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SUMMARY’ 
.! .:,,, . 

~Descri$hon of .an w&a-micro method for the seqzcential analysis of $e$tides 
c / ‘i,\ ‘) 

An ultra-micro method for the routine analysis of series of peptides is described 
which makes it possible to work with quantities of up to IO to 40 nmoles and to reduce 
the time of analysis. The phenylthiohydantoin derivatives of the amino acids (PTHAA) 
obtained:. are, identified using thin-layer chromatography. This method of identifi- 
.cation;petiits the numberof chromatographic solvents to be kept to a minimum and 
allotis the detection of small quantities of PTHAA of the order of 10-10 moles. 

(. 
i. 

IkTiXODUCTIOk 
..’ ,, 

Les progres realist% dans les mdthodes d’isolement et de purification des pro- 
teines permettent maintenant d’aborder 1’Btude de proteines, produits de gQnes 
mutes. Ces proteines sont souvent produites & une concentration tres faible (certaines 
hemoglobines anormales et la plupart des enzymes) d’ou la necessite de pouvoir 
trayailler durant. mtqute l’analyse en ultramjcrom&hode. I1 arrive ainsi souvent que 
l’on obtienne quelques dizaines de nmoles d’un peptide parfaitement pur dont la com- 
position’en &ides amines peut &tre’ determinbe mais dont la sequence reste un pro- 
b&me. La5.d&ermination des NH, teiminaux par la methode de dansylationl est une 
approche de ce probleme, mais elle n&essite un Bquipement en electrophor&se a haute 
tension, ou l’utilisation de plaque pour chrdmatographie en couche mince en poly- 
acrylamide de qualite extrQmement variable. Enfin, certains acides amines sont diffi- 
cilement decelables, par cette technique. ,La, methode semi-automatique d’EDMAN, 

‘a&c le, ’ ‘,protein ‘sejuanator’ y (bibl, 2) necessite des quantites trop importantes de 
peptide. Nous nous sommes done attaches a adapter en ultramicromethode la tech- 
nique .d’obter&on des PTHAA?* sur support d&rite par SCHROEDER et aL3s4, puis a 
identifier les PTHAA .’ par chromatographie sur. couche mince & l’aide d’une tech- 
nique originale. 

l Tochnicion de Laboiatoire de la Facultk de M6dccinc. 
“* Ph&ylthiohydantoFne d’amino-acide. 
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La methode que nous allons decrire permet de travailler sur IO a 40 nmoles 
de peptides et de ,raccourcir de trois fois le temps utilise couramment lorsque l’on 
emploie Ia technique d’BDMAN sur support solide. 

Nous rappelons que la preparation des PTHAA sur support consiste a adsorber 
le peptide a dtudier sur papier, & le soumettre, en milieu alcalin a +40”, & l’action du 
phenylthio-isocyanate (PTIC), a eliminer, par le benzene, l’exces de reactif et les 
contaminants formes au tours de la reaction (essentiellement diphenylthiouree, 
DPTU), a detacher le phenylthiocarbamate d’amino-acide (PTCAA) N-terminal for- 
me, et & le cycliser en PTHAA en atmosphere acide, puis fL bluer par l’acetone ce 
PTHAA N-terminal. 

Le peptide, ampute d’un amino-acide, demeure sur le papier et son nouvel 
acide amine N-terminal est soumis au m&me cycle que precedemment. 

L’identification des PTHAA a et& faite par chromatographie en couche mince 
sur film de silica gel avec liant amidon. Deux migrations successives dans le m&me 
sens, dans deux systemes differents sont effectuees. 

Au terme de cette &ape, 16 PTHAA peuvent Ctre identifies. Les differentiations 
Asp/Asn, Glu/Gln et Val/PhB doivent &re trait&es a part; Chacun de ces problemes 
ne necessite qu’une nouvelle chromatographie. 

MATERIEL ET REACTIFS 

Prtf$aratioqa des PTHA A 
Mat&Gel. Le materiel suivant etait utilise: Une boite & gants en surpression 

d’air filtrlS (20 mbars). Cette boite doit pouvoir contenir deux &. trois portoirs hexa- 
gonaux, l elle doit &re obscure. Un filtre & air B. R. 4 C (Herfilco). Dessicateurs en 
verre avec couvercle a robin& (diametre interieur, 250 mm). I?tuve & 40”. Un dessica- 
teur a vide chauffant “Precision Scientific” (Pleuger). Papier Whatman No. I qui ser- 
vira de support au peptide. 

Rh2ctif.s. Les reactifs suivants etaient employ&: Phenylthioisocyanate (PTIC) 
de Eastman ou Pierce. Dioxane (Merck), redistill6 en Bliminant les fractions de t&e 
et de queue; le dioxane est ensuite reparti dans des flacons de 40 ml et conserve dans 
le refrigerateur & +4” ; la conservation est d’environ 3 mois. La solution de PTIC 
dans le dioxane est preparee extemporanement. Pyridine p,a., Merck. Benzene p.a., 
Merck. Acide acetique p.a., Merck. Acide chlorhydrique p.a., Merck. Acetone p.a., 
redistillee sur permanganate et carbonate de potassium, pour Bliminer les corps re- 
ducteurs. Methylcellosolve (2-methoxyethanol), Biorad “peroxyd free”, conserve 
sous azote. 

IdentiJication par chromatograj?d&s en couche mi9zce 
Mat&ieZ. Le materiel suivant etait utilisd: Films 200 x 200 mm pour chroma- 

tographie en couche mince, MN Polygram, gel de silice avec liant amidon. Pipettes 
pour depbts: pipette a zero automatique, Goldbrand de I ~1, en polypropylene & 
Btranglement capillaire. Seringues Hamilton de I ,ul. Cuves de verre pour plaques 
200 x zoo mm, a couvercle rode. 

Sohunts cIzromatogra~hiques. Les solvants chromatograpbiques appliques sont 
les suivants: (I) chloroforme; (V) chloroforme-methanol (Qo:Io) ; (VII) heptane- 
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200, x. 200 mm; (b) Papicr Whatman No. 3 MM tapissant interieurement la cuve; 
(o),Plaques de verre 200 x 200 mm servant de supports aux films chromatographiclues; (cl) Solvant 
chromatdgiaphique introduit 24 h avant la migration; (e) Feuille de Teflon (eparsseur I/IO mm) 
entourant le couvercle pour assurer une dtancheit6 parfaits:: (f) Pinces & dessin pour maintenir 
solidement le couvercle sur la cuve. 

pyridine (70 :30). Les solvants sont utilises 24 h apres leur preparation; leur conser- 
vation est de 15 jours. 

La preparation des cuves est resumbe dans la Fig. I. 

Rt?uctifs, Les reactifs suivants Btaient employ&: Methylcellosolve (2-methoxy- 
ethanol), Biorad “peroxyd free”, conserve sous azote. Methanol p.a., Merck. Heptane 
Spectra, Merck. Pyridine p.a., Merck. Chloroforme p.a,, Merck. Acide acetique p.a., 
Merck. 

,: : ‘S&&%s t!taZm,zs de PTHA,A. Solutions stock de chaque PTHAA, a ,IO nmoles/,ul, 
dans du :m&hylcellosolve, a partir desquelles sont pr&parCes des solutions diludes 
‘r&if&mant’chacune~6 ‘A ‘7 PTHAA a la ‘concentration de I nmole/,ul dans du methyl- 
cellosdlve. Ces solutions ne se cons&vent ‘pas plus d’une semaine. 

La composition des solutions diluees a et6 choisie d’apres le RF des consti- 
tuants : 

: Solution A : Arg-Glu-Ser-Tyr-Lys-Val 
Solution B : Asp-Gln-Thr-Try-Phe-Ile 
Solution C’: Asn-Wis-Gly-Ala-Met-Leu-Pro 

Les solutions Btalons sont conservees B +4”, dans des flacons de 2 ml, a l’abri de la 
lnmi&re,” ’ 

R&&if &wr ‘rt%%tion. Le ‘reactif pour revelation est compose de: solution 
aqueuse a 10% d’azide de sodium p.a., 15 ml: iode N/IO, IO ml; eau distill&e, 25 ml. 
Conserver B +4”, renouveler tous les 2 jours. 

PROTOCOLE 

Obtention. des PTHA A 
Les essais ont et& effectties sur des peptides trypsiques d’hemoglobine en so- 

lution aqueuse; a une concentration de 80 .nmoles/roo ~1. 
1 La preparatibn des ,PTHAA est schematisee dans la Pig. 2. 

Idelztiflcatiort des PTHA A 
L’identification est effectuee comme cela est indiquC sur la Fig. 3. 
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Premith 
jouvnb 

DBpBt de l’echantillon (30 nmolcs) sur lc papier 

4 
Sdchage 30 min dans la boltc B gants (20 mbsrs) 

+ dioxane 

Incubation B + 40~ en +licu alcalin, pendant 311 

Trois lsvages au bcnz&%c, de L h, B l’obscuritc5 

4 
Sechage 15 min dans la botte B gants (20 mbars) ZL l’obscurite 

4 
Hydrolyse et cyclisation en milieu acide, toute la nuit 

Deuxibmc 
4 

SBchage I h dans la boite &. gants (20 mbars) 
journL:e Deux extractions par l’acetone, de 30 min h l’obscuritd 

4 I 
Sur lc papier reste Extrait acetonique renfermant 

le peptide - 1 amino-acide le Ier PTHAA 

3- 
Nouveau cycle 

Fig. 2. Preparation des PTHAA. 

RIkULTATS ET DISCUSSION 

Nous discuterons tout d’abord la technique chromatographique qui nous a 
permis d’identifier 0.5 - x0-9 moles de PTHAA, puis nous etudierons les r&sultats 
d’analyse de peptides. 

Technipe chromatographique 
Choix des plaqzces chromatograPhipes. Nous avons essay& successivement : des 

plaques de Gel de Silice I; s6,, (Merck), p&es a l’emploi et des films Eastman type 
D 301 R avec indicateur fluorescent 6. Nous avons rapidement abandonne ces types 
de plaques car (I) elles ne permettent pas de ddtecter des quantites inferieures a 
5 l IO-O moles de PTHAA et (2) elles ne permettent pas d’apr&s JEPPSSON ET S J~QUIST~ 

PTHAA en solution acetonique 

4 
li=vaporation 

Reprise par du + mdthylce losolvc (la solution finale 
renferme environ I nrnole/@ de chaque PTHAA) 

4 
DdpBt sur film chromatographique active prealablement 30 min A So0 

4 
Chromatographie clans le solvant V (15 min) 

SrSchage sous hotte $zntilee quelques min 

Chromatographie, dans le mc?m$sens, dans le solvant I (45 min) 

4 
Sechage sous hotte ventilec quelques min 

RcSv&lation par pulverisation j u 
4 

reactif iocle/azide de sodium 

Les PTHAA apparaisscnt en blanc sur fond bleu virant 
rapidcment au brun’. 

Fig. 3. Protocole chronmtographiquc systematique. 
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de s&parer Pyo/Phe/Met et Glu/Tyr/Thr, qu’il faut diffbrencier d’une autre mani&re 
(chromatographie sur papier par exemple) . 

Nous avons essay+ ensuite des plaques de gel de silice selon BRENNER et al,“, 
mais pouf Bviter les inconv&nients d’une double pulv&isation (amidon puis iode) 
nous avons essay6 d’incorporer l’amidon au silica gel. L& premieres plaques, silica 
gel + amidon, que nous avons p&par&es nous-mQmes, nous avaient don& de mau- 
vais r&sultats (t&s grand& variations de RF sur une m&me’ plaque). 

Pr&aration des sol&ions Walons. Nous avons choisi le m&hylcellosolve comme 
solvant, aprQs en avoir essay6 plusieurs d’autres : L’acide ac&ique & go% pr&oni& par 
JEPPSSON ET SJ~QUIST~ dissdut ma1 certains PTHAA (Tyr et Asp). L’ac&one utilisde 
par BRENNERO, non ,seulement dissout mal certains PTHAA (Lys) en particulier, 
mais encore s’Bvapore rapidemexit & la teniperature du ‘laboratoire au moment des 
d&p&s d’oit. erreurs sur les qciantitbs de PTHAA dBpoS6es. L’bthanol, moins volatil 
que l’acide acdtique, dissout,mal Gly, Asn, Pro, Gln ; de plus, les solutions 6thanoliques 
de ‘PTHAA s’althrent rapidement (en 8 jours pour Glu et Asp par exemple). 

L’emploi du m&hylcellosolve Bvite ces trois inconvdnients: tous les PTHAA 
s’y dissolvent parfaitement ; son point d’dbullition Blew+ (+ 124”) exclut une concen- 
tration des solutions Btalons par dvaporation ; la conservation des solutions stock est 
bonne (3 mois) h +4” et & 1’obscuritC. 

R&kZation. Nous avons 1dgQrement modifid la composition du reactif don& 
par BREN&R et al .e. I;‘a re&latibn’tie fait immddititement apr6s l&s&zhage de la Ijlaque. 
I%&Yet, n&s avo& &ectu& des ‘essais qui nous, bnt montrd sa_ns ambigu’it& que 
l’intetisitd des taches diminue au bout d’une heure et qu’elles deviennent pratiqu& 
ment intisibles au bout de la SQme heure, par suite de la destruction des PTHAA 
a la lumi&re. 

.,’ ‘S&i&s, ‘bhvomatogra$hiqzcek. Dans la’ Fig., 4 nous schdmatisons les r&ultats 
obtehus ai;ed,diff&ents solvants en les comparant & ceux de BRENNER et aZ.0. Apr&s 
ai;% bttidid. le. comportem,ent chromatographique des PTHAA dans chacun de ces 
$yst&ties,’ nous sommes 

1 
arriv& & &parer les PTHAA en deux grands groupes: 

A I 

contat$nant Pror 
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DPTlJ Phc’ 

DPTU:.; c,t 
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%! 
l Phs, Alas 
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Try, 
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II 

I 
PPD. Val . 

LOU, L4”. 
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Phe: 
Ala, 

Trys 
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Try s 
GUY’ ~~)r 
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I 
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His, 
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Fig. 4. Comparaison cles migrations de PTHAA bans les cliffthnts solvants utilisds: (1) CHCl,; 
(II) CHCI,-CH,OH (99:x) ; (III) CI-ICI,-CEI,OFI (g8:2); (IV) CHCI,-CH,OH (95:~); (V) CHCI,- 
CHBOH, (go : IO) : (VI) CHCI,-CH,OH (80 : 20). (A) CHCI, ct (B) CHCl,-CH,OH (go : IO), selon 
BRENNY~R cl atee. ‘I 
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Leu I(:: migrant d ans le CHCl, pur: Tyr, Thr, Lys, Try, Gly, Ala, Met, Val, Phe, Ile, 
’ 

’ (2) ‘migrant dans les melanges CHCI, + CH,OH: Le nombre de ces PTHAA 
augmente au fur et a mesure que la concentration du systeme en methanol augmente, 
ainsi que le montre la Fig. 4. 

Les rdsultats obtenus par notre methode personnelle sont schematises dans la 
Fig. 5. Par cette technique sont identifies sur une seule chromatographie les PTH des 
acides amines suivants : Pro, Leu, Ile, Met, Ala, Lys, Gly, Try, Ser, Tyr, Thr, Glu, Gln, 
His, Asn, Asp. Outre sa rapidite et sa simplicitd, ce pro&de de double migration dans 
les solvants V et I Blimine les interferences dues & la presence de deux contaminants: 
un contaminant inconnu qui migre au-de& de Pro, et le diphenylthiouree (DPTU) 
qui migre entre Leu et Pro, sans g8ner l’identification des PTHAA (voir Fig. 5) comme 
cela se produisait en utilisant le seul solvant V. 11 peut arriver que le DPTU soit en 
quantite tr&s importante, masquant Leu et Pro; dans ce cas, il faut faire une autre 
chromatographie dans le solvant I. 

Suivant les chromatographies, il peut Qtre difficile de distinguer entre Asp et 
Asn ainsi qu’entre Glu et Gln; dans ce cas, la technique suivante est utilisee: apres 
avoir depose les solutions renfermant les PTHAA sur les films chromatographiques, 
0.5 ~1 d’acide acetique pur est rajoutd sur les taches supposees contenir Glu ou Gln, 
puis ‘on pro&de a la migration dans le seul solvant V et 21. la rCvClation de la facon 

contaminan 
x 

.* f 
Pray 

DPTU,-,, 

110. 
Le;; 

II 
l PheS 

Met. 

Ala. 

fs Try0 

GUY. 

rp 
l 

Thr. 

9r 
a 

'U 
l Gin. His, 

Asp. 
Asna 

ASP 
0 

.AS” 0 

*Asp 

Glue 

l Gtn 0 

'Glu 

CH3COOH CHjCOOH 

61 
l 

Ile, Leu, 

Pro, 

Pher Met, 

Ala* 

His, 
Asn 

Fig. 5. Rdsultats obtenus par double migration, dans Ic m&nc scns dans le solvant V (CHCl,- 
CH,OH, go: IO) 8 cm, puis dans lo solvant I (CHCl,) 15 cm. Nous pouvons identifier IG PTHAA. 
Les deux contaminants ne gQnent pas l’identification. 

Fig. 6. Diff&enciation Asp/Asn ct Glu/Gln. Migration dans Ic solvant V (CHCl,-CH,OH, go: IO) 
IO cm. L’addition d’acidc acetique sur les dep&s augmente les Rp dc Asp et Glu, laissant inchanges 
les RF de Asn et de Gln. 

Fig. 7. Diff&cnciation Phe/Val. Double migration, dans Ic m&me sens, dans lc solvant VII (hcp- 
tane-pyridine, 70:30) 2 x rfj cm. 
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TABLEAU II 

RELZVJ%DES PEPTIDESANALYSIk3 

Les acides amin& en majuscules ont BtB identifies sans ambiquitb. Les acides amin6s en majus- 
cules suivis dc 1 ont BtB retrouv&, mais l’identification n’est pas formelle. Les acides amines en 
minuscules et soulign6s n’ont pas Btd retrow&. 

Peptides Quanti- Nume’ros d’ordrc de l’acide amind cl partir de l’acide amint N-tevmina.Z 
tk ana- .--- 
zyse’e 
jnmoles) I /I III I T’ V VI vrr VIII IX 

--.- -.- --- 

E!Ynal 44 
VAL ASP(N) VAL ASP GLU VAL GLY GLY ? &I 

II VAL asp(n) VAL asp GLU ? VAL filY @Y 
-- 

ChallncP 25 
- - 

VAL his LEU TNR pro GLU GLIJ ? lys ser 

!,T,“,Za? ” 
GLU 

- -- 
VAL LEU GLY ALA phe scr -- - 

GLU PHE THR ? PRO 7 pro VAL GI;N ALA ALA I _- 

Kozll 2o GLN PHE THR ? PRO ? pro VAL GLN ALA ALA ? 
. 

aTg I IO LUS VAT* ALA asp ,zl:l. 

aTgz 
- - 

IO ALA VAL ALA his VAL ASP ? 

taminant, le DPTU. Si l’on augmente le volume de d&p& pour permettre sa detection, 
on augmente proportionnellement le contaminant. Si ce dernier est en quantitt5 im- 
portante, il peut masquer le PTH Pro. 

Le Tableau I pr&ente une cornparaison des rkultats obtenus par diffdrentes 
m&hodes chromatographiques; ces diffkences portent sur le support, les solvants et 
les proc&d& de rtWlation. 

A@licatio?z ~2 I’&ude des stfqwcmes pe$tidiques 
La m&hode d&rite de prkparation et d’identification de PTHAA nous a per- 

mis d’identifier d’une manike directe l’acide amin mute de deux h6moglobines 
anormales”Jo. 

Dans le Tableau II sent relev& les r6sultats de l’analyse de quelques peptides 
trypsiques provenant de l’h&moglobine et d’un ddbut d’analyse de la chaine /?. Ce 
tablequ montre que, l’histidine mise B part, tous les autres acides amines peuvent 
Mre &lentif%s. 

*‘Par suite de l’instabilitd des PTHAA, d&j& signalhe pr&&demment, il est difficile 
de pratiquer ces analyses sur moins de IO nmoles de pepticle. Certains PTHAA sont 
plus instables que d’autres, en particulier ceux des amino-acides dicarboxyliques; 
le PTH de Pro, moins sensible vis-&vis de la r&6lation, peut p&enter quelques 
difficult&. 

Nous n’avons pas pu @parer le PTH de 1’His sur l’acide aminc! isolts ou inclus 
dans une chaine peptidique. Pour SCHROEDER et aZ.3 cette prdparation est possible, 
mais il est nkessaire d’extmire le PTH de His par l’eau; dans un travail ult&ieur* il 
indique qu’il n’arrive pas a expliquer les rksultats tr&s irrdguliers qu’il a obtenus dans 
la gr6paration de ce PTHAA. 

Nous avons v&ific! que, par l’ackone, go”/0 des 50 nmoles de PTH de His d&pos6 
sur un support papier sont extraits; bien que l’histidine n’ait pas pu Btre identifibe 
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dans une chaine peptidique, cet amino-acide est cependant 61imin6; l’acide amine 
suivant est retrouve normalement a 1’Btape ultkieure. La cyclisation du PTC de His 
en PTH de ‘His ne se rdalise peut-8tre pas dans les conditions opCratoires utilisbes. 

En &sum9, n&s pouvons identjfier un octa-peptide sur une pris& d’essai de 
30 & 40 nmoles par Bchantillon (soit 50 &. IOO nmoles chaque d&termination &ant 
effectube en double). Sur 10 nmoles, nous analysons un quadrapeptide. Sur I nmole, 
suivant la, composition de la sequence, nous avons pu identifier les deux premiers 
acides amin&. 
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RlkUMIS: 

‘Nous dkrivons une ultra-microm&hode d’analyse rkurrentielle des s&quences 
peptidiques permettant de travailler sur IO & 40 nmoles et de rkduire la durde de cette 
analyse. L’identification des ph&ylthiohydanto’ines d’amino-acide (PTHAA) 
obtenus se fait par chromatographie en couche mince. La mdthode d’identification 
que nous avons mise au point permet de rdduire au minimum le nombre des solvants 
chromatographiques et de d&ecter de faibles quantitk de PTHAA de l’ordre de 
IO-lo nmoles. 
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