten, die unge-
schiitzt an der Luft verweilen, schon nach 45 min
praktisch verloren. Dieser Effekt ist bei Beniitzung der
Platten zu beachten.

Auftragen der Substanzproben. Lisst man eine Platie
zwischen Vorbehandlung und Chromatographie wih-
rend verschiedener Zeiten ungeschiitzt an der Luft
liegen und trigt man dann die Logarithmen der Ri-
Werte gegen die Logarithmen der zugehorigen Zeiten
auf, so zeigt es sich, dass schon nach etwa 2 min ein
linearer Abfall eintritt, Wir bedecken deshalb die vor-
behandelte Schicht nach Entfernung aus der Kammer
sofort mit einer Glasplatte, welche nur einen etwa
1,5 cm breiten Streifen an der unteren Kante freildsst.
Hier kénnen nun die Substanzproben in Ruhe auf-
getragen werden. Beno6tigt man dazu nicht mebhr als
etwa 5 min, so ist die Stdrung unbedeutend. Das Auf-
tragen lisst sich beschleunigen, wenn man relativ kon-
zentrierte Losungen verwendet. Das Volumen soll 1 ul
womdglich nicht iibersteigen, weil die Verdampfungs-
geschwindigkeit der aufgetragenen Ldsungen auf vor-
behandeltenn feuchten Schichten kleiner ist als auf
trockenen. Nach beendetem Auftragen wird die Deck-
platte vorsichtig entfernt und das Chromatogramm
unverziiglich angesetzt.

Zwischentrocknung bei xweidimensionalen Chromato-
grammen. Man ldsst 10 min im Luftzug (gut ventilierte
Kapelle) liegen, erwiirmt im Trockenschrank 10 min
auf 60° und lasst irn Luftzug 10-15 min abkithlen. Hier-
auf kann sofort in der zweiten Dimension chromato-
graphiert werden. Lingeres Trocknen empfiehlt sich
nicht, weil beim Liegenlassen an der Luft mit teilweiser
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Zerstorung der DNP-Aminosiuren zu rechnen ist: die
Oxydation von DNP-Met kann bei darauffolgender
Chromatographie die Anwesenheit von Di-DNP-His
vortduschen. Ist nach der Zwischentrocknung ein
lingeres Aufbewahren notig, so muss die Schicht mit
einer Glasplatte bedeckt und im Dunkeln aufbewahrt
werden.

Sichibarkett der Flecken, Verwendung von UV-Licht,

Dokumentation

Mit Ausnahme von O-DNP-Tyr sind alle DNP-Deri-
vate gelb. Mengen von 0,1 ug (eindimensionale Chro-
matogramme) oder 0,5 ug (zweidimensionale Chromato-
gramme) geben Flecken, die noch gut sichtbar sind,
wenn man die Platte im durchfallenden Tageslicht
betrachtet. Das Chromatogramm soll innerhalb einiger
Stunden kopiert werden, da die Flecken im Lauf der
Zeit merklich verblassen.

Gewdhnlich kopieren wir die Chromatogramme im
Gegenlicht mit Tinte (weiche Feder) auf Pergamin-
papier, das mit zwei Papierklammern auf die Schicht
gespannt wird. Bei einiger Ubung erkennt man auf der
weissen Kieselgelschicht selbst schwichste heligelbe
Flecken. In vielen Fillen ist es trotzdem bequemer, die
Platte im durchfallenden UV-Licht (Lichtquelle >
Schicht - Glasplatte - Brille > Auge) zu betrachten.
Hierbei sind die DNP-Aminosiuren als tiefdunkle
Flecken erkennbar. Schwach absorbierende Substanzen
in kleinen Konzentrationen sicht man schlecht, da die
Kieselgel-Gipsschicht selber absorbiert und daher auch
dunkel erscheint. Gibt man jedoch 0,5 g Zinksilikat®
zu 25 g Kieselgel G, so wird die Schicht durch Fluo-
reszenz aufgehellt und O-DNP-Tyr selbst in kleinen
Mengen erkennbar (ca. 0,06 ug).

Besonders empfehlenswert ist die Anfertigung einer
UV-Photokopie?®, Gevaert GEVACOPY Papier wird
mit der empfindlichen Seite direkt auf die Schicht ge-
legt und mit einer Glasplatte angepresst. Man ldsst
dann fiir einige Sekunden UV-Licht durch die Schicht
hindurch auf das Photopapier fallen und entwickelt in
iiblicher Weise ein Positiv. Die Figuren 1-3 sind auf
diese Weise hergestellt worden. Die grsste Empfind-
lichkeit resultiert bei einer Belichtungszeit, welche den
Hintergrund des Negativs noch nicht schwarz, sondern
erst grau erscheinen lisst. Es entsteht dabei eine un-
verfalschte Kopie. Bei lingerer Belichtungszeit wird
der Hintergrund des Negativs zunehmend schwirzer;
gleichzeitig vermindern die hellen Substanzflecken
ihren Durchmesser, um bei Uberbelichtung schliesslich
ganz zu verschwinden. Hievon lisst sich Gebrauch
machen, um grosse Flecken, die sich teilweise iiber-
decken, in kleinere getrennte Flecken aufzuldsen.

3 Zinksilikat Leuchtstoff P 1, Type 118-2-7, General Electric,
Cleveland/Ohio.

38 vgl. dazu auch H. GRONEWALD, Photographie und Wissenschaft
8, 18 (1959).
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PTH-Aminosiuren

(Bearbeitet von G. PATAKI)

Die Lgsungsmittelsysteme, welche zur papierchro-
matographischen Trennung der PTH-Aminosiuren
verwendet werden5-1%.20, sind auf dem von uns be-
niitzten Kieselgel G unbrauchbar. Befriedigende
Trenneffekte haben wir hingegen mit den in Tabelle IV
angegebenen Mischungen erzielt; in geeigneter Kombi-
nation ermdglichen die Systeme Nr. 6-9 die direkte
Identifizierung von 14 der insgesamt 19 angefiihrten
PTH-Derivate der Tabelle IV.

PTH-Val, PTH-Phe, PTH-Met einerseits, sowie
PTH-Leu und PTH-Ileu anderseits, wandern aus-
nahmslos gemeinsam. Sie miissen deshalb im allgemei-
nen Fall nach vorgingiger Hydrolyse in Form der
freien Aminosduren identifiziert werden; liegt PTH-
Met allein vor, so ist es nach Behandlung mit H,0,
ohne Hydrolyse direkt erkennbar. Oft wird aber schon
die Bestimmung der Bruttozusammensetzung eines
Peptids (Totalhydrolyse) geniigend Information liefern;
um eine Abktlirzung des Identifizierungsverfahrens von
Val und Phe bzw. Leu und Ileu zu gestatten.

Losungsmitielsysteme, Farbreaktionen
der PTH-Aminosiuren und Rf-Werte

Qualitit der Liosungsmitiel. Chloroform: stabilisiert
mit 1,5% Athanol («Fluka»®l), Ameisensiure: wasser-
frei («Fluka»®), Eisessig, Methanol und Methylithyl-
keton: handelsiibliche Qualititen durch kurze Kolonne
destillieren, Pyridin: 24 h iiber Bariumoxyd kochen
und durch kurze Kolonne destillieren.

Die nachstehenden Angaben iiber die Mischungs-
verhiéltnisse der Systeme Nr. 6-10 beziehen sich auf
Volumina bei ca. 20°C.

Losungsmittelsysteme. Nr. 6: Chloroform. Nr. 7: Chlo-
roform-Methanol (9:1). Nr. 8: Chloroform-Ameisen-
sdure (100:5). Nr. 9: Chloroform-Methanol-Ameisen-
sdure (70:30:2). Nr. 10: Methylithylketon-Pyridin-
Wasser-Eisessig (70:15:15:2).

Farbreaktionen. Das von EDMAN und Sj69QuisT?® und
neuerdings von CHERBULIEZ® zum Sichtbarmachen
verwendete Jodazid ist nach unserer Erfahrung kein
ideales Reagens fiir die PTH-Aminosiuren. Wir er-
halten bei unseren Kieselgel G-Schichten weisse Flek-
ken auf hellblauem Hintergrund, die man schlecht
sieht und die schnell wieder verschwinden. Grote-
Reagens!® wire besser, ist aber in der Anwendung um-
stdndlich - und zeitraubend. Sehr gute Dienste leistet
der Chlor-Tolidin-Test. Man lisst nach dem Chlorie-
ren?”, vor Luftzug geschiitzt, 3-5 min stehen. Bei sehr
vorsichtigem Besprithen erhidlt man augenblicklich
fast punktférmige Flecken; bespritht man weiter, so
werden sie alsbald grdsser und konnen sich dann unter
Umstédnden mit benachbarten Flecken iiberdecken
(vgl. zum Beispiel Flecken 10 und 11 in Fig. 4). PTH-
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Tab. IV. Rf-Werte der PTH-Aminosiuren in den Losungsmittel-
systemen Nr. 6-9 bei eindimensionaler aufsteigender Chromato-
graphie. Versuchstechnik vgl. 24

Nr. 6 Nr. 7 Nr. 8 Nr. 9
PTH CHCl, | CHCl— CHCl,— |CHCl,~CH,0H-

CH,OH | HCOOH HCOOH

(9:1v/v) [(100:5v/v)| (70:30:2 v|v)
Ala 0,16 0,68 0,39 ~1
Arg 0 0,01 0 0,24
Asp ] 0,01 0,13 0,70
Asp(NH,) 0 0,23 0,07 ~1
Glu 0,01 0,04 0,17 0,75
Glu(NH,) 0,01 0,28 0,08 ~1
Gly 0,10 0,56 0,33 0,90
His 0,01 0,29 0 ~1
Ilen 0,40 0,77 0,57 ~1
Leu 0,40 0,77 0,60 ~1
Lys 0,12 0,71 0,34 ~1
Met 0,33 0,75 0,51 ~1
Met-Sulfoxyd| 0,01 0,40 0,12 ~1
Phe 0,28 0,74 0,50 ~1
Pro 0,60 0,82 0,65 ~1
Thr 0,04 0,45 0,15 ~1
Try 0,13 0,62 0,39 ~1
Tyr 0,03 0,47 0,21 ~1
Val 0,32 0,74 0,55 ~1

Gly gibt als einzige PTH-Aminosdure eine charakte-
ristische Fleckenform, an der man es sofort erkennen
kann (Fig. 4).

Fleckengrosse und Rf-Werte. Bei PTH-Pro haben wir
in System Nr. 7 die Abhingigkeit der Fleckengrosse
von der Substanzmenge gepriift. Wenn die Verbindung
jedesmal in 0,5 41 Methanol aufgetragen wird, so ist die
Fleckenfliche bei Beladungen zwischen 0,05 und 72 ug
ungefihr dem Jog der Substanzmenge proportional.
Der Rf-Wert bleibt praktisch konstant.

Tabelle IV orientiert iiber die Rf-Werte, welche man
beobachtet, wenn die angegebenen Substanzen einzeln
aufgetragen (0,5 ug.in 0,5 4l Methanol) und chromato-
graphiert werden. Beim Vorliegen von Mischungen, die
in einem Totalvolumen von ebenfalls 0,5 ul aufgetragen
werden, kénnen Abweichungen der Rf-Werte auf-
treten. Man verlisst sich deshalb bei Identifizierungen
wie im Fall der DNP-Aminosduren besser auf einen
direkten Vergleich mit Kontrollsubstanzen oder auf
das Fleckenmuster eines zweidimensionalen Chromato-
gramms (Beladung wie im eindimensionalen Chromato-
gramm).

Identifrzierung von PTH-Aminosduren

A) Einzelne PTH-Amanosiuren oder einfache Ge-
mische. Die erwidhnte Unsicherheit in bezug auf die Ri-
Werte ldsst es ratsam erscheinen, eine unbekannte
PTH-Aminosiure zunichst zweidimensional in den
Systemen Nr. 7 und 8 zu chromatographieren und auf

37 F. ReinpeL und W. Horpg, Chem. Ber. 87, 1103 (1954). Modifi-
zierung siche M. BRENNER et al., Helv. chim. Acta 40, 1497 (1957).
Die Chlorbehandlung ist hier auf 25 min auszudehnen!
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Grund des Fleckenmusters in Figur 4 eine vorliufige
Zuordnung zu treffen. Diese wird in einem zweiten
Versuch, in welchem einige im Fleckenmuster benach-
barte PTH-Aminosduren mitchromatographiert wer-
den, bestidtigt38, 11 Substanzen sind so direkt identifi-
zierbar.

Spezialfille. Asp, Glu: Das Auftreten eines Fleckens
an der Stelle 2 (Fig. 4) kann auf PTH-Asp oder PTH-
Glu oder beide zurtickzufithren sein. Zur Unterschei-
dung chromatographiert man eindimensional im Sy-
stem Nr. 9; die Zuordnung bietet keine Schwierig-
keiten, wenn man die beiden Substanzen als Kon-
trollen mitlaufen lasst {vgl. Fig. 5.

Pro: Liegt die Unbekannte rechts oben im Gebiet
des grossen Fleckens 13, so chromatographiert man
eindimensional im System Nr. 6 und lasst gleichzeitig
als Vergleichssubstanzen die PTH-Derivate von Val,
Met, Phe, Ileu, Leu und Pro mitlaufen (vgl. Fig. 6). Der
Versuch gestattet innert 1/, h eine Entscheidung zwi-
schen PTH-Pro oder [PTH-Ileu + PTH-Leu] oder
[PTH-Val + PTH-Met + PTH-Phe].

Met: Handelt es sich um die letztere dieser drei Még-
lichkeiten, so kann die Anwesenheit von PTH-Met
durch ein weiteres eindimensionales Chromatogramm
im selben System festgestellt werden, wenn die Probe
vorher mit H,0, behandelt wird. Das Ausmass der
Oxydation hingt vom Verhdltnis H,0O, zu PTH-
Aminosiure ab. Deshalb belddt man eine neue Platte
viermal (A, B, C, D) mit der gleichen Menge der Un-
bekannten, lisst 60 sec trocknen (Ldsungsmittel Me-
thanol) und setzt dann jedesmal 0,5 ul H,0, zu: bei A
30/4-, bei B 30/8-, bei C 30/16-, bei D 30/32-proz. H,0,.
Schon nach 2 min kann man chromatographieren.
Figur 7 zeigt die resultierende Substanzverteilung in
Abhéngigkeit von der Oxydationswirkung. Man wertet
dort aus, wo die Oxydation am wenigsten Neben-
produkte liefert (zum Beispiel bei C in Fig. 7). Tritt nur
ein Fleck am Startpunkt auf und hochstens ein un-
deutlicher Nebenfleck weiter oben, so ist die Anwesen-
heit von PTH-Met erwiesen. Falls auch oberhalb des
Startpunktes deutliche Flecken auftreten, so liegt
nicht nur PTH-Met, sondern auch PTH-Val oder PTH-
Phe oder ein Gemisch der beiden vor. Kein Flecken am
Startpunkt bedeutet Abwesenheit von PTH-Met; wie
bei allen Beweisfithrungen auf negativer Basis ist in-
dessen bei dieser Folgerung Vorsicht geboten.

Leu, Ileu, Phe, Val (und Met): Sind auf Grund der
Chromatogramme nach Figur 4 und 6 eine oder mehrere
Aminosiuren aus dieser Gruppe anwesend, so hydro-
lysiert man etwa 1 ug der Probe 12 h mit 6»# HCI bei
120° im Rohr, verdampft zur Trockne, nimmt in
Wasser auf und chromatographiert eindimensional in
n-BuOH-AcOH-H,0 (60:20:20) bzw. Phenol-H,0
{75:25): Phe, Val und Met lassen sich sowohl unter sich
als auch von den Leucinen unterscheiden®, Zur Unter-
scheidung der Leucine dient bei Abwesenheit von Phe,
Val und Met ein Durchlaufchromatogramm nach
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Fig, 4. Zweidimensio-
nales Chromatogramm
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0,5 pg PTH-Amino-
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Fig. 5. Eindimensionales Chro-
matogramm im System Nr. 9
zum Nachweis von PTH-Asp
und PTH-Glu. Kontrollen: je
0,5 pug. PTH-Arg in der Probe
tritt nur im Spezialfall kom-
plexer Gemische auf (vgl.Text).
Laufstrecke 11 em.
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Fig. 6. Eindimensiona-
les Chromatogramm im
System Nr.6 zum Nach-
weis von PTH- Pro,
PTH-Leu + PTH-1Ileu
und PTH-Met + PTH-
Phe + PTH-Val. Kon-

trollen: je 0,5 pyg. o (O
Laufstrecke 10 cm.
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38 Der direkte Vergleich mit einer Standard-Mischung (vgl. DNP-
Aminosiuren) ist wegen der beschrinkten Haltbarkeit (72 h) von
methanolischen PTH-Aminosdure-Lasungen kostspielig.
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Figur 8 im System Nr. 1033, — Dieses Verfahren zur
Trennung der Leucine ist auch anwendbar, wenn das
PTH-Leucin-Gemisch erst durch eindimensionale Chro-
matographie nach Figur 6 von anderen PTH-Amino-
siuren abgetrennt werden muss (vgl. B: Komplexe
Gemische). Man eluiert in diesem Fall den Leucin-Fleck
vom eindimensionalen Chromatogramm mit Metha-
nol?, hydrolysiert und chromatographiert nach der
Durchlauf-Methode33. Zur sicheren Identifizierung ist
es erforderlich, dass die auf das eindimensionale Chro-
matogramm gebrachte Probe mindestens 1 ug PTH-
Leu undjoder 1 ug PTH-Ileu enthilt.

Bemerkung. Wenn man nicht hydrolysieren muss,
erfordern alle oben beschriebenen Experimente ins-
gesamt hdchstens 1 g Material pro PTH-Aminos3ure.
Man wird es deshalb oft vorziehen, auf Kosten von
etwas Substanz Zeit zu sparen und die verschiedenen
Chromatogramme nicht hintereinander, sondern neben-
einander laufen zu lassen, Der Zeitbedarf der einzelnen
Operationen betrigt: Auftragen: 5 min; Laufzeit/
10 cm: 30 min; Trocknen: 5 min; Chlorieren: 25 min;
Tolidin: 2 min; HyO0,: 12 min.

B) Komplexe Gemische. Weist das zweidimensionale
Chromatogramm (Fig. 4) zahlreiche Flecken auf, so
wird eventuell eine Elution notwendig. Man bereitet
ein neues Chromatogramm, verzichtet auf die Chlor-
Tolidin-Behandlung und streift das Gebiet der Flecken
1 und 2 einerseits und 13 andererseits von der Platte
ab. Zum Eluieren wird das Kieselgel G in etwa 1 ml
Methanol suspendiert. Man hilt 2 min auf 40-50°,
filiriert, wischt dreimal mit heissem Methanol nach
und verdampit zur Trockne.

Das vereinigte Material aus Flecken 1 und 2 wird
nach Figur 5 eindimensional im System Nr. 9 mit PTH-
Arg, PTH-Asp und PTH-Glu als Kontrolle chromato-
graphiert.

Mit dem Eluat aus Flecken 13 verfihrt man nach
den Angaben iiber Pro; Met; Leu, Ileu, Phe, Val (und
Met} im voranstehenden Abschnitt A.

Schlussfolgerung

DN P-Aminosiuren. Ausser DNP-Hypro, das nicht
untersucht wurde, lassen sich die DNP-Derivate aller
Eiweiss-Aminosiiuren (Tab. I und II) durch drei
gleichzeitige Chromatogramme in verschiedenen Sy-
stemen (Tab. I, Fig. 2 und 3} auf einfachste Weise von-
einander trennen. Der Zeitbedarf pro Dimension be-
triigt nur 1-3 h. Zum sicheren Nachweis einer DNP-
Aminosidure mittels UV-Photokopie geniigen noch
2-10-% uM, bei eindimensionaler Chromatographie
sogar 10-% ulM, das heisst zum Beispiel 0,02 ug DNP-
Ser. Bei hohen Beladungen (ca. 100 ug) gelingt es des-
halb hiufig, noch 0,059% {!} einer beigemengten
fremden DNP-Aminosiure einwandfrei zu erfassen.

PTH-Aminosiuren. Ein zweidimensionales (Fig. 4)
und zwei eindimensionale (Fig. 5 und 6) Chromato-
gramme, die man ohne langwierige Aquilibrierung und
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Fig. 7. Oxydation der PTH-Aminosduren {je 1 pg) der «Methionin-

gruppe» durch zunehmende Mengen H,0, fiir sich allein und in

Mischungen {vgl. Text). E == Vergleich ohne H,0,. Laufstrecke
10 cm.
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Fig. 8. Durchlanf-Chromatogramm im

System Nr. 10 zur Trennung von Leu

und Ileu (5 h, je 1 pg Len und lleu).
Laufstrecke von Leu 10 ¢m.
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gleichzeitig laufen lassen kann, trennen 14 von den 19
PTH-Aminosduren der Tabelle IV. Mit Hilfe einer ein-
fachen Oxydationstechnik (Fig. 7) und durch saure
Hydrolyse mit anschliessender diinnschichtchromato-
graphischer Identifizierung der freigesetzten Amino-
siure, die hier in jedem Fall hydrolysebestindig ist,
werden die noch fehlenden 5 Substanzen mit wenig zu-
sitzlichem Aufwand ebenfalls nachweisbar (Fig. 8 und
24), Zum Sichtbarmachen der PTH-Aminosduren be-
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withrt sich ein modifizierter Chlor-Tolidin-Test; die
Erfassungsgrenze liegt bei etwa 3 - 10~% M, das heisst
zum Beispiel bei 0,05 ug PTH-Pro (!).

Summary. Methods for the identification of DNP-
and PTH-amino acids are improved by application of
thin-layer chromatography using Kieselgel G. The
advantages over paperchromatography are better
resolution, increased sensitivity and time-saving.

Cell Metabolism and Virus!
By E. KovAcs?

Viral infection is a cellular phenomenon. The virus,
as a particle of macromolecular organization - or one
part of it, the nucleic acid moiety — adsorbed on the
external barrier of the cell, penetrates into it, takes
over command of various physiological functions and
determines or provocates its own reproduction by the
host-cell. Thus, one might assume a priori a profound
alteration, almost a metamorphosis of the cellular
metabolism as the consequence of infection with and
biosynthesis of the virus. As a matter of fact, experi-
mental data accumulated up-to-date support the
rightness of such ideas®4, in spite of many difficulties
for the technical approach. For instance, up to about
the last one and half decades, living experimental
animals were almost exclusively used, which fact
means a heterogeneous cell population regarding
morphology and function, or viral sensitivity. With
the use of chorio-allantoic membranes (CAM) of
embryonated eggs®, and later the tissue cultures of
mammalian cells, for virus research$, it became possible
to study the sequence of events at the cellular level,
also in viral diseases of animals. By this way, our
actual concept of Virology was born: a biochemical
and molecular one, quite different from the orthodox,
bacteriological, and microbiological ideology. Thus
the virus disease is a novel chapter of the Cell Physio-
logy and Cell Pathology; ‘a chemical infection’ caused
by invading macromolecules.

After this preamble, we want to limit this broad
subject almost exclusively to the discussion of data
regarding the metabolism of mammalian cells. Espe-
cially findings obtained in cultivated cells will be
reviewed for the characteristic alterations caused by
various viruses. Two great categories will be excluded
from the beginning, namely that of the bacteriophage
and plant viruses. These limitations allow us to list
in this relation pertinent findings with the animal
viruses, including human ones. However, this domain

is so extremely rich, that only the most important
experimental facts can be presented and discussed.

Cell respivation and virus. From the historical angle,
we quote experiments intended to demonstrate,
without success, changes in O, consumption of brain
slices derived from animals infected with poliomyelitis
virus”. On the other hand, a slight increase of respi-
ration was described in western equine encephalitis
virus infected tissue cultures®. However, brain homo-
genates of mice paralyzed with human or murine polio-
myelitis did not differ from the normal controls re-
garding respiration®10, Later PARODIM and others12-14
observed, with more refined special techniques, an
increase, respectively the decrease of oxygen consump-

1 On the basis of a relation presented at the Symposium, The Effect
of Corticosteroides on Viral Infection. Symp. Soc. ital. Stud. Malatt.
infett, parasit., Sta. Margherita Ligure, June 11/12, 1960. G. Malatt.
infett, parasit. (in italian), in press.

2 Deutsche Forschungsanstalt fiir Psychiatrie (Max-Planck-Insti-
tut), Abteilung fiir Serologie und Mikrobiologie, Miinchen
(Germany).

3 C.HanNoun,in J. A, THoMAS, Exposés actuels de biologie cellulaire:
Mécanismes d'autoreproduction (Masson & Cie, Edit., Paris 1957),
p. 363,

¢ R. KorreLMANN and E. A. Evans, Jr., Progr. Med. Virol. 2, 73
(1959).

5 G. J. BuppingH, in T. M. Rivers and F, L. HorRSFALL, Viral and
Rickettsial Infections of Man, 3rd Edition (Lippincott Co., Phila-
delphia 1959), p. 199."

8 J.D.Ross and J.T.Syverron, Ann. Rev, Microbiol. 11, 439
(1957).

7 M. Bropik and S, B, Worrt1s, Arch. Neurol, Psychiat. 32, 1159
(1934).

8 H. ZinssEr and E. B. SCHOENBACH, J. exp. Med. 66, 207 (1937).

® E, Racker and H. KaBar, J. exp. Med. 76, 579 (1942).

10 A E. PEArsON and R. J. WINzLER, J. biol. Chem. 181, 577 (1949).

11 A, S, Paropl, J. Immunol. 58, 109 (1948).

12 W, F. MacLimans, R. A. Siem, B. C. Mark, and E, Pinska,
J. Immunol. 64, 475 (1950).

13 R. A. SieMm, B. C. SmiTH, and W, F. MacLimans, Science 112, 505
(1950).

4 E. Kun and M, H. D. SmitH, Proc. Soc. exp. Biol. Med., N. Y.
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