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bonsaure-diamids und der Dimethyl- und Diathylester der Pyrazin-2,3-dicarbon- 
saure in Alkohol wird beschrieben; sie fuhrte meist zu Piperazinen, d. h. Hexahydro- 
derivaten. Die Hydrierung des Pyrazin-2,3-dicarbonsaure-imids lieferte ein intensiv 
rotes Tetrahydroderivat. - Die erhaltenen Piperazin-2-carbonsaure und Piperazin- 
2,3-dicarbonsaure wurden in die optischen Antipoden gespalten. 

Institut fur allgemeine Chemie der Universitat Pavia und 
Forschungsabteilung der RRACCO INDUSTRIA CHIMICA, Mailand 

118. Etude de structures peptidiques 
B l’aide du phi5nyIisothio~yanate-[~~S] 
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Les mkthodes chimiqucs permettant de dkterminer la sCquence des acides aminks 
d’un polypeptide peuvent etre classCes en deux catirgories selon que le peptide est 
attaquk du cBtC de la fonction amino terminale ou du cBtC de la fonction carboxyle 
terminale. L’attaque de la fonction carboxyle nkcessite le blocage prealable de la 
fonction amino terminale et ne se fait pas avec un trks bon rcndementl). 

I1 nous a donc paru plus intkressant d’appliquer la mCthode d’Enxrm2), qui 
consiste ii attaquer la fonction amino par l’isothiocyanate de phCnyle. On obtient 
ainsi, en premier lieu, en milieu ICgkrement alcalin, un phknylthiocarbamyl-peptide 
(PTC), qui sous l’influence d’un acide (HCI p. ex.) se scinde en une phhylthiohydan- 
to’ine substituCe (PTH) et en un fragment polypeptidique raccourci, ayant perdu 
l’acide amink N-terminal. 

P H  HOOC-CHRn-NH-. . . .-CO-CHR2-NH CO-CHR1-NH2+ S = C = N-C,H, ___* 
8-10 
acide 

HOOC-CHRn-NH-. . . . -CO-CHR2-NH-CO-CHR1-NH-CS-NH-C,H, 
(PTC) 

HOOC-CHRn-NH- . . .-CO-CHR2-NH2+ O=C-CHK’ 
I I 

C 
C,H,-N, ,NH 

Cctte mCthode permet d’obtenir souvent de bons rendements, presqne quan- 
titatifs quelquefois. 

La PTH ainsi obtenue, qui contient I’acide amink N-terminal du peptide, peut 
etre identifike directement par chromatographie sur papier 3). Le polypeptide rac- 

1) G. W. KENNER, H .  G. KHORANA & R .  J .  STEDMAN, J .  chem. SOC. 7953, 673. 
2j  P. EDMAN, Acta chem. scand. 4, 283 (1950). 
$) J.  SJOQUIST, .Icta chem. scand. 7, 447 (1953). 
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courci, trait6 de la meme faqon, rdagit 2 nouveau par son acide amin6 N-terminal, 
et ainsi de suite jusqu’k dkgradation totale du peptide ; cette mkthodc qui n’attaquc 
que l’acide amin6 N-terminal, permet donc d’ktablir la sCquence des acides aminks 
dam un pcptide. A u  licii de ph&nylisothiocyanate, RUYLE4) a utilisk le p-iodophknyl- 
isothiocgianate ponr effcctuer ces rkactions, la vitesse de thiocarbamylation ktant 
augmentkc par la prksence de 1’1 en p (par rapport an groupement -N=C=S). 

Pour clue cette mhthode donne de bons rksultats, le rendcment de chaquc opkra- 
tion doit Ctre presque quantitatif, autrenieiit on aurait au bout de quelques stades un 
mblange de peptides qui, par traitement an rkactif d ’ E n l ~ r ~ ~ ,  donneraient simultank- 
ment plusieurs PTH diffkrentes, et la dktermination de la skquencc dcs acides arninbs 
dcvient de plus en plus compliquk, voire impossible. 

Dans la biocliimie moderne, le dkveloppement de micromktliodes cst indispensable. 
En ce qui concerne lcs mati6res protkiques, les m6thodes cliromatographiques ordi- 
naires permettent souvent de travailler avec des quantiths de l’ordre du pmole ”4) 

(qnelquefois 0,I pmole). L’introduction du marquagc par cles isotopes radioactifs 
pcrmet d’augmentcr consid4rablement la sensibilitk des ni&thodes. Voilk pourquoi 
noiis avons ktudik l’emploi du x5S (pkriode : 87,l joiirs) clans la mkthodc  E EL MI AN. 

K v v r . ~ ~ )  a dkjk montri: que l’on ponvait rkvbler la position cles PTI-I, en soumet- 
tant Ic chromatogramme sur papier & un flux de neutrons (produits par une pile), 
cc clui rcndait l’iode (tlu dkrivk de la p-iodopl~knylthiol~ydanto‘ine) radioactif ct per- 
mettait la localisation du PTH sur lc papier; niais il faut alors disposer d’une source 
dc neutrons, snjktion ( I L K  cous  avons voiilu kviter. 

Nous nous sommes inspirks de  la technique micro niise au point par I ~ u I * L E ~ )  pour 
la dkgradation cles peptides. L’emploi de l’isothiocyanate de ph6nyle marqut. an 
soufre 35 apporte une grande simplification & la rCvPlation des chromatogrammc~s 
pnisqu’il n’est plus nkcessaire de disposer d’une source de neutrons. 

Rien qiie nous n’ayons travail16 jusqu’k present que sur des di- ct tri-pcptidcs, 
lcs rdsultats obtenus nous srmblent suffisammcmt nets pour mkriter une premi6rc 
puhlication. En cffet, meme avcc un rkactif nc posskdant qu’inie activitC spkcifiqne 
de 15 mc/mM, il a @t6 possible d’abaisser consid6rablcment lcs quantitks de pcptide 
qui jusqu’i prCsent Ctaient ndcessaires 2 cette degradation. Toutefois, comme noiis 
le verrons plus loin, certaines complications OLI anomalics peuvent se prksentcr avec 
quelques acides aminks (gCnkralement les acides aminks poss6dant un autre groupc- 
ment fonctionnel: -OH, ou bien une deuxi6me fonction -NH, ou X O O H ) ,  par lc 
fait quc des produits secondaires de la rkaction, non rCvklablcs par la mbthode chi- 
niique, sont localisks par des mcsures de radioactivitk. Nous n’ktudierons pas ici ccs 
phknomhcs, nous noiis contcnterons de les mcntionner nniqtiemcnt. 

Partie experimentale 
7. MatJgriel uti2isd. - A) Pour la ddggradation des polypept ides .  Pour des raisons pratiques, 

nous avons tenu k utiliser un matCriel aussi simple que possible pour effectuer la d6gradation 
cles peptides. Des volumes de 5 p1 sont encore facilement mesurables avec exactitude au moyen 
dc micropipettes, aussi ne sommes-nous pas desccndus au-dessous de cette limitc. 

Nous avons choisi drs microtubes 0 = 2 mm environ, de 40 mm de longueur. Un 1Cger 
dtranglement situC B 10 mm au-dessous de I’onverture diminue lcs risques dr projcction au coin-s 
dcs kvaporations sous vide. 

&) R. UIJYLE, Thtsr  pr6scnt6c h I’Univcrsitd libre clc Brnxcllrs, 19.55 
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Pour effectuer les extractions au moyen de solvants organiques, nous avons utilisC un micro- 
agitateur rotatif constitu6 par un fil d’acier inoxydable termini: par une anse et  entrain6 par 
un moteur 6lectrique rapide. On obtient ainsi une agitation trks efficace. La skparation des phases 
cst obtenue par centrifugation des tubes au moyen d’une centrifugeuse b main, et  la phase sur- 
nageante est pr6levCe au moyen d’une micropipette. 

Les micropipettes servant au prClBvement des solutions et  au pompage des phases organiques 
sont en poly6Chylbne. Leur pointe est effilCe de maniiire qu’elle puisse ptin6trer jusqu’au fond 
des microtubes. Le polyCthylBne a l’avantage de ne pas se mouiller et  de ce fait, de ne pas retenir 
de liquide lors de la vidange de la pipette. 

B) Pour la lecture des chromatogrammes radioactifs. Le dispositif servant & localiser les taches 
radioactives sur les chromatogrammes comprend: 1” Un d6tecteur de radioactivitk (SC 55 
TRACERLAB h c . ,  Boston, U.S.A.) constitu6 par un tube de GEIGER (GC-2 TRACERLAB INC., 
Boston, U.S.4.)  5 fenCtre de mica (1,7 mg/cm2) utilisC sous tension de 1400 volts, protege par 
un chkteau de plomb de 5 cm d’kpaisseur. Un dispositif d’entrainement automatique fait passer 
une riigle metallique sous le tube de GEIGER, le chromatogramme Ctant fix6 sur cette riigle. 
2” Un appareil de comptage (Monitor SU 3C, TRACERLAB INC., Boston U.S.A.), reliB au  d6tec- 
teur par I’intermCdiaire d’un pr6amplificateur (P-11, TRACERLAB INC., Boston, U.S.A.). 3” Un 
enregistreur-intigrateur graphique (Graphic Recorder G 10, VARIAN ASSOCIATES, Palo Alto, 
Calif., U. S.A.) command6 par I’appareil de comptage. Cet enregistreur est reliC m6caniquement 
au d6tccteur par un ckble souple. ce qui ure la synchronisation des mouvements de la riigle 
ct du papier. 

11. Mode opdratoire. - 1” Synthkse d u  phdnylthiocarbamylpeptide. Ilans un microtube, on intro- 
duit 0,020, 0,010 ou 0,005 pM de peptide en solution dans 5 pl de solution tampon: vdronal 
sodique 0,05 M. On ajoute alors 0,200 pM d’isothiocyanate de ph&1yle-[~5S]6) (activite 7-15 
mc/mM) dissous dans 5 pl d’alcool absolu. On homog6nCise le contenu du tube par un mouvement 
de rotation rapide, on bouchc et  on porte 2 h & 1’6tuve & 40”. Apriis refroidissement, on dilue le 
contenu du  tube avec 20 p1 de solution tampon au Verona1 sodique 0 , 0 5 ~ .  On extrait 1’exci.s 
d’isothiocynanate de ph6nyle 5 reprises, chaque fois avec 20 p1 de benziine contenant 10% de 
pyridine. On Bvapore la phase aqueuse sous le vide d’une pompe & huile. 

2” Cyclisation du pkdlzylthiocarbamylpeptide. Le rCsidu d’Bvaporation est dissous dans 20 p1 
d’un mClange d’acide acCtique et  de HC1 conc. (4 vol. + 1 vol.). Aprks 2 h de repos L temp6ra- 
ture ordinaire, l’tilimination du reste X’-terminal substituB et sa cyclisation sont achev6es. On 
Bvapore les acides sous vide pouss4 en prCsence de KOH. 

3” Isolement de la phdnylthiohydantoi’ne de‘rivde de  l’aminoacide N-terminal ( P T H ) .  Le rCsidu 
est repris par 15 p1 de NaOH 0 , 0 5 ~  et 5 pl de solution de vBronal sodique 0 , 0 5 ~ .  La PTH est 
extraite par le benzene (3 fois 20 p1) et identifide par chromatographie sur papier. 

La solution aqueuse r6siduelle contenant le peptide raccourci d’une unitC, est CvaporBe sous 
vide, rcprise par 5 pl d’eau, additionntie de 5 p1 de solution de ph6nylisothiocyanate marqu6, et 
retraitie de la maniBre ci-dessus en vue de l’isolement du 2e acide amin6 N-terminal, etc. 

4” Chromatographic des P T H .  La mtithode utilisCe est celle prBconis6e par SJOQLIIST~) : chro- 
matographie descendante sur papier WHATMAN No. 1 imprCgn4 d’une solution d’amidon & 0,5% 
et sCch6. Le solvant est un melange de 7 vol. d’heptane et  de 3 vol. de pyridine. La rCvClation 
chimique est obtenue par aspersion d’iode + azide de sodium5). Les taches apparaisscnt en blanc 
sur fond brun-violet: en effet, les PTH, en raison de leur fonction thioctitone (tautomkrisable en 
fonction -SH), catalysent la rCaction suivante entre iode et  azide de sodium : I, + 2 NaN, = 2 NaI + 
3 N,, ce qui fait disparaitre l’iode en presence d’une quantitC suffisante de NaN,. On obtient donc 
une plage blanche aux endroits oh se trouvent les PTH. 

5” Lecture des chromatogrammes radioactifs. Les chromatogrammes sont coupCs en bandes 
de 2,5 cm de largeur; les bandes fixCes sur une riigle mktallique dCfilent automatiquement sous 
le compteur de GEIGER. Un systiime amplificateur et  un inttigrateur fournissent un  enregistre- 
ment graphique de la radioactivitk. On obtient ainsi des pics qui correspondent 2 des taches 
actives du chromatogramme; ces tachcs actives sont identifiCes par leurs Rf et par comparaison 
avec ceux dc PTH connues, ChromatographiCes simultanement sur le m&me papier. Cesproduits de 

5) F. FEIGL & E. CHARGAFF, 2. analyt. Chem. 74, 376 (1928) 
6, Fourni par THE RADIOCHEMICAL CENTRE, Amersham. 
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rCfCrence (non marquds) sont d6posCs en quantite suffisante pour &re rCv6lables chimiquement. 
On Climinc ainsi les erreurs dues aux  ligiires difftrences de Kf que l’on peut observer d’un chroma- 
togramme 2+ l’autre pour une mBme substance. T,e passage du chromatograxnme sous lc compteur 
e t  le diroulement d u  papier dans l’enregistreur se font k la mkme vitesse, ce qui facilite les com- 
paraisons entre les taches de rCfCrence par rCvClation chimique sur les chromatogrammes, e t  les 
pies de radioactivitk. 

111. Peptides Btudie‘s. Kous avons applique5 la mCthode decrite & quelques dipeptides rt 
un tripeptide. Les rCsultats obtenus sont consignis dans lc tableau. 

Dans les tnesures de la radioactivitk des taches actives sur les chromatogrammes, il faut tenir 
compte du fait que les chromatogrammes presentcnt souvent des trainees radioactivrs qui 
viennent s’ajouter au  bruit de fond (25-30 cpm). Pour chaquc graphique, il faut done Ctablir 
le niveau moyen de la radioactivite entre les pics (qui est de l’ordre de 40-50 cpm). Pour Ctrv 
significatifs, ces pies doivent presenter une radioactivitt a u  moins double dr celle du niveau 
moyen. 

Comme le montre le tableau, les PTH dc certains acides aminCs tcls quc  la glycine, la proline, 
etc., prisenteiit un  seul pic bien net et  sont done facileinent identifids. Par contre. la PTH dCrivant 
de la lysine fournit un pic tr&s Ctald, alors que celui de  la N-tosyl-lysine donne 2 pies nets (Rf 0,39 
e t  0,91) niais qui ne correspondent pas au Rf 0,24 de la P T H  de la N,-tosyl-lysine; il s’est form6 
vraiscmblablement dcs produits de dCcomposition, non rCvClables par la m6thode chimique, et  
quc  nous n’avons pas encore ident 

Par cette m6thode, nous avons pu obtenir des pies tou t  2 fait nets en travaillant avec dcs 
quantites de 0,005 pM de dipcptides et  0,Ol pM de tripcptidc, avcc un rtactif tnarqnb possddant 
une activitt: specifiquc de 15 mc/mM. 

Nous nous proposons d’un c8tC d’ttudier la possibilite d’augmcntcr rationnc~llenwnt la sensi- 
bilitd de cette mdthode par l’augmentation dr l’activite spkcifique d u  reactif, e t  dc l’autre, dc 
dCterminer la nature des taches parasites, ou  tout au moins comment Cviter lFur formation. 
Ensuite, nous Ctendrons cctte inCthode B la determination de la sequence clr peptit1t.s plus cnm- 
pliquCs. 

Les auteurs remercient sincerement la COMMISSION POUR LA SCIENCE ATOMIQUE du  FONDS 
NATIONAL SGISSE D E  LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE, dr l’aide financihrc accord& pour c r  travail. 

SUMMARY 

The use of [355S:-phenylisotl~iocyanate (EDMAN’S reagent, with radioactif traccr) For 
the determination of the sequence of amino acids in peptides is described. With 
an activity of 15 mc/mM in this reagent, quantities of 0.005 to 0.01 micromole of 
peptide (di- and tri-peptides) can be used. With certain amino acids, parasite pics 
of still unknown nature appear. 

Iaboratoires de chimie organique et pharmaceuriqur 
de I’UniversitC de Geni.w 


