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La technique de ,%.kNt;ER 1, aboutissant tt la formation des l)NP-pcptides et DNP- 
prot('ines, telle qu'elle est utilis6e actuellement, ne permet d'identifier quc l'acide amind 
N-terminal d'un peptide ou d'une protdine. Nous apportons dans le pr(,sent travail les 
premiers rdsultats d'un procdd6 de ddgradation progressive d'une chalnc peptidique ~t 
partir de son extrdmitd aminde, substitudc par un groupement DN P. Ce proc6d6 dont le 
principe est fond6 sur une rdaction propos(~e par HOLLEV ET HOLLEY 2, peut 6tre sch('ma- 
tisd de la faq'on suivante: 
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7-a mino-- ' - laydroxydi laydroquinoxal inc  

I.e t tuorodini t robenzhne (FDNB) agit ,  comme rdactif  de condensat ion ,  clans des condi t ions  plus 
douces que Ie 4-car l )omdthoxy-2-ni t ro t luorobenzbne  uti l is6 pa r  ces derniers  au teurs  e, et  les ddrivds 
qu ' i l  donne avec les acides aminds  et  les pep t ides  sont  bien connus.  Par  contre  les ddriv6s D N P  
d(mnent  tles p rodu i t s  de rdduct ion  extr~mmment  sensibles  "a l ' oxyda t km,  cc qui ava i t  emp0ch6 
}-IOLLEY ET ttOLLI,:Y d 'u t i l i se r  ce t te  rdaction.  Nous a w m s  dvitd ce t te  di l t icultd en e f lec tuan t  tou tes  
les op6ra t ions  en a tn losph6re  d 'hydrogbne  ou d 'azote .  

L e  p r e m i e r  s t a d e  d e  l ' o p d r a t i o n  c o n s i s t e  ~t r 6 d u i r e ,  p a r  h y d r o g 6 n a t i o n  c a t a l y t i q u e  

e n  t ) r d s e n c e  d e  p l a t i n e *  *, en  N H  2 l e s  g r o u p c s  N O  2 d ' u n  D N P - p e p t i d e .  D a n s  u n  d e u x i 6 m e  

* f{oursier de la "S t i f t ung  fiir S t ipcndien  auf dem Gebiete  der Chemic"  (Suisse). Adresse ac tue l le :  
Massachuse t t s  General  Hospi ta l ,  Boston t 4, Mass. (U.S . \ . ) .  

** Nous u t i l i sons  ac tue l l emen t  de prd%rence le ca t a lyseu r  indus t r ie l  Baker  (5 % de p la t ine  sur 
a lumine ;  13aker, i i 3  Astor  St., Newark,  New Jersey (lr.S..\.)). I1 sutlit,  clans nos condi t ions  opdra- 
toires, de 5 mg envi ron  de ce ca t a ly seu r  pa r  opdrat ion,  alors qu ' i l  faut  to mg de noir de plat ine,  
ob tenu  pa r  rdduct ion  de son oxyde.  En outre,  nous avons  ol)servd, en par t i cu l ie r  clans le cas du 
glycyl-glycocolle ,  ia format ion  i m p o r t a n t e  de dicdtopip6razines,  de m6me qu 'une  cer ta ine  hydrolyse ,  
q u a n d  on agi te  ce d ipep t ide  en milieu ldgbrement  acide, en prdsence de noir de tHatine. Cet incon- 
vdnient  n ' ex i s te  pas  dans  Ic cas du ca t a lyseu r  Baker.  

13ihliog;'a/~hi~' p. 553. 



VOL. 17 (1955) DE(;RADATION SYSTI~.MAT1QUE DES DNP-PEPTII)ES 549  

stade, toujours en atmosphere d'hydrogbne, l'acidification ~t pH 2 5 3 et le chauffage h 
5 o~ prcduisent une lactamisation entre le groupe NH 2 en ortho et le carbonyle peptidique 
de l'acide amin6 N-terminal; il se forme une 7-amino-2-hydroxydihydroquinoxaline avcc 
libdration du groupe amind du rdsidu adjacent. Apr~'s s@aration de la quinoxaline le 
peptide rdsiduel est trait6 par FDNB et le cycle des op6rations est recommencd. 

PARFIE EXPI~.RIMENTALE 

Les DNP-aminoacides et les DNP-peptides utilisds dans ce travail  ont 6t6 prdpards 
h l '6tat cristallisd par la mfthode de S,~<C;ER 1. La salmine (Oncorhy~ch~s) employde, est 
un produit commercial (Sharp & Dohme, U.S.A.). 

Quelques dihydroquinoxalines dbrivdes des DNP-aminoacides ont 6t6 synthdtisdes 
selon les indications de WALDMANN a, par r6duction de ces derniers par la poudre 
d'dtain en milieu chlorhydrique aqueux. On obtient, aprbs prdcipitation de l'6t:tin par 
un eourant d'hydrogOne sulfureux, les bichlorhydrates des 7-amino-2-hydroxydihydro- 
quinoxalines correspondantes. Le rendement de ees pr@arations, faites sur environ i g 
d'un DNP-aminoacide, est en gdnfral assez faible, de l 'ordre de 5o%, les pertes &ant 
dues essentiellement tt l 'oxydation au cours des recristallisations. Le point de fusion des 
bichlorhydrates est situ6 au dessus de 3oo c, avex ddcomposition des produits. Les quin- 
oxalines suivantes ont 6t6 ainsi prdpar6es: 7-amino-2-hydroxydihydroquinoxaline, 
2HC1, (glycocolle); 7-amino-2-hydroxy-3-mdthyldihydroquinoxaline , 2H('l (alanine); 
7-amino-2-hydroxy-3-isopropyldihydroquinoxaline, 2HC1, (valine). Les d6rivds de la 
leucine et de ia proline, ainsi que la o-diaminophdnyltyrosine ont (~t6 obtenus seulement 
en sohltion, en vue d'une 6tude de leur comportement au cours de la chromatogratfl~ie 
sur papier. 

Les dihydroquinoxalines s 'oxydent rapidement "t l'air, surtout en solution alcaline, 
en quinoxalinesq Cette sensibilit6 ~ l 'oxydation rend leur isolement et leur caraetdri- 
sation difficile. On peut cependant tes identifier par chromatographic sur papier; elles 
subissent alors une oxydation partielle et c'est sous cette forme oxydde qu'elles peuvent 
6tre d('celdes par une fluorescence bleue caract6ristique*. Nous n'avons jusqu'ici essayd 
qu'un seul sysff'me de solvants: butanol 75 q-acide formique 15 v-can  Io. Dans ce 
solvant, on observe pour les produits d 'oxydation des dihydroquinoxalines de quelques 
acides amin(~s, les RI~- moyens suiwmts: glycocolle o.52; alanine o.57; valine 0.8o; 
leucine o.9o; proline o.2o; en outre la o-diaminophduyltyrosine donne in Rj. de o.35 
(apr~'s rdv61ation ~ la ninhydrine seulement). 

Les dihydroquinoxalines ne sont que trbs peu solubles dans les solvants organiques 
habituels a,*; leur extraction "~ part ir  du milieu de r6action contenant un aminoacide, 
un peptide ou une prot6ine, pose done un probl~,me. La chromatographic sur papier 
permet de s@arer les dihydroquinoxalines des aminoacides et des peptides, et nous 
l 'avons utilis6 pour contr61er qualitativement la dOgradation de chaque DNP-peptide. 
Pour les essais quantitatifs nous avons cependant pr6f6rd transformer les quinoxalines 
en leurs DNP. Les DNP-quinoxalines, outre qu'elles sont stables vis "k vis de l'oxygt, ne 
atmosph6rique, sont solubles dans l 'acdtate d'dthyle et on peut les s@arer par extraction 
~t part ir  de la solution aqueuse alcaline. Un exemple de cette s@aration est eit6 ci- 
dessous. 

* I1 est impor tan t  de ne pas t rop charger le ch roma togramme en produi ts  a examiner,  l'exc[~s 
des dihydroquinoxalines p rovoquan t  la formation des traindes. 
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Apr6s  une  6 t u d e  dd ta i l ldc  des  c o n d i t i o n s  ( )pdra to i res  n o u s  a v o n s  a r rd td  le m o d e  o p d r a t o i r e  
s u i w m t :  i o / ~ . l l  e n v i r o n  d ' u n  I ) N H  di ou t r i p e p t i d e  en s o l u t i o n  clans -' ml  de b i c a r b o n a t e  de  s o d i u m  
it o..5 o/.0 s o n t  i n t r o d u i t s  clans le lml lon  it r dac t ion  d ' u n  a p p a r e i l  c l a s s i q u e  it h y d r o g d n a t i o n  c a t a l y t i q u e ,  
s u i v i s  de  lo  m g  de  no i r  de p l a t i n e  (m m i e u x ,  tic 5 m g  de c a t a l y s e u r  Bake r .  I J a g i t a t i t m  clans l ' a t m o -  
sph6 rc  d ' h y d r o g b n c  d u r e  e n v i r o n  3 ° m i n u t e s .  La s o l u t i t m  j a u n t  passe  t o u t  d ' a b o r d  au  b r u n  r o u g e  
pu i s  se ddcolore .  I.a q u a n t i t d  t h d o r i q u e  tie H e es t  a b s o r b d e  cn 15 5 2o m i n u t e s .  On i n t r o d u i t  a lors  
clans le ba l lon ,  p a r  la t u b u l u r e  la t ( ' ra le ,  t o t @ m r s  en atmost>h~we d ' h y d r o g b n e ,  o. 4 ~l o. 5 ml  d ' a c i d o  
c h l o r h y d r i q u e  o. 5 N. Apr~'~s une  ~tgitatiotl  v i g ( m r e u s e  p e t u l a n t  q u e l q u e s  m i n u t e s  "~ t e m p d r a t u r e  
o r d i n a i r e  on p[(lll~e Ic b a l h m  d~llls ili/ lmin  n l a r i e  it 5 ° et  ] 'on cont i l lu t !  une  fa ible  a g i t a t i o n  p e n d a n t  
un t e m p s  v a r i a n t  de 3 /t 0 heurcs .  

E n  r u e  de c o n t r d l e r  le r c m l e m e n t  de  l~t d ( ' g r a d a t i t m  d e u x  m d t h o d e s  trot dt0 u t i l i sdes :  
(1) Dosage  tie l ' a m i n o a c i d c  rds idue l  p a r  l~t m d t h o d e  (N/CO2) tie VAX SLYKe c t  coll.  '~ (pour  los 

d i p e p t i d e s  s e u l e m e n t ) :  apr~'s la l a c t a m i s a t i o n ,  ]a s o l u t i o n  es t  f i l trde p o u r  sdpa re r  lc c a t a l y s e u r ,  on 
a j u s t e  & 5 ml et  l%n dose  l ' a z o t e  t o t a l  (K jeh l ah l ) ,  e t  l ' a c i d e  a m i n d  rds idue l  p a r  la m d t h o d e  (N/CO=) 
de \~AN SLYKE e t  c(>ll, l .a  c h r o m a t o g r a p h i c  su r  p a p i e r  d~tllS l m t a m ) l - a c i d e  f o r m i q u e  p e r m e t  lc c . n t r d l e  
q u a l i t a t i f  de  la r( ,act i tm.  

(2) I s o l e m e n t  e t  d o s a g e  de  l ' a m i n o a c i d c  ou du  p c p t i d c  rds iduc l s  sous  forme tie I ) N I ' :  /~ la fin 
(|(? l~l l a c t a m i s a t i o n  l ' ]D'drog~'nc es t  chassd  CtHIlI '*I[?tCIllCIlt ([tl l m l h m  ~ r ( 'z tc t i ( ) l l  p a r  t i l l  c ( m r a n t  d ' a z o t e  
(i 5 m i n u t e s  en a g i t a n t  ;7/4 ° )*. On i n t r o d u i t  clans le ball{m, p a r  une  t u b u l u r e  l a td ra le ,  - m / t i e  VI)N 1{ 
g 2 % clans l ' ac ( ' t (me  - 2 ml  d ' u n e  s o l u t i o n  a q u c u s e  de b i c a r b o n a t e  de  s o d i u m  /t 7 % I 7 ml  tie 
I ' acd tone .  ()n c o n t i n u e  l ' a g i t a t i o n ,  dal]S l ' a t m o s p h ~ r e  d 'az() te ,  p e n d a n t  d e u x  heures .  Au b o u t  de ce 
t e m p s  on c h a s s e  l ' a c d t o n e  s(ms vide.  ()n e x t r a i t  t r o i s  lois  p a r  I 'd ther  puts ,  ap rbs  l ' a c i d i f l c a t i o n  p a r  
l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u c  : N, p a r  I '&c( ' tate d ' d t h y l e .  I.es D N I '  q u i n o x a l i n e s  p a s s e n t ,  so i t  clans l ' 6 t h e r  
au  (:ours de  la prenli~"re e x t r a c t i o n ,  sn i t  r e s t e n t  dar ts  la p h a s e  ac ide  a q u e u s e ,  a lors  title la p l u p a r t  
des  1 ) N P  a m i n o a c i d e s  e t  t ies I ) N I '  p c p t i d e s  s o n t  e x t r a i t s  p a r  l ' a c d t a t e  d ' d t h y l e ,  l~es e x t r a i t s  5 [ ' a c d t a t e  
d ' d t h y l e  rdun i s  s o n t  d v a p o r d s  Z~ sec e t  1'on a l ) a m l o n n e  le rds idu  p o u r  unc  n u i t  clans un  d e s s i c a t e u r  
sous  v ide ,  en p rdscnce  de  CIaCa a n h y d r e ,  de  N a O H  en p a s t i l l e s  e t  de  la p a r a f l i n e  cn c o p e a u x .  Ce 
rds idu  cs t  e n s u i t e  pur i l id  p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  sur  une  c o l o n n e  de  Hy t to  Supe rce l  t a m p o n n d  g p H  7.25 
en u t i l i s a n t  c o m m e  s o l v a n t  le m d l a n g e  c h l o r o f o r m c  i m d t h y l d t h y / c d t o n e  eau  6,v. I.a b a n d e  cor re-  
s p o n d a n t  au  l ) N I ' - a m i n o a c i d e  (m ~ttl l ) N P - p c p t i d e  es t  dosdc  p a r  spcc t r ( ) t~ho tomdt r i e  e t  contr61de 
p a r  c h r o m a t o g r a p h i c  su r  pap i e r .  

Q u a n d  il s ' a g i t  d ' u n  t r i p e p t i d e ,  le cyc le  des  ( )pdra t ions  es t  r e c o m m e n c d  su r  une  p a r t i e  de  l ' e x t r a i t  
fi l ' a c d t a t e  d ' d t h y l e ,  pur i f id  p a r  c h r o n m t o g r a p h i e .  

D a n s  lc cas  de  la 1 ) N P - s a l m i n e ,  m o t h s  so lub l e  q u c  les 1 ) N l ' - p e p t i d e s ,  nous  a v o n s  du  mod i f i e r  
l d g 6 r e m e n t  le p rocddd :  t5o  m g  de la l ) N l ' - s a l m i n e  (sulfate)  s o n t  d i s s o u t s  clans e n v i r o n  13 m l  d ' e a u  
~t 5 ° (le p H  de c e t t e  s o l u t i o n  es t  d ' e n v i r o n  _,), on a j o u t e  o.40 ml d ' u n e  s o l u t i o n  g 7 % de b i c a r b o : : ~ t e  
de  s o d i u m  (pH 7.0) c t  2o mR de no i r  de  p l a t i n e ,  l . ' h y d r o g d n a t i o n  es t  e f fcc tude  dar ts  des  c o n d i t i o n s  
h a b i t u e l l e s  m a i s  en m a i n t e n a n t  le b a l h m  /t rd 'act ion,  p a r  un c o u r a n t  d ' a i r  chaud ,  fi une  t e m p d r a t u r e  
de  3o' e n v i r o n ,  p o u r  e m p d c h e r  quc  la l ) N l > - s a l m i n e  ne p r d c i p i t e  sous  f o r m e  d ' hu i l e .  La r d a c t i o n  d u r e  
e n x i r o n  z h 3 ° r a i n . . \ u  b o u t  de ce t e m p s  la so lu t i on ,  i n i t i a l e m e n t  j aune ,  se ddco lore  compl{ , t emen t .  
On a jou t e ,  en a g i t a t l t ,  o. 4 ml  d ' a c i d c  s u l f u r i q u e  N ( q u a n t i t d  s u l ~ s a n t e  p o u r  n e u t r a l i s e r  C O a H N a  ). 
On a b a n d o n n e  p e n d a n t  une  n u i t  it t en lpd ra i :u rc  u r d i n a i r c ,  pu t s  on chauf fe  en a g i t a n t  it 5 o '  p e n d a n t  
t h 3 ° ra in .  On r e f r o i d i t  le b a l h m  clans la g lace  c t  l 'on  a jou t e ,  en a t m o s p h b r e  d ' h y d r o g b n e ,  un  v o l u m e  
d ' a l coo l ,  r e f ro id i  it o . C e t t e  p r d c a u t i ( m  es t  i n d i s p c n s a l ) l e  si I'(m v e u t  d x i t e r  la l ) r dc ip i t a t i on  tie la 
p r o t a m i n e  dC, g r a d d e  sous  l o r m e  d ' hu i l c .  On c e n t r i l u g c  et  l ave  Ic t)r(,cipitd h l ' a lcoo[  e t  /t l ' d the r .  

l.es e a u x - m 6 r e s  tie c e t t e  ()p( ' rat ion,  d c v a n t  c o n t c n i r  la q u i n o x a l i n c  d0 r ivde  tie [a D N l ' - p r o l i n e ,  
SOl l t  ex~tlnindes p a r  c h r o m a t ( > g r a p h i c  su r  p a p i e r  d a n s  ]e s o l v a n t :  I m t a n o l  75 [ ac ide  fornf i ( lue  I 5 
] -  eCrU lO. 

Le p r d c i p i t d  qui  e s t  forlnd de I;i s a i m i n ¢  ddgradde ,  m d l a n g d e  itli c a t a l y s e u r  e t  a u x  sels  m i n d r a u x ,  
e s t  m i s  en s u s p e n s i o n  dar ts  () ml d ' a lcoo l .  On a j u u t e  -, nil de  F D N I 3  i~ 2 % da t l s  l ' a c d t o n e  e t  -' m l  
d ' u n e  s o l u t i o n  de  bit  a r b o n a t e  ~t 7 %.  ()n a g i t c  p e n d a n t  t.5 h e u r c s  it t e m p d r a t u r c  o r d i n a i r e .  On ac id i t i e  
"g p H  2 p a r  ac ide  s u l f u r i q u c  N, on r e f r o i d i t  clans la g l ace  pu t s  on p r d c i p i t e  p a r  un  v ~ l u m e  d ' a l c o o l  
f ro id ,  l .e p r d c i p i t d  a in s i  o b t e n u ,  form( '  tie l a  1)N l ) - s a h n i n e  ddgradde ,  e s t  l a r d  p a r  l ' a l coo l  c t  p a r  l ' d ther ,  
pu t s  sdchd clans un d d s s i c a t e u r .  

5 ° mg  de  ce p r o d u i t  s o n t  hydro l3  sds p a r  l ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  () .V, ~ r i o ,  p e n d a n t  12 heures .  
Ce t  h y d r o l y s a t ,  pur i f id  se lon  les  i n d i c a t i ( m s  de  ~ [ I L L S  7, a dtd e x a m i n d  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  su r  p a p i e r  
dal lS d e u x  s o l w m t s  d i t i d r e n t s :  b u t a n o l  75 I ac ide  f o r m i q u e  15 ] eau  ~o et  a lcoo l  i s o a m y l i q u e  

[ p h d n o l  ] eau  s. 

L e s  r d s u l t a t s  o b t e n u s  darts le  c a s  de la d6gradat ion  de q u e l q u e s  D N P - p e p t i d e s  ont  
fitd rassembl6s  dans  les T a b l e a u x  l et II. 

On cons ta te  en e x a m i n a n t  la Tab leau  i un ldger dcart entre les  rdsultats  o b t e n u s  

--711 c o n v i e n t  d ' u t i l i s e r  l ' a z u t e  pur,  d d b a r r a s s d  d ' o x y g b n e .  
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TABLEAU I 

(Les rdductions ont 6t6 effectudes en  prdsence soit de noir de platine, soit de catalyseur Baker) 

D.\rP dipeptide 

Gly-(;ly 
DL-Ala-Gly 
DL-I.eu-Gly 
Gly-DL-Ala 
G/y-L-l,eu 
Gly-L-Tyr 
Gly-L-Try 

Rendement de l~'~ ddgra4ation % Temps de 
lactamisat ion 

Dosage (N'CO~ I l)osage par la (h) 
\Lax SL',U.:I,: mdthcde I )NP 

93 80 3 
92 78 4.5 
93 87 ~ 
- - 76 3 
94 3 
97 6* 
98 12" 

* La l a c t a m i s a t i o n  a dt6 effectude /~ t e m p 6 r a t u r e  ordinaire.  

TABLEAU II 

(l .es r6duct ions  ont  6t6 efl'ectu6es en pr6sence de c a t a l y s e u r  Baker) 

DNP-tripeptide 

Gly-G-ly-Gly 
L-!.eu-Gly-Gly 

Rendement de Ia ddgmdation % Temps de 
(1)osage par la mdthode I)NP) lactamisation 

ler stade ll~me stade Total (h) 

81 77 62"4 1:3;  I I :3  
78 80 62. 4 I :6 ;  11:3 

par les deux  m6thodes  de dosage : la m6thode  (N/COs) de Va,~ SLVKE et col. et Ia m6thode 
d' isolement  sous forme de D N P .  Si l'on t ient  compte  dans ce dernier cas des pertes 
subies au cours de la pr6paration et de la purification des aminoacides  r6siduels sous teur 
forme D N P  ~, on voit  que les deux m6thodes  de dosage conduisent  ~t des chiffres 
indiquant des rendements  assez 61ev6s. En ce qui concerne des tripeptides (voir Tableau 
II),  il faudrait 6galement apporter des corrections tenant  compte  des pertes. 

Dans le cas de la salmine,  la chromatographic  sur papier a permis de d6celer, dans 
les eaux-md~res de prdcipitation de la salmine dOgrad6e, une seule substance qui, par son 
RF et sa fluorescence, se comporte  c o m m e  la quinoxal ine d6riv6e de la DNP-prol ine.  
D'autre part, un seul DNP-aminoac ide  a 6t6 identifi6 dans l 'hydrolysat  de la D N P -  
salmine ddgrad6e, "t savoir, la DNP-arginine.  L'enchainement  N-terminal  de la salmine 
6tant Pro-Arg. . .~° ,  ce r6sultat prouve que la DNP-prol ine  terminale  a 6t6 d6tachde de 
la DNP-sa lmine .  

DISCUSSION 

Notre premier souci en met tant  au point cette  mdthode a 6t6 d'6viter des r6actions 
secondaires et d'obtenir des rendements  aussi 6lev6s que possible. Les r6actions secon- 
daires qui, dans ce proc6d6, sont dues principalement & l 'oxydat ion des produits de 
r6action, sont 6limin6es en travail lant en l 'absence totale  d'oxyg6ne.  

Une expl icat ion s ' impose en ce qui concerne les rendements:  le premier stade de 
l'op6ration consistant  en une r6duction des groupes NO 2, nous avons pu constater,  en 
mesurant  la quantit6 de H 2 absorbG que cette  r6duction 6tait prat iquement  quanti tat ive  
en mil ieu l~g~'rement alcalin (pH 8), et  en pr6sence de bicarbonate de sodium. Le 

B i b l i o g r a p h i c  p.  5 5 3 .  
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d e u x i b m e  s t ade ,  Ia l a c t a m i s a t i o n ,  doi t  0tre prdc6ddc o b l i g a t o i r e m e n t  d ' u n c  r u p t u r e  de 

la l iaison p e p t i d i q u c  a d j a c e n t e  de l ' a m i n o a c i d e  t e r m i n a l  N-subs t i tu ( ' .  Atm"s unc  sdrie 

d ' e s sa i s  n o u s  a v o n s  c o n s t a t d  que  los me i l l eu r s  r d s u l t a t s  d t a i cn t  o b t e n u s  cn c f fcc tua l l t  

c c t t e  o p d r a t i o n  en p rdsence  d ' a c i d e  c h l o r h y d r i q u e  

ou d ' a c i d c  su l fu r ique ,  it p H e  it 3, et  a 5 °o en-  

\ , i ron ;  la duroc  du  chau f fagc  d @ e n d a n t  de la 

n a t u r e  du  rds idu  t e r m i n a l  (la p rdsencc  de 

l ' h y d r o g b n e  ~t ce s t a d c  dvi tc  des  r d a c t i o n s  secon-  

&fires).  D a n s  la Fig. I nous  a v o n s  p rdsen td  it t i t r e  

d ' c x a m p l e  la cou rbc  de la l i bd ra t i on  du  g lycy l -  

g lycocol lc ,  cn f o n c t i o n  du  t e m p s ,  it p a r t i r  du  

DNP- I . - l eucy l -g lycy lg lycoco l l e ,  t ra i t6  d a n s  los 

c o n d i t i o n s  c i tdes  p lus  h a u t ,  cn p rdsencc  de ca t a -  

lyscur  Bake r .  Cc t t e  cou rbc  a y a n t  l ' a spec t  classi-  

que  des  c o u r b c s  d ' h y d r o l y s e  ac idc  pa r t i e l l e  des  

p c p t i d e s ,  nous  p e n s o n s  qu ' i l  s ' ag i t  l't aussi  d ' u n  

phdnom('~ne d ' h y d r o l y s c ,  suivi  d ' u n e  l a c t a m i -  

sa t ion .  Le g r o u p c  N H  2 en o r t h o  du  rad ica l  di-  

a m i n o p h d n y l e  est  c e r t a i n e m e n t  r e s p o n s a b l e  de la 

loo  

c~ 

g 

ec 5 o  / 
1 2 3 4 5 6 

- - ~ l e tup*  ( h )  

lCig. I. l,ibdrati<m du Gly-Gly '~ partir du 
I )NI ' -L- l .eu-Gly-( ; ly .  \%it explications 

clans le texte. 

l ab i l i s a t ion  pa r t i cu l i0 re  dc la l ia ison p e p t i d i q u e  a d j a c e n t c .  Ce t t e  h y d r o l y s e  ne se fa i t  

c e p e n d a n t  h t c m p 6 r a t u r c  o rd ina i r c ,  s au l  d a n s  !e cas  de c e r t a i n s  g l y c y l - p e p t i d c s ,  q u ' a v e c  

lln a sscz  121allV~tis r e n d c n l e n l .  

RI~SUMI2 

Un procdd6 de ddgradation progressive d'une chalne peptidique "~ partir de son extrdmitd 
ammde, substitude par un groupement DNP, a dtd mis au point. Ce procddd consiste "t rdduire, par 
hydrog6nation catalytique en prdsence de platine, en NH 2 les groupes NO 2 d'un DNP-peptide. 
L'acidification it pH -' it 3 et le chauflage it 5 ° , en atmosph('re d'hydrog0ne, produisent ensuite 
une lactamisation entre ie groupe NH 2 en ortho et le carbonyle peptidique de l'acide amind N- 
terminal; il se forme une 7-anaino-2-hydroxydihydroquinoxaline avec Iibdration du groupe amind 
du rdsidu adjacent. Aprbs s6paration de la quinoxaline, le peptide rdsiduel est traitd par FDNB 
et le cycle des opdrations est reeommencd. I.es rdsultats encourageants ont dtd obtenus dans le cas 
de la ddgradation de quelques DNP-peptides par cette technique. 

SUMMARY 

A stepwise degradation of DNl'-peptides has been developed. This procedure consists of re- 
duction of the NO, z groups of the I)NP-peptide to NH~ groups by catalytic hydrogenation in the 
presence of platinum. Treating at 5 o  C at pH -, to 3, in an atm{~sphere of hydrogen, results in a 
lactam formation between the ortho-NH,, group and the peptidic carbonyl group of the N-terminal 
amino acid; this forms a 7-amino--'-hydroxydihydroquinoxaline with liberation of an NH 2 group 
of the adjacent residue. After separation of the quinoxaline the residual peptide is treated by FDNB 
and the cycle of operations recommenced. Promising results ha~e been obtained using this method 
for the degradation of some DNP-peptides. 

ZUSA]\ IMENFASS[N(;  

Es wurde eine neue Methode zum schrittweisen Abbau yon DN P-Peptiden ausgearbeitet. Diese 
Methode besteht aus einer Reduktion der Nitrogruppen des DNP-Peptids zu Aminogruppen, mittels 
katalytischer Hydrierung in Gegenwart eines Platmkatalysators. Es erfolgt bet einem pH yon 
2 zu 3, bet 5 ° ,  C und in \Vasserstoffatmosph/2re, eine [.actamisierung zwischen tier Orthoaminogruppe 

l~ihliog, raphie D. 553. 
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und der l}ep t idca rbony lg ruppe  der am Aminoende  befindl ichen Aminos~ture; durch  diese R e a k t i o n  
b i k l e t  sich ein 7 -Amino-2 -hydroxyd ihydroch inoxa l in ,  un t e r  F re i se tzung  der Aminogruppe  des 
n~ichsts tehenden Aminos~turerests. Nach A b t r e n n u n g  des Chinoxal ins  wird das  R e s t p e p t i d  m i t  
F D N B  b e h a n d e l t  und  der Ope ra t i onszyk lus  wiederhol t .  Mit  dieser  Methode  wurden  an einigen 
D N P - P e p t i d e n  v ie lve r sp rechende  Ergebnisse  erhal ten.  
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