
DfiTERMINATION DE Sl?QUENCES D’ACIDES AMINI% 
DANS DES OLIGOPEPTIDES PAR LA SPEaROMkTRIE 

DE MASSE-V 

STRUCTURE DE LA “VALe-PEPTIDOLIPINE NA”, NOUVEAU 

PEPTIDOLIPIDE DE NOCARDIA ASTEROIDES*t 

M. GUINAND, M. J. VACHERON, G. MICHEL 
Laboratoire de Chimie Biologique. Faculte des Sciences de Lyon, 

43, Bld du 11 Novembte 1918, Villeurbanne @hone) 

B. C. DAS et E. LEDERER 
Institut de Chimie des Substances Natuxelles, C.N.R.S., 

Gif-sur-Yvette (Essonne) 

(Receiued 8 December 1965) 

AbstractStructure II is established for a new peptidolipid isolated from Nocur& c.r~eroi&r; this 
compound differs from the previously described peptidolipin NA (I) by the replacement of one 
L-alanine in position 6 by one r.-valine. Due to previous experience with mass spectrometry of 
analogous compounds, the unequivocal determination of the sequence of the amino acids of this 
heptapeptide derivative could be very rapidly accomplished, without chemical degradation. 

DANS des communications ant&ieuresF nous avons d&it l’isolement et Ctabli la 
structure de la peptidolipine NA (I), peptidolipide de Nocardia asteroides, souche 
ATCC 9969. C’est une lactone macrocyclique, C,H,,N,O,,, dans laquelle l’acide 
D( -)3-hydroxyeicosanoiqueest lie, d’une part sous forme d’amide au groupement NH, 
de la threonine N-terminale d’un heptapeptide L-Thr-L-Val-DAla-L-Pro-D-allo-neu-L- 
Ala-L-Thr, et d’autre part, par une liaison ester au groupement COOH de la threonine 
C-terminale. Cette structure (I), Ctablie par degradation chimiquee a Ctt vtrifiee par 
la spectrometrie de masse.s 
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l Ce travail est d&die a la memoire du Professeur H. Stephen. 
t IVe communication, ~0ir.l~ 

12’ communication sur les constituants des Nocur&. 11’ communication, voir.6 
1 M. Guinand, G. Michel et E. Lederer, C.R. Ad. Sci. Puris 246, 848 (1958). 
* M. Guinand, G. Michel et E. Lederer, C.R. Acad. Sci. Pa& 293, 1267 (1964). 
a M. Barber, W. A. Wolstenholme, M. Guinand, G. Michel, B. C. Das et E. Lederer, Tetrahedron 

Letters 1331 (1965). 
’ M. Guinand, ThPse de Doctorat, Lyon (1965). 
5 M. Guinand et G. Michel, Biochim. Eiophys. Actu sous presse (1966). 
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La peptidolipine NA est accompagnee dun autre peptidolipide en petite quantite; 
dans le present memoire, nous montrons que ce “compagnon” a la structure d’une 
Vals-peptidolipine NA (IQ.6 

TPoids 

FIO. 1. Distribution A wntreuxmnt du peptidolipide brut. La fraction A correspond 
A la peptidolipine NA. En pointill6, dcs courbes de distribution thtoriques. 

Isolement. La fraction peptidolipidique brute est obtenue par extraction du myce- 
lium de N. asterodes avec un melange alcool-ether (1: 1). Aprb evaporation des 
solvants, elle est insoluble dans l’eau et dans Tether. Le fractionnement des peptidoli- 
pides est effectut par distribution a contre-courant avec le systbme de solvants: 
hexane, tCtrachlorure de carbone, methanol, eau (2.2 : 4.0 : 3.8 : 0.3).4*5 La courbe de 
distribution (Fig. 1) indique la presence d’un constituant principal A, la peptidolipine 
NA deja de&e’-s et d’un ou de plusieurs autres composes correspondant a la partie 
B de la courbe. La fraction B est soumise a une nouvelle distribution B contre-courant 
dans le mCme systtme de solvants. La courbe de distribution experimentale (Fig. 2) 
est assez Ctalh et ne montre pas de resolution en pits distincts. 

La chromatographie sur couches minces indique la presence de quatre substances 
dans les fractions III et IV (Fig. 3). Celle ayant le R, le plus ClevC a et6 isolee a Y&at 
pur par chromatographie sur couches minces. 

PropridPs et composition chimique. Le nouveau peptidolipide est un solide incolore, 
F. 221-223”, [a], = +70°(CHCl.J. L’analyse tlementaire est en accord avec la 
formule C,,Hr,sN,O,,. 

Un hydrolysat chlorhydrique est analyst5 sur Amberlite CG 120 selon la methode 
de Spackman et al. ‘; les amino acides existent dans le rapport moleculaire suivant: 
Ala,, allo-Ileu,, ProI, Thr,,, Val,. La presence d’alfo-isoleucine est con6rmCe par 

a Pour la nomenclature des analogues de structure de peptides. voir: W. Rittel, B. Iselin, H. Kappeler. 
B. Riiiker et R. Schwyzer, Helu. Claim. Acta. 40,614 (1957); P. A. Jaquenoud et R. A. Boissonnas, 
Helu. Chim. 42,788 (1959); K. Jost, J. Rudinger et F. Sorm, COIL Czech. Chem. Comm. 26,2496 
(1961). 

’ D. H. Spa&man, W. H. Stein et S. Moore, kadyt. Chem. 30,119O (1958). 
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FIO. 2. Distribution d contre-courant de la fraction B de Fig. 1. Lcs fractions III et IV 
contiennent la VaP-peptidolipine NA. 
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Fro. 3. Chromatographie sur couches minces das fractions III et IV do la Fig. 2, de la 
peptidolipine NA et de la VaP-peptidolipino NA. 

chromatographie sur papier dans le solvant alcool amylique tertiaire-acide a&ique- 
eau (20 : 1: 20) qui &pare les trois acides aminb : leucine, isoleucine et aZlo-isoleucine.8 

La configuration optique des acides aminb est prccisk par action de la Damino 
acide oxydase.s 
sous la forme D. 

L’alanine et l’allo-isoleucine sont d&n&s et par co&quent existent 
La partie peptidique du nouveau peptidolipide semble done &tre un 

heptapeptide de formule brute: wIlal, wzZHleu,, L-Prq, L-Thr,, L-V%. Si l’on 

8 D. 0. Gray, J. Blake, D. H. Brown ot L. Fowden, J. Chmmfrog. 13,276 (1964). 
’ S. I. Ishii et B. Witkop, J. Amer. C&m. Sot. 85, 1832 (1%3). 
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compare cette formule avec celle de la partie peptidique de la peptidolipine NA,s-S 
on constate la presence dune molecule de r.-valine supplementaire et I’absence dune 
molecule de r_-alanine. On peut done supposer que la molecule de L-valine remplace 
celle de L-alanine en position 6 dans la sequence peptidique; cette hypothese con- 
duirait a la formule II. 

Spectrome’trie de masse. Le spectre de masse du nouveau peptidolipide (Fig. 4) 
montre un pit molkculaire (M,) a m/e 991 correspondant a la formule CsaH,N,O1, 
mention&e ci-dessus et des pits a m/e 1005 (M,) et 1019 (M,) indiquant la presence 
de deux homologues superieurs. L’allure gtnCrale du spectre ressemble de prts a celle 
du spectre de la peptidolipine NA (dont le pit mokulaire est a m/e 963).3 
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FIQ. 4. Spectre de masse de la VaP-peptidolipine NA (II). 

En tenant compte des rtsultats de l’analyse des acides amines et de l’analogie des 
deux spectres, l’interpretation du spectre de masse du nouveau peptidolipide conduit 
P la structure dune Vula-peptidolipine NA (II). 

A partir du pit molkculaire M, a m/e 991 il y a formation d’un ion a m/e 947 
(M,-44) par perte de CO2 il partir du groupement 1actoniquelO; la perte de deux 
molecules d’eau (apparemment a partir des deux unites de threonine) conduit 
ensuite au pit a m/e 911 (M,4&36). Des pits correspondants derives des homologues 
supkieurs se trouvent a m/e 975 (et 961) et a m/e 939 (et 925)” 

Le pit a m/e 855 est attribue a la perte, a partir de l’ion a m/e 911 de l’anhydro- 
thrtonine C-terminale dkcarboxylee; nous avons discute prtkedemment le mecanisme 
de cette fragmentation.3 

Le prochain pit intense a m/e 756, formt par la perte de 99 unites de masse a partir 

lo LYlimination de CH,CHO de la thnhine C-tcrminale peut tgalement contribuer & la formation 
de l’ion M&l B h m/e 947’. 

11 Une troisieme molkcule d’eau est 4irninke conduisant aux pin ~3 m/e 893,907 et 921. 
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de l’ion a m/e 855, indique la presence dune unite de valine a c&e de la threonine 
C-terminale. 

Tous les autres pits significatifs en-dessous de m/e 756 sont essentiellement les 
mCmes que ceux trouves dans le spectre de la peptidolipine NA. La sequence des 
autres acides amines en decoule, si l’on tient compte Bgalement des rt%ultats de 
l’analyse chimique: la presence d’un petit pit a m/e 643 peut ttre attribuee a la perte 
d’une unite d’alfc-isoleucine a partir de l’ion a m/e 756. La perte successive de Pro, 
Ala, Val et d’anhydrothreonine donne les ions a m/e 546,475,376 et 293, respectivement. 

Les pits intenses a m/e 728,447 et 348 sont probablement dOs a la perte de CO a 
partir des ions, a m/e 756, 475 et 376. 

Des mesures de masses des pits a m/e 348 et 447 montrent qu’ils correspondent, 
respectivement a &HUN0 et CmH6rN202, en accord avec l’interprttation donnee 
cidessus. 

Cependant, le pit a m/e 376 donne, a haute resolution, un doublet dont un pit 
correspond a la composition tltmentaire &H,,NO, attendue, tandis que l’autre 
correspond ii la formule &H,NO. Ce demier correspond done a l’ion homologue 
sup&ieur du pit a m/e 348. 

De mtme, le pit a m/e 475 est un doublet correspondant aux formules (&H,,N,O, 
et C&,H,N,O,. 

L’ensemble de ces rtsultats confirme clairement l’hypothbe Cmise ci-dessus, selon 
laquelle le nouveau peptidolipide est une Vale-peptidolipine NA(II). 

Le remplacement d’un acide amine par un autre, dans un oligopeptide microbien, 
est bien connu, par exemple, dans la chimie des actinomycines (voir Brockmann 
et af.12). 

Remarquons que grace a l’experience acquise antCrieurement,gJ”ls dans le do- 
maine de la spectrometrie de masse de derives d’acyl-oligopeptides, la determination de 
la sequence des acides amines dans l’heptapeptide de la Val’+ptidolipine NA(II) a 
pu ttre realisee en moins de deux heures; a part le dosage des acides aminb, aucune 
degradation chimique n’a ete nt?cessaire.16 

DESCRIPTION DES EXPERIENCES 

L’extraction du peptidolipide brut a deja btt d&xite.1*‘s6 
Distribution d contre-courunt. Nous avons utili& un appareil automatique Towers cornpod 

de 210 tubes dune. contenance de 80 ml. 5 g environ de peptidolipide sont soumis a une distribution 
a contre-courant avec le systeme de solvants hexane: t&rachlorure de carbone: methanol: eau 
(2*2:4-O: 3*8:0-3). Les operations comprennent une drie fondamentale de 120 transfer&, suivie 
de 210 retraits de la phase sup&ieure recueillie avec un collecteur automatique Towers CL 450. 
La majeure partie du produit se trouve dam ces phases superieures (voir Fig. 2). Nous avons reuni 
arbitrairement les phases sup&ieures suivantes: no90 a 120, fraction I; no121 a 148, fraction II; 
no149 a 174, fraction III; no175 a 210, fraction IV. 

I* H. Brockmann, G. Pampus et J. H. Manegold, Chent. Ber. 92,1294 (1959). 
I* M. Barber, P. Joll&s, E. Vilkas et E. Lederer, Biochem. Biophys. Res. Comm. 18,469 (1965). 
I4 F. LanBelle, J. Asselineau, W. A. Wolstenholme et E. Lederer, Bull. Sot. Chim. Fr. 2133 (1965). 
Is E Bricas, J. Van Heijenoort, M. Barber, W. A. Wolstenholme, B. C. Das et E. Lederer, Bio- 

chemistry 4, 2254 (1965). 
1’ Pour la determination des sequences d’acides amines de peptides (etdepsipeptides)parspectromCtrie 

de masse, voir aussi: N. S. Wulfson, V. A. Puchkov, B. V. Rozinov, Yu. V. Denisov, V. N. 
Bochkarev. M. M. Shemyakin, Yu. A. Ovchinnikov, A. A. Kiryushkin, E. I. Vinogradova et 
M. Yu. Feigina, Tetrahedron Letters 2805 (1965) et B. J. Millard, Ibid. 3041 (1965). 
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Chromatogr~hie sur w&es minces. Lea fractions III et IV (Fig. 2) ont et6 analyakea par chro- 
matographie sur couches minces de gel de silk avec le solvant chloroformbmcthanol (9o:lO). 
La revelation par les vapeurs diode indique la presence de quatre substances de R, = 034, 0.57. 
040 et 0.62 (Fig. 3). A c&t de la peptidolipine NA, R, = @57, la tache principale a un R, de 0.62. 
I_e produit correspondant est obtenu a P&at pur par chromatographie preparative sur couches minces. 
50 mg environ sont rkpartk sur une plaque de 250 x 350 mm. La tacha principale (R, = 0.62) eat 
recueillie et It produit est Clue par le melange chlorofonne-m&hanol (90: 10). Apt& Clution et 
evaporation du solvant, le produit est repris par le minimum de chloroforme, reprkipite par addition 
d&her, filtrk et s&he sous vide sur P,Oe a 135” sous 0.01 mm. On obtient un solide incolore, 
F.Ul-223”, [aID = +40” (CHC&, c = 0.43). 

Analyse: 
Calctde pour C,J-LsN& (Ml) C 6293 H 9.44 N 9.88 

%HesN,G,, (M3 63.25 9.51 9.74 
C~,H,,N,G,i (M,) 63.58 9.58 9.61 

Trouve 63.27 9.63 9.45 

Analyse quantitative aks ackies aminds. L’hydrolyse du peptidolipide (1.5 mg) est effect&e 
pendant 64 heures a 110” par HCI 6N. L’hydrolysat repris par 1 ml de tampon citrate 0*2N (pH = 
3.25) est charge sur une colonne d’Amberlite CG 120. L%luat est recueilli par fractions de 1 ml. Les 
dosages sont effectu&s par la ninhydrine selon la m&hode colorimCtrique de Moore et Steinl’ Pour la 
proline, nous avons utilisk la m&ode de Chinard. ia Les colorations a 570 rnp sont traduites en 
,umoles d’acides amines au moyen de courbes temoins etablies pour la leucine et pour la proline. Le 
rapport molaire trouve est : 

Th, Aho, V&,0, allo-neb. ~oo,e8. 

Action de la twminoacide oxydase. Un hydrolysat du peptidolipide renfermant de 1 a 2 pmoles 
de chacun des acides aminks est repris par 0.2 ml de tampon pyrophosphate O.lM a pH 8.2. On ajoute 
0.2 ml dune solution de FAD a 1 mg pour 10 ml de tampon et 1 mg de o-aminoacide oxydase. 
On laisse a 37” pendant 6 heures, puis on deasalilie sur Dowex-2; le produit obtenu est analy& 
par chromatographie sur papier. 

SpectromCtrie de masse. La substance (environ 0.1 mg) est plac& B I’extrkmit6 en c&unique du 
systeme d’introduction directe, lequel est alors introduit par I’intermkdiaire d’un sas dans la source 
d’ions d’un sp&rom&re de masse MS9 (A.E.I., Manchester). 

La substance est Cvapork par chauITage B presque 300”. Lc spectre a basse &solution est obtenu 
a une resolution d’environ 1200; la mesure de masse de certains pits a ktt6 effectuk a une resolution 
d’environ 15.000. 
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