
R6v6lation color6e des spots de ph6nylthiohydantoi’ne d’acides amin&* 

L’analyse de la s&luence dcs acides aminf% des chines peptidiques selon la 
mkthodc d’Edman implique l’identification des d&iv& phhylhydanto?ne (PTH) 
wicks amink. Nous proposons, ci-apr&s, une technique nouvelle cl’identification de 
ces clkrivds par rdvc%tion 5 la ninhyclrine des spots de PTH d’acicles aminds obtenus 
aprPs cl~roniatograpl~ie sur couclle mince. Cette m6thode est applicable sans pertur- 
bation du protocole classique d’Edrnan et peut permettre de rdduire il UII le nombre 
clc ~llron!,ato~rapllies ndcessaires 11 chaclue stade de la cldgradation. 

Pnvticz c.~$vmhxtalc .( 
Mn te’riel 
Composition du rdactif: IOO mg de ninhydrine (Merck ou B.D.H.), 5 ml de 

collidine (Merck), q,s.p. IOO ml 6thanol absolu. Couche mince de gel de silice: Eastman 
type I< 301 R. Solutions de plG.nyltl~iol~yclantoYne (PTH) (Mann Research) A 0.005 
LLmole/,A dans l’ac&ate d’&hyle pur. 

Technique clc coZoration 
On d&pose sur la couche mince, activde A IIOO penc@t 15 min I ,A de chaque 

PTH, soit 0.005 ,xmole. Apr&s stkhage h IIOO pendant 5 min, on pulvkise la solution 
de rbactif ninhydrine-collicline. Cette pulvhisation doit etre t&s fine mais asset 
abondante pour impr&ner compl&ement la plaque* *. La couclie mince est ensuite 
port&e 2 1’8tuve h IIOO pendant 15 min. On note alors des colorations qui apparaissent 
dans un ordre caractkistique (Tableau I). 

COLORATIONS Sl~l’kIFIQUES DES P-rI-I-ACIDES AMINdS 

PTN-acidas amimks %-ewfis d’apfiarition (Ittin) Coloratiorts 
.._..... _.. ____--. --...--. - -.-..---- 

Sdrinc! I 

tilycinc I.5 
Alanine I.5 
>J&thioninc sulfonc I 
Cystinc 3 
Acicle cystdiquc 3 
Asparaginc 4 
Glutamine 4 
MBthioninc 4.5 
Acicle glutaniiquc 4.5 
FIisticlinc 4.5 
Acicle aspartiquc 4.5 
Argininc 4.5 
Tryptophane 5 
Tyrosinc 5 
Thrdoninc 5 
Lysine (E-) 7 
Prolinc H 
731i~nylnlaninc 9 
Leucirie et isolcucine 15 
Valine 

Rouge violncti 
Orange intcnsc 
ICougc viola& 
Urun 
Rose intcnsc 
Rose p41c 
Jaunt clair 
.Brun vcrt 
Brun 
13run foncd (halo blcu) 
Jaune fniblc 
liosc 
Jaunt b-&s faiblc 
Jaune intense* 
Jaune paillc 
73run clair 
Rose trk faiblc 
13run t&s faii:lc 
Jaunt tr&s faible 
Gris tr&s faiblc 
Incolorc 

- _.__ .~. - . ..-_-- _-._ _-_--_ -_ .--___.- 
l Contribution No. 2G clu 1Xpartemcnt ct clu Groupc dc Rccherchcs. 

‘* Des essais de trcmpagc (clipping) ont dtd rdalisds sur banclclcttcs Eastman. 11s ont conduit 
au Illi-mc r&ultat. 
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Les spots atteigncnt leur maximum de coloration au bout de 15 min et la con- 
servent pendant 30 min. Par la suite, les teintes palissent surtout & la lumiere, et 
disparaissent au bout de quelques jours. La PTH-valine ne se colore absolument pas; 
les PTH de la phenylalanine (jaune), de la lysine (rose), de la leucine et de l’isoleucine 
(gris) sont presque imperceptibles a ce niveau de concentration. La coloration se 
developpe egalement par application d’un spot de PTH acide amine sur une plaque 
deja traitee au reactif et sechee: la coloration apparait apres un nouveau passage a 
l’&uve. 

E~~&%wxs comfiZthe?ztaircs 
Essais SW la com$osition dzc re’actif. Ces essais ont et6 realis& sur couche mince 

Eastman de la meme maniere clue precedemment. 
Ninhydrine a 0.4% dans l’acetone: les couleurs sont beaucoup plus pales et se 

rev&lent plus lentement. 
Ninhydrine a 0.4% dans l’ethanol 95% : les couleurs sont toujours plus pales 

mais leur duree d’apparition est plus rciduite. 
Ninhydrine a 0.4% dans l’ethanol 95% tamponnee & pH 5.5 par un tampon 

acetate I M: la variation de p1-I ne semble pas influencer le temps d’apparition ni les 
couleurs des PTH. Les resultats sont assez semblables a ceux obtenus avec une solu- 
tion de ninhydrine non tampon&e. 

La collidine seule ni le chauffage seul ne permettent aucune revelation. 
Essais SW la composition du sti$port. Gel de silice: Le gel est applique sur des 

plaques de verre & l’aide de l’etaleur “Carnag”. L’epaisseur de la couche est de 250 ,u. 
Gel de silice avec indicateur fluorescent et avec platre (Camag). 
Gel de silice avec indicateur fluorescent et sans platre (Prolabo). 
Gel de silice sans indicateur fluorescent, avec platre (Merck). Les colorations 

dans ces trois cas ne se developpent que tres lentement (I h B IIOO minimum), elles 
sont beaucoup mains intenses et plus fugaces, et evoluent rapidement, en une journde, 
vers une teinte uniforme jaune. Pourtant la nature et la composition du support ne 
semblent pas modifier l’apparition de coloration. 

Papier Whatman 3 MM. Ce papier (la& eventuellement a l’acide acetique) et 
s&he a l’etuve pendant une heure, donne des colorations en 15 min. Les colorations 
sont intenses mais certaines PTH ne se differencient clue tres mal. Par exemple Asp, 
Glu, Asn, Gln, Met, Leu, Ile, Phe, Lys, sont beaucoup plus ternes que sur couches 
minces. 

Sur ces deux types de support les resultats sont done moins bons qu’en utilisant 
les couches minces Eastman. 

Essais saw d’aattrcs sz&?a~zces pee lcs PTH. Les concentrations et le mode 
operatoire pour ces substances ont et6 les m6mes que ceux appliques aux PTH- 
acides amines. 

Thiouree: pas de coloration. 
Phenylthiouree et diphenylthiourde: pas de coloration. 
Thiocyanate de sodium: pas de coloration. 
Pli~nylisothiocyanate : leg&x-e coloration rose. 

Les experiences suivantes montrent que (i) la coloration n’est pas due a l’acide 
amine mais ri la PTH (ii) elle se produit avec les PTH d’acides amines issues de la 
degradation aussi bien qu’avec les PTH standard. 
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Sur la m&me ligne de cl&part nous ddposons I ~1 de PTH il 20 ,wnoles/ml et I pl 

de l’acide amin correspondant & une concentration de 20 ~moles/nil. La couche 
mince est clkveloppde ensuite dans le systhw V de JEPPSSON ET SJ~QUIST~. Aprhs 
r&w&lation & la ninhydrine-collidine nous pouvons constater clue l’acide amine libre 
n’a pas migr6 et qu’il s’est color& en violet alors clue la PTH correspondante migre et 
a pris sa couleur spkifique. 

D&gvndatio9s rl’Edntm mw dcacs jwj3tidcs 
La r&thode d’EnMAN ct nL2 est appliqude h clew clipeptides de synthhe, 

gl\-cylproline et glycylalanine (I: n-g). Aprk coupure 5 I’acide t rifluora&tique et 
haporation du r&actif, on n’extrait pas la thiaaolinone mais on provoque sa cyclisation 
par HCl en prbsence du rdsiclu restant. L’acide chlorh~~clrique est hapor sous azote 
et le rhidu est repris par 20 /Al d’ac&ate d’6thyle. I ,.~l est pr&lev6 pour la chromato- 
graphic sur plaque Eastman dans le solvant V de JEPPSSON ET SJ~QUIST~. 

Apr&s rdv&lation h la ninhydrine-collicline nous constatons pour le dipepticle 
glycylalanine : la l?TH glycine a migrh et s’est color6e en orange alors clue l’acicle 
amin alanine n’a pas migr6 et s’est color6 en violet ; pour le dipeptide glycylproline : 

la PTH glycine a migr& et elle est orange, alors clue la proline sur la ligne de ddpart est 
color&e en jaune (coloration spdcifique de l’acide amind proline par la ninhydrine). 

Aj)dicatiou d I’ideutificatiolb rles PTH-acidcs auaines 
L’utilisation de cette technique, conjointement r‘L la cliromatograpliie sur 

couclle mince, permet une identification des PTH-acicles amin& plus rapide et plus 
aisde clans une majorit des cas. En effet, (a) le; acides amin& qui clonnent lieu aus 
teintes les plus intenses et le_; plus contrast&s sont parmi ceus qui se trouvent le plus 
al~onclamm(r-nt clans les prothines; (12) le temps cl’apparition cl’une couleur contribue 
B I’iclentification du spot ; (c) lors de la chromatographie cles PTH-acicles amin& clans 
les wlvants IV ct V (Lit. I) on constate que l’ensemble se r6partit en plusieurs groupes 
de RI.* semblablc ; A l’inthrieur de chaque groups les PTH acides aminks de R~J voisins 
prhentent cles teintcs diffh-entes. Par exemple dans le solvant V on note h partir du 
point d’application la rdpartition suivante : 

Groupe I (RI.- N 0.05) PTH Asn, jaune clair; PTH Gln, brun vert ; PTH Ser, 
rouge viola& ; et PTH Met 02, brun. 

Groupe II (R p N 0.20) PTH Glu, brun foncc!; PTH Asp, rose ; PTH Lys, rose 
trPs faible; PTH Tyr, jaune; et PTH Thr, brun. 

Groupe III (XI,- N 0.25) PTI-I Try, jaune; et PTH Gly, orange intense. 
Groupe ‘IV (R,,- N 0.42) PT11 Ala, rouge viola&; PTH Met, brun; ct PTH Phe, 

jaune trhs faible. 
Groupe V (RI,- N 0.5s) PTH Leu , gris tr&s faible; et PTH Ile, gris trch faible. 

La proline et la valine pouvant &tre identifikes par leur RI,* caracthistique. 
On voit clue c1a11s chaclue groupe une teinte identifie une PTH (d’autant micus 

qu’un ni6lange stanclarcl est utilisb parall~lement). 
La diffkenciation entre leucine et isoleucine reste cepenclant impossible par 

cette m&liocle. On peut done adopter le protocole suivant: Aprc”s extraction de la 
PTH dans l’acbtate d’dthyle2, on d&pose sur une bandelette Eastman I< 301 I’c I ,~l 
ou plus cle cet estrah (correspondant h 5 IIM) et on colore imm&diatement. Si aucune 
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coloration n’apparait, on continue l’iclentification de la mani&re classique (trois 
chromatographies clans trois m&langes cliff&rents). Si une coloration se dhveloppe elle 
permettra de s&lectionner un solvant de partage. Aprh chromatographie en prdsence 
d’un mdlange standard de PTH, la placlue est &ch6e puis lue sous UV courts, photo- 
graphi&e, enfin rckdl6e h la ninhydrine. Cette dernihre ophation, si elle fournit une 
coloration xnoins bonne clue la premihre, perrnet cependant de confirmer l’esactitucle 
du r&u1 tat. 

L’utilitk cle ce protocole est confirmbe par l’exemple suivant : lors clu 3&111e cycle 
de la cl&radation de la chaine a de l’hhoglobine humaine, on a obtenu avant chro- 
matographie un spot rouge viola& tr&s caracthristique de la shine ou de l’alanine. La 
chromatographie, en accord avec l’expdrience qui montre clue la r&action d’EI)bIAN 
a un tr&s faible rendement pour la shine, x-&Ye 5 1’UV une tache e.xtr&mement faible 
et qui n’aurait pas permis seule l’iclentification clu PTH-acide aminh. L’ensemble 
cles deux rhultats permet un choix en faveur de la PTH-shine. 

11 semble done que cette m&hode de coloration, plus sensible et de mise en 
oeuvre plus aisle que celle au rbactif de Grate” puisse fournir une aide prckieuse lors 
de l’&ucle de la structure primaire d’une protbine, tant par l’apport d’un test com- 
plhentaire que par la diminution du nombre des chromatographies nkcessaires A 
l’identification du PTH-acicle amind. 

Des tentatives d’estension de la rn&hode et d’interprhtation du phchomhe 
sont en tours. 

Nous remercions Mr. ,J. I;. PIXFII::I~IX et Mr. LARS RYI>I?S pour les conseils qu’ils 
nous ont apportds au tours de ce travail. 


