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272. Etude de structures peptidiques A l’aide 
de phknylisothiocyanate V1) 

Sur la formation des ph6nylthiohydanto‘ine~-[3~S] et sur 
leur chromatographie2) 

par Emile Cherbuliez, Br. Baehler, J. Marszalek, A. R. Sussmann 
e t  J .  Rabinowitz 

(23 V I I  63) 

La &termination de la skquence d’un oligopeptide (jusqu’d 5 restes d’amino- 
acides) par dkgradation par l’isothiocyanate de phknyle selon EDMAN 3, peut encore 
&tre rCaliske avec une quantitk initiale du peptide de l’ordre de 0,l pmole (100 nmoles) 
lorsqu’on chromatographie sur papier les phknylthiohydantolnes formCes successive- 
ment avec l’acide amink N-terminal chaque fois. Lorsqu’on remplace la chromato- 
graphic sur papier par une chromatographie sur couche mince de silice, on augmente 
considiirablement la sensibilitk de la mkthode: nous avons pu Ctablir les skquences de 
di- et de tri-peptides sur des quantitCs de l’ordre de 10 nmoles4). 

D’autre part, nous avons pu montrer que la sensibilitC du prockdC d’EDMAN peut 
&re accrue p”r l’emploi d’un rCactif radioactif (marquk au 35S):  avec de l’isothio- 
cyanate de phdnyle d’une activitC spCcifique de 35--50 mC/mmole, on peut travailler 
encore avec 1 A 2 nmoles de peptide en utilisant la technique dkja dkcrite5) 6, (identi- 
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Fig. 1. Digvadatioa seZun EUMAN d u  pentapeptide H,Leu-Leu-Leu-Phk-ProOH (prisrs: a 10 nmole, 
6 5 nmole; chromatographic s u r  papier) 

W e  Communication: Helv. 46, 1445 (1963). 
2, T)Cdi& au Prof. I<. BERNHARD pour son 6Oe anniversairo. 
3, G. EDMAN, Acta chem. scand. 4, 283 (1950). 
4) B. CHERBULIEZ, BR. BAEHLEK & J. RABINOWITZ, Helv. 43, 1871 (1960). 
5 )  E. CHERBULIEZ, BR. RAEHLER, M. C. IXHEAU, A.  R. SUSSMANN & J.  RABINOWITZ, Helv. 43, 

896 (1960). 
6) I<. ( ‘ H E R I I I J L I E Z ,  A .  R. SUSSM.%NN & 1. RABINOWITZ, Holv. 44, 319 (1961). 
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fication des phknylthiohydantoines marqukes, par comparaison de leur Rf sur papier 
avec ceux de substances de rkfkrence non marquges chromatographikes simultanCment 
en des quantitks permettant leur rkvklation chimique). Les peptides ktudiks figurent 
dans le tableau I ;  pour le pentapeptide analysk nous reproduisons le graphique de la 
radioactivith du chromatogramme (fig. I ) .  

Au cours de ces dkterminations, nous avons constat6 toutefois que la conservation 
du rkactif dans le dimkthylformamide (solvant bien meilleur que l'kthanol ou la pyri- 
dine) laisse B dbirer (apparition de pics parasites). La limite de sensibilitb du pro- 
cCdC semble se situer autour de 1 nmole. 

Pour augmenter encore la sensibilitk de la mkthode nous avons associ6 A l'emploi 
d'un r6actif marquC, la chromatographie sur couche mince de silice. 

Dans ce but, nous avons d'abord ktudik les systkmes de solvants pour cette chro- 
matographie, et nous nous sommes arrCt6s aux 3 systkmes CnumCrCsdans leTableau 11, 
qui se compl&tent assez bien pour permettre la skparation des phCnylthiohydantoi'nes 
des 17 acides aminks 6tudii.s. Le syst2me A nkcessite l'emploi de chromatoplaques 
B d ice  rkactivkes par 2 h de skchage B 130-140" juste avant l'emploi (cette rCactiva- 
tion n'est pas nkcessaire lorsqu'on utilise les syst&mes de solvants B et C). 

Tableau 11. Chromatographie de phe'n?~lthiohydanto~nes ( P T H )  de divers acides aminds 
SUY couche mince de d i c e  

Solvants: A = chloroforme + isopropanol + eau (28: 1: 1) 
B = acCtate d'dthyle + pyridine + eau (7: 2 :  1) 
C = chloroforme + acdtate d'dthyle + eau ( 6 :  3 :  1) 

Solvants Solvants 
_ _ _ ~ ~ ~ _ _ _  

PTH A B C PTH A B C 

Ac. aspartique 

Ac. glutamique 

Histitlinc 

Glutamine 

Asparagine 

SCrine 

ThrConine 

Tyrosine 

Lysine 

0,00 0,17 0,00 

0,01 0,25 0,00 

0,01 0,58 0,00 

0,02 0,65 0,02 

0,03 0,67 0,02 

0,06 0,79 0,07 

0,11 0,83 0,14 

0,19 0,35 

0,28 0,25 

Glycine 

Alaninr 

Mdthionine 

PhCnyktlanine 

Valine 

Isoleucine 

Leucinc 

Proline 

0,30 

0,41 

0,52 

0,56 

0,59 

0,64 

0,69 

0,75 

0,30 

0,45 

0,51 

0.53 

0,GI 

0,66 

0,70 

0,61 

~ 

La prkparation des PTH des acides aminCs citds a 6th  dCj& dkcritel). Les chro- 
matoplaques de Silicagel G MERCK ont dtC prdpardes selon STAHL~) ct rCactivCes 
avant leur utilisation comme snit 2 h A 40" (a l'etuve) pour les solvants B et C; 2h 
2 130-140" pour le soIvant A. La rive'lation des taches se fait par aspersion avec 
le mdange: 1 VOl. Sol. aqueuse I, 0 , 0 2 M +  K I  0 , 5 M ,  1 vol. sol. aqueuse NaN, 0 , 5 M ,  
2 vol. sol. d'empois d'amidon 8. 0,5%. 

Pour la dkgradation nous avons remplack le solvant dimCthylformamide du rkactif 
marquk, par du pentane pur, ce qui entraine une diminution du nombre et des inten- 
sit& des pics parasites. 
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\'oici le mode opdratoire adopt6 : 
1" PhCnylthiocarbamoyi-peptide: dam un microtube on introduit 1 & 2 p1 d'unc solution d c  

phCnylisothiocyanate- [35S] dans du pentane (5 nmoles/p1; activit6 spCcifique : 80 k 30 mC/mmole) . 
On Cvapore le pentane k temperature ordinaire et  ajoute imnkliatement 2 pl  de dim6thylform- 
aniide. On introduit alors '2 pl d'une solution tampon (vironal sodique,0.05 M) contenant en solution 
le peptide & Ctndier (2 B 1 nmole de peptide au  total). Xprks IiomogCndisation clu contenu du tube 
par agitation avec un vibreur, on bouche convenablement Ie tube et  l'abandonne dans une 6tuve B. 
40" pendant 2 h. Apr&s refroidisseinent, on ajoute 2 ,uI de solution de v6ronal sodique 0 , 0 5 ~  et  
extrait 1'exci.s de rCactif par 3 fois 5 p1 d'un melange de 9 vol. de benzene avec 1 vol. de pyridine. 
On Cvapore ensuite la phase aqueuse & sec sous vide (1 B 2 Torr, & tempirature ordinaire). 

2" Cyclisation du ph6nylthiocarbamoyl-peptide: clans le microtuhe, on dissout Ie rdsidu 
d'ivaporation par addition de 5 p1 d'un m6lange de 4 vol. d'acide acCtique glacial et  de 1 vol. de 
HC1 conc. On houche le tube et l'abandoune 2 h dans une Ctuve B 40". On dvapore B sec sous vide 
(1 k 2 Torr) 5 tempdrature ordindire, reprend le rdsidu par '2 fois 2 pl  d'eau ct 6vapore chaque fois 
& sec sous vide. 

3" Isolement de la ph&nylthi~hydantoinc-[~~S] (PTH) formde: on dissout le rCsidu dans 4p1 
d'un melange de vdronal sodique 0,05 M et  de NaOH 0,05 N (1 + 1 vol.) et  extrait le PTH de I'acide 
amin6 N-terminal par 4 fois 5p1 de benzkne. Le PTH de l'acide aspartique est tres peu soluble dans 
Ie benzkne; dans ce cas, on extrait par 4 fois 5 ,d d'un m6lange de henzhne et  de m6thyl-dthyl- 
cdtone (2+ 3 ~ o l . ) .  

Fig 2 DPgradataon selon EDMAN du dapeptade H.gly-Phd.OH (prise: 1 nmole, chromatographic 
sur couche mince de sihce) 



Volumen XLVI, Fasciciiliis VI (1963) -~ No. 272 24.71 

4" Chromatographie des PTH: on ajoutc aux extraits benzdniques reunis, Ies solutions des 
PTH de reference (dans la m6thyl-Cthyl-cetone) & raison de 0,5 p1 de chaque solution ( 0 , 0 1 ~  en 
PTH). Le tout est depose sur les chromatoplaquesdesilicagel G de MERCK, prCparCes selon S T A H L ~ ) ,  
de 5 x 20 cm et developpe dans le systkme de solvants approprie (A, B ou C) ; distance de migration: 
15 cm. On skche & l'air. Ensuite on determine la position des taches radioactives en faisant passer 
les plaques dans le systkme detecteur et enregistreur d6j& dCcrits)). Les PTH de reference sont 
ensuite rev6lCs chimiquement par le melange amidon+iode+ azide de Na decrit (v. Tableau 11). 
Dans tous nos essais, les Rf radioactifs ont toujours 6tC identiques aux Rf chimiques. 

L I I I I 

fro& 4 -tosy/-[ysine ' fDbpa/f 

Fig. 3. Ukgradatzon selon EDMAN dw tripeptzde H .  Pro- Tyr-(N&-tosyl)-Lys. OH (prise: 0.1 nmole; 
chromatographie sur couche mince de silice) 

') E. STAHL, Chemiker-Ztg. 82. 324 (1958) ; Pharmaz. Rundschau 2 (1959). 
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5’ La solution tampon contenant le peptide raccourci est Bvaporee k sec. On introduit dans le 
microtube la quantit6 voulue de phCnylis~thiocyanate-[~~S] en solution pentanique, chasse le 
pentane, ajoute 2 pl de dim6thylformamide, 2 pl d’eau et continue la d6graclation comme dkcrit 
plus haut. 

Peptides e‘tudiks. Nous avons appliquk jusqu’i prdsent ce proddk de dbgradation 
avec succ& i divers di- et tri-peptides (v. Tableau 111). Avec du phhylisothiocyanate- 
[%I ayant une activitC spCcifique de 30 i SO mC/mmole, nous avons pu analyser 
jusqu’k 0,l  nmole de peptide. Cette mCthode est donc plus sensible que celle par chro- 
matographie sur papier; en outre, les pics obtenus sont plus nets. 

A titre d’exemple, nous donnons ici les courbes d’enregistrement des chromato- 
plaques rksultant de la dkgradation d’un dipeptide (glycyl-phhylalanine), fig. 2, et 
d’un tripeptide (prolyl-tyrosyl-N“-tosylalysine), fig. 3. 

Les peptides contenant un reste de k i n e  ou d’acide aspartique en position N- 
terminale ou au milieu de la chafne peptidique, et quelquefois aussi ceux qui con- 
tiennent un reste leucyle, offrent des difficult& spkciales, au point que tout le proces- 
sus de dkgradation peut &re arr&t6 par leur prksence. L’Ctude de ce probl6me est en 
cours. 

Le reactif radioactif a Btk prepare par le RADIOCHISMICAI. CENTRE d’Amersham, que nous 
remercions de son obligeance. - Les auteurs remercient sincerement la COMMISSION POUR L A  

SCIENCE ATOMIQUE du FONDS NATIONAL SUISSE DE L A  RECHERCHE SCIENTIFIQUE, de l’aide 
financibre accordke pour ce travail, ainsi que M. le Professcur K. SCHWYZER (CIBR, Rkle) k qui 
nous sommes redevables de divers peptides synthktiques 

SUMMARY 

Using a solution of [35S]-phenylisothiocyanate in pentane with a specific activity 
of 30 to SO mC/mmole, the authors have determined the sequence of di-, tri-peptides 
and a pentapeptide on the following quantities: 1 to 2 nmole of peptide when the 
[35S]-phenylthiohydantoines obtained in each step of EDMAN’S degradation are iden- 
tified by classical paper chromatography; 0,l to 0,2 nmole of peptide when these 
[35S]-phenylthiohydantoines are identified by silica thin layer chromatography. 

In both methods, the Rf of the radioactive spots were identical with those of the 
reference substances which were simultaneously chromatographed and revealed 
chemically. 

Laboratoires de chiniie organique et pharmaceutique 
de 1’Universitk de Gen&ve 




