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ANALYSE QUANTITATIVE DES AMINOACIDES AROMATIQUES 

(TYROSINE ET PHQNYLALANINE) CONTENUS DANS 

L’HYDROLYSAT D’UNE FAIBLE QUANTITE DE PROTaINE 

RADIOACTIVE P.AR CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER” 

ROGER MUNIER 

Service de biocitimie cellulaz’ve, Instilut Pastew, P&s (France) . 

Au tours de l’etude du mode d’action des snalogues structuraus d’aminoacides sur 
les biosyntheses effecttrees par Esclzerichia COW, nous avons du rechercher une mdthode. 
de dosage des aminoacides et specialement des aminoacides aromatiques (phenyl- 
alanine et tyrosine) applicable a une faible quantite de prot6ine radioactive. Ayant 
utilise la chromatographie quantitative sur papier pour l’etude des hydrolysats 
chlorhydriques de protdine, nous nous sommes apercu que la teneur en tyrosine 
variait considerablement, pour une m6me proteine, d’un liydrolysat k l’autre. Tout 
se passait comme si la tyrosine etait l’objet d’une degradation irr&grli&re (voir 
6galement2). 

Nous nous proposons de montrer ici: 
(I) clue la tyrosine se transforme partiellement en 3-chlorotyrosine au tours 

de l’hydrolyse chlorhydrique de tres faibles quantitds de proteine; 
(2) que la teneur en tyrosine d’une protdine, apres hydrolyse par l’acide chlor- 

hydrique, n’est plus variable d’un hydrolysat a l’autre lorsqu’on tient compte de sa 
transformation partielle en 3-chlorotyrosine. 

MATtiRIEL ET MlkTHODES 

Prodztits 

Le W-fructose, uniformement marque, utilise nous a et& fourni par le laboratoire 
des Radioisotopes de 1’Institut Pasteur. 

Anzinoacides rtaturels 

Les aminoacides naturels utilises, L-phenylalanine, L-tyrosine, L-tryptophane, etaient 
des produits commerciaux (Hoffman La Roche) chromatographiquement purs. 

Tyrosines chZor&ss 

Les tyrosines chlorees ont et6 prkparees par synthese: 
3,@ich~OYOtyYOSirte : Cet aminoacide a .6t6 prepare par chloruration directe de 

* Cc travail a bBndfici6 de subventions de la Fondation Rockefeller de New-York, du “Jane 
Coffin Childs Memorial Fund for medical research”. 
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la tyrosine (8 atomes de chlore pour une molecule de tyrosine selon la suggestion 
de THOMPSON~). Le chlore produit par addition lente (3 h 45 min) de 24 ml d’acide 
chlorhydrique concentre (d = 1.22) & des cristaux de permanganate de potassium 
est entrafne, par un courant d’azote, dans une solution de 6 g de L(-)-tyrbsine (32 
ml d’acide chlorhydrique 2 N + 132s ml d’acide acetique pur). Lorsque le degagement 
de chlore a cesse, le contact de ce dernier avec la solution de tyrosine est maintenu 
pendant 72 h. Apres elimination sous vide (40”, evaporateur rotatif) de l’acide 
acetique et de l’eau, le residu set est entra?ne, sur filtre de Buchner, par de l’ether set 
(exempt de peroxydes). Une partie irnportante de l’acide acetique restant, et des 
impuretes tres oxydables est entram& dans le filtrat. Le residu insoluble est dissout 
dans un peu d’eau. La 3&dichlorotyrosine est precipitee (en amenant le pH de la 
solution au pH isoelectrique de la chlorotyrosine) par addition menagee d’ammoniaque. 
Le precipitir est cristallise dans l’eau chaude et trait& par une tres faible quantite de 
charbon actif (Activite 50 XL*). Apres cinq cristallisations dans l’eau et sechage a 
105O;le produit obtenu &pond a la formule: C,H,03NClz* H,O [% de C: 40.4 (theo- 
rique), 40.2 (trouvd) ; o/o d’H : 4.12 (thhorique), 4.10 (trouve)]. 

.3-Chlorotyrosine : Aprk preparation (par chloruration directe de la r,(-)-tyrosine,: 
4 atomes de chlore pour une molecule de tyrosine selon la suggestion de THOMPSON~) 
d’un melange environ Bquimoleculaire de 3-chlorotyrosine et de 3,5-dichlorotyrosine, 
la 3-chlorotyrosine est &pa&e de la 3,5-dichlorotyrosine par chromatographie sur 
colonne (3 x 31 cm) de &sine cationique Dowex 50-x4 (200-400 mesh, forme hydro- 
gene) clans l’acide chlorhydrique 2.5 N. 

La r&sine echangeuse d’ions etait preparee, apr& tamisage a l’etat humide de la 
r&sine “minus 400 mesh”, selon le procede .de MOORE ET STEINS. Le melange des 

2. 
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Fig. I. Sdparation clc la 3-chlorotyrosine clc la 3,5-dichlorotyrosine par chromatographie prGparativc 
snr colonne (3 x 31 cm) @e rdsine cationique Dowes 50-x4 (200-400 mesh), forme hyclrog&ne; 
Bchantillon soumis ri Is chromatographie : I .3 g clu mdlange cles chlorotyrosines en solution clans 
l’acide chlorhydrique 2.5 AT (rg ml) ; Ablution par l’acicle chlorhydrique 2.5 N: Iml/min; fractions 

collectcks: 23 ml. 

chlorotyrosines (1.3 g) en solution dans l’acide chlorhydrique 2.5 N (15 ml) est verse 
au sommet de la colonne de r&sine. Les substances sont Bluees par l’acide chlor- 

l Soci&B Activite, 66 Rue d’Argentcui1, Paris rGe. , 

Bibliograpltie p. 533. 



526 R. MUNIER VdL. 1 (1g$3) 

hydrique 2.5 N (I ml/min; fractions collectkes : 23 ml). La concentration des substances 
dans 1’61uat est ddterminee par mesure de la densite optique k 275 rnp (spectrop’loto- 
mGtre de Beckman) des fractions collectbes (voir Fig. I). Les fractions conten’ n&la I 
3-chloroiyrosine sont amendes k set sous vide. Le rdsidwsec est dissout dans un volume 
d’eau minimum. La 3-chlorotyrosine est prckipitee par addition. rnenagie d’ammo- 
niaque (prdcipitation au pH isoblectrique), traitee (en solution aqueuse chaude) par 
une trace de charbon actif (Activite 50 XL), recristallis& dans l’eau. Le produit 
obtenu, apr&s skhage k IOS’, &pond &. la formule: C,H,,0,NC1*H20 [OA de C : 46.2 
(thkorique), 46.9 (trouve); oh d’H: 5.15 (thhorique), 5.15 (trouve)]. 

Les deux chlorotyrosines obtenues 6taient chromatographiquement pures 
(syst&me solvant de BOISSONNAS~ ; rr!wdlation au reactif & la ninhydrine). 

Prote’ines radioactives 

ProtEines dam? tous Ces antinoacides sont radioactifs : La protcke utilisde dans cette 
etude 6tait la fraction protkinique principale d’E. COW. Un 6chantillon radio&if 
(uniformkment marqud au carbone) de cette protGne &ait obtenu &. partir d’E. co& 
souche ML 305 (poids set bactkien initial: 76 pg/ml)* cultive sur milieu (IO ml) 
minkalNo. 63 (I<H,PO,: 13.6 g; (NH,),SO,: 2 g; MgSO,*7H,O: 0.2 g; FeSO,~7H,O: 
0.0005 g; pH 7.0; eau’q.s.p. IOOO ml) contenant 1200 ,ug de l”C-fructose uniform&ment 
marqud (40 PC). AprGs agitation de la culture k 37” jusqu’j 6puisement de la source 
de carbone et d’dnergie (30 ZI, 45 min) les bacthries (poids set bact@rien final: I 14 
pg/ml) &aient fractionnkes selon la technique de ROBERTS at aL2 en vue de la p&pa- 
ration de la fraction protkinique principale d’E. COG: traitement & l’eau & 5 o/o d’acide 
trichlorac&tique (o”; 30 min) ; in l’alcool & 75 y. (so”; ?F,;min), & l’eau k 5 Y. d’acide 
trichlorac&ique chaud (100'; 30 min; 2 fois): Dans ces conditions, le rkidu solide 
final du fractionnement reprdsente 400 ZI, 600 ,ug de fraction protkinique principale 
d’E. coli (12 ,uC environ). 

Protdines dent w-2 sad des mrtinoacides rt’est @s radionctif: Ces dchantillons de 
fraction protkinique principale d’E. coZi dont un seul des aminoacides n’est pas 
radioactif (tous les autres aminoacides sont uniformGment marqu@s dans tous leurs 
carbones) sont obtenus dans des conditions similaires & celles cl&rites prd&demment 
et selon le principe des experiences de competition isotopique introduit et d&eloppP 
par ROBERTS et ~1.2. 

Ici le W-fructose et l’aminoacidc nature1 (tyrosine, ph6nylalanine ou trypto- 
phane ; concentration finale : IO- 3 ilf) sont ajoutes simultarkment ZL la suspension 
bactkrienne lavGe*. Par suite de la comp&tition et des 6changes pendant la biosynthke 
des proteines entre l’aminoacide radioactif endogcne, biosynth&tisk par E. coli en 
presence de 14C-fructose, et l’aminoacide non radioactif exogke, la prot&ne isolee 
ne contient pas plus de 2 & 5% de l’aminoacide radioactif (voir211 et Tableau I de ce 
M&wire). 

l Ctllturc en phase exponentielle de croissance sur fructose, lade par ccntrifugation avec clu 
milieu mindral 63 frais (3 fois). 
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Hydrolyse des $rot62hes rudioactives et jw&aration des EckalztiElons d soumettre 
ci la chromatogra@Ge 

Dans les conditions oh on observe la formation de 3-chlorotyrosine (voir au para- 
graphe : R~SULTATS), le rkidu final du fractionnement selon ROEERTS et aZ.2 (fraction 
protijinique principale) est dissout dans l’acide chlorhydrique 12 N et transf&$ 
quantitativement dans un tube (2.5 ml d’acide). Apr&s addition de 2.5 ml d’eau, le 
tube est scelle et son contenu soumis k l’hydrolyse (IOOO, 20 h). Aprk Elimination 
de la plus grande partie de l’acide chlorhydrique k 45” sous courant d’azote (esempt 
d’oxygene), le rkidu set repris par quelques gouttes d’eau est & nouveau amen& 
k set (3 fois) puis maintenu sous vide en pri\sence de potasse (4 & 6 jours). 

Analyse chromatogra~hique cles ami9zoacicles de Z’hydrolysat 
de jhrotdine radioactive 

L’hydrolysat de protdine radioactive est soumis k l’analyse chromatographique sur 
papi.er (Whatman No. 4; feuille 56 x 46 cm) & deux dimensions avec koulement 
contenu des solvants de BOISSONN.&. 

xe dimension: Butanol tertiaire-m&hylethyl&one-eau (4: 4: 2). 
ze dimension: Butanol tertiaire-mkthanol-eau (4: 5 : I). La chromatographie est 

interrompue lorsque le spot jaune de la phenolsulfone phtalkine (marqueur colo& k 
valeur de RF 16gkement plus Blevee que cell? de l’aminoacide le plus rapide) a atteint 
l’estr@mite de la feuille de papier. Dans ces conditons, les spots de phkylalanine et 
de 3-chlorotyrosine sont nettement &par&. 

CkromatograjdGe saw ~ajG_w qzcantitative 

Une quantitk d’hydrolysat de proteine (correspondant k. 3 PC de prot&ne, soit environ 
IOO k ISO pg) est soumis & l’analyse chromatographique”; apr8s rep&rage sur le 
chromatogramme des divers spots d’aminoacides radioactifs gr&ze B un radio- 
autogramme (film Kodak-ltodires 30 :< 40 cm), les morceaus de papier portant les 
spots sont d&coup& dans le chromatogramme. Les aminoacides sont 81~6s par 2 & 
8 ml d’eau (43’ ; 12 h;une goutte de chloroforme par tube) dans un tube bouchl; 0.8 
ml d’eluat sont vers& dans une cupule d’aluminium; apr&s skhage du contenu de la 
cupule, sa. radioactivitd est dbterminke au compteur de Geiger (efficacite du compteur: 

5*5%; reproductibilit& entre deus comptages: 2% ; reproductibilitk entre deux 
pipettages Ft comptages d’un mGme kluat : 5 %). 

Connaissant l’activith spkifique par carbone du 14C-fructose (uniformdment 
marquk) fourni k la culture d’E. coli, le nombre de carbones dans chaque aminoacide, 
l’activitk radioactive de chaque spot d’aminoacide (d’un meme chromatogramme), 
il’ est’ possible de calculer le nombre de moles des divers aminoacides prkents dans 

l La methionine est osyd6c (eau osvg6nbe & I I volumes) dsns le spot d’hydrolysat de d6part. 
Le chevsuchcm.ent des spots de m&l&nine et phdnylalanine cst ainsi &A& Au cows de cette 
oxydation, il ne se forme pas de chlorotyrosine bien que les aminoacides soient SOUS forme de 
chlorhydrates. Cette oxydation ne doit pas Gtre trop poussde si l’on veut Bviter que la 3-chloro- 
tvrosine, prkente dans l’Jlydrolysat, ne s’oxydc partiellemcnt en formsnt deux substances 
vbibles, .sllr les chromstogrammes, sous forme de spots radioactifs allong6s. 

BiDliograjdiie i. 533. 
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les protdines d’E. coli pour v,ne mole de valine. Si nkessaire, les r&ultats sont corriges 
pour les pertes. qui ont lieu au cows de la chromatCgraphie. 

, 
RkSULTATS 

Dowaiize d’afifiZicatio9z cEe la me’tlzode 

On pourra s’btonner de voir realiser des hydrolyses d’aussi faibles quantit& de proteine 
par des volumes d’acicle chlorhydrique relativement importants. 11 nous faut prkiser 
ici les conditions esp&imentales tr&s particulikes qui nous ont obligk & mettre au 
point cette methode. 

Lorsquk nous effectuons des expdriences de competition isotopique (principe et 
technique d&elopp& par ROBERTS et aA2) destinees A dtudier l’influence des agents 
esogenes (intermkdiaires mbtaboliques, antimetabolites non radioactifs, etc.) sur la 
composition en aminoacides radioactifs des prot&ines biosynth&tisees par E. colz’, ce 
microorganisme croissant sur milieu mineral contenant une seule source de carbone’ 
et d’knergie uniformkment radioactive, nous obtenons 400 k 600 pg de prot&e 
radioactive (12 ,uC) *. En vue de son hydrolyse, cette faible quantite de prot.&ne doit 
Qtre quantitativement transvaske dans un tube (voir mode opkatoire page 527) et, 
dans ces conditio+, il est difficile d’utiliser une quantitd d’acide chlorhydrique 12 N 
inferieure A 2.5 ml. 

Divergence des teneacrs en. ~Jzdnylalanine et tyrosine d’une ndme $wotdine d’u~ hydrolysat 
& C’autre 

Lorsque nous avons voulu Ctudier la composition en aminoacides aromatiques 
(phhnylalanine et tyrosine) de ces hydrolysats par chromatographie quantitative sur 
papier, nous n’avons obtenu que des rkultats apparemment incohkrents. 

En effet, si on opkre sur papier Whatman No. I (26 x 26 cm) en utilisant les 
conditions de dkeloppement du chromatogramme d&rites par BOISSONNAS~, la - 

teneur en ph~nylalanine et tyrosine d’une m$me proteine parait varier d’un hydrolysat 
A l’autre. Si le ddveloppement chromatographique est rkalise avec le m&me systGme 
solvant mais dans les conditions de ddveloppement du chromatogramme d&zrites page 
527 (3 pC d’hydrolysat correspondant A 150 pg de protkine analyst5 par chromatograni- 
me) on observe la prksence constante d’un spot (a) radioactif de mobility t&s voisine de 
celle de la ph&ylalanine et ne correspondant & aucun aminoacide connu (voir le clichk 
a de la Fig. 3). Dans ce dernier cas, la tene& en ph&nylalanine est constante, tandis 
que la teneur en tyrosine d’une m&me protkine varie d’un hydrolysat &. l’autre. 

Pour des hydrolysats correspondant B une meme quantitd de protkine, l’impor- 
tance du spot a varie dans de larges limites d’une espkrience A l’autre (voir Tableau I). 

Transformation $artieZZe de la tyroske en ph?orotyrosin~ au COUYS cle Z’hydrolyse $mr 
Z’ncide chlorhydrique d’cpe faible c/tiantitS de $wott%me racZioactive 

Le cliche de gauche de la Fig. 2, correspond Q l’analyse chromatographique d’un 
melange des aminoacides aromatiques isok d’un hydrolysat de fraction proteinique 

l Conditions op8rxtoires similaircs & ccllcs cl&rites, page 526. 
Bibliogm~l~ie p. 533. 
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principale d’E. coli (I mg de prot&e/I ml d’acide c+lorhydrique G N, 20 11, 100') 
par chromatographie sur charbon (Activite 50 XL) selon FROMAGEOT, JUTISZ ET I,,! 

LEDERER~. On peut remarquer la prkence, sur ce chromatogramme d’un spot + 

(reaction positive &. la ninhydrine) ayant la mobilit du spot radioactif a prksent sur 
le chic116 a de la Fig. 3. 

A la suite de cette observation, nous avons pen& que ce spot (u) correspondait 
h un produit de transformation de la tyrosine. Afin de vbrifier cette hypoth&e nous 
avons s0umi.s & l’hydrolyse chlorhydrique (IOO pg de protkine/I ml cl’acide chlor- 

Fig. 3,. Mise en dvidence de la 3-chlorotyrosinc clans un hydrolysat chlorhyclriquc dc protdine. 
Cbiclrd de gcczrclte : mdlange clcs aminoacides aromatiqucs obtcnu par chromatographic sur charbon 
B partir cle I’hydrolysat chlorhyclrique dc proteine (I mg dc protGnc/r ml d’acicle G N, IOO”, 34 h). 
liemarqucr la prdsencc de 3-chlorotyrosine (CL) dormant une rdaction positive B la ninhydrine. 
CliclrE CEe dwz2e: cliromatogran~mc de substances pures montrant les mobilit& relatives de la 
3-chlorotyrosine (u), de la 3,5-dichlorotvrosinc (/?), clc la phdnylalanine (Phe), de la tyrosine (Tyr) 

clans le systBme solvant de 130rsso,uAv,M. 

hydrique G IV, IOOO, 20 11) des prot&ines radioactives dont un seul des sminoacides 
n’6tait pas radioactif (voir le mode de prdparation de ces protdines, page 526). Le 
spot (a) radioactif est p&sent sur les chromatogrammes des hydrolysats de prot@ines 
dont tous les aminoacides sont radioactifs (cliche a, Fig. 3) et des protGnes dont tous 
les aminoacides sont radioactifs ?I l’esception du tryptophane (cliche d, Fig. 3) ou 
de la phknylalanine (clichh c, Fig. 3) ; il est absent lorsque ces prot&nes radioactives 
ne referment pas de tyrosine radioactive (clich@ b, Fig. 3). 

Cornme, le montre le clichG photographique de la Fig. 4, relatif 5 un co-chromato- 
gramme d’aminoacides aromatiques purs (ph&nylalanine, tyrosine, 3-chlorotyrosine 
de synthke : 8-15 pg) et d’kluats de morceaus de papier contenant la substance 
radioactive du spot u (0.022 ,uC, 0.54 pg) le spot radioactif de la substance a se super- 
pose dans ses moindres details au spot violet de la 3xhlorotyrosine aprk rdv8lation 
& la ninhydrine. 

RibliogvapGe it)+ 533, 
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b 

Fig. 3, Analyst chronlatographiquc cl’hyclrolysats de prot6ines radioactives clont tous les amir;lo- 
acidcs sent raclioactifs (clichb a), et de protBincs radioactives ne contenant 1’“s de *tyrosme 
raclioactivc (cliche? b), dc phbnylalanino radioactive (clichG c) ou de tryptophanc radioactlf (clich8 
cl) ; hydrolysat clc fraction prot6iniquc principale cl’E. coli (400 B Go0 /.~g de protdine radioactive/5 
ml cl’acicle cl~lorhyclrique 6 N, IOOO, 20 h) ; clmque radioautogramme correspond au chromatogrsm- 
me dc l’hyclrolvsat dc 150 C1.g cle protdine environ (300,000 imp./min, compteur cle Geiger.&. 5.5% de 
renclcmcnt). soter l’absencc simultande clc tyrosine et de g-chlorotyrosine (a) raclioactlves sur le 

clwomatogrammc b. 

Nous en concluons que la tyrosine se transforme partiellement en 3-chlorotyrosine 
au cows de l’hydrolyse chlorhydrique. S’il en est ainsi, la teneur en tyrosine d’une 
proteine ne doit plus varier d’un hydrolysat &. l’autre lorsqu’on tient compte de cette 
transformation. Comme on peut le voir au Tableau I, cette pkvision se vkifie par- 
faitement: quel clue soit le pourcentage de tyrosine transformbe en 3-chlorotyrosine 
au tours de l’hydrolyse chlorhydrique la teneur en tyrosine des proteines, calculke 
en tenant compte de cette transformation, reste constante. 

B~ibliogruphie p. 533. 
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Fig. 4. Identification de la substance du spot radioactif u par co-cliromatographic avcc la 3- 
chlorotyrosinc de synth&e, CZic7G de gnz1c7ze : chromatographic cl’un rntilange de substsnces pures, 
phckylalanine (Phc), tyrosine (Tyr), 3-chlorotyrosine (3Cl-Tyr) et d’8luat de morccaux de papiex 
portant le spot de la substance radioactive (c() ayant la mobilitd chromatographiquc de la 3- 
chlorotyrosine (mise en dviclcnce des substances B l’aidc clu reactif 5 la ninhydrine). CZichd de dvoilc : 

radioautogramme du chromatogram me prdcbdent avant rbv61,stion B la ninhyclrine. 

DISCUSSION 

Comme le mo~tre ‘nettement l’ensemble des rdsultats rapport& pr&ddemment, la 
tyrosine se transform& en 3-chlorotyrosine au tours de l’hydrolyse chlorhydrique 
d’une faible quantite de protdine radioactive. En effet, la substance du spot cz qui est 
toujours prdsent dans les chromatogrammes d’hydrolysats chlorhydriques de prothine 
et qui ne correspond B aucun aminoacide nature1 connu, a les lkopriWs: 

(I) d’un aminoacide: r6action positive & la ninhydrine; ..’ 
(2) d’une substance aromatique : isolement sdlectif par chromafographie sur 

charbon dans les m&mes conditions que les aminoacides aromatiques; 
(3) d’un d&iv& de la tyrosine : la teneur en tyrosine d’une prot6ine n’dtant constant 

d’un hydrolysat S l’autre (quelle que soit l’importance de la substance a) que si l’on 
admet, pour le calcul, que la substance a est un produit de transformation simple de 
la tyrosine ; 

(4) de la 3-dhlorotyrosine: par co-chromatographie, le spot radioactif de la 
substance a se sup&pose dans ses moindres details au spot violet (rdv6lation L la 
ninhydrine) de la 3-chlorotyrosine de synthke. 

Cette transformation partielle de la tyrosine en 3-chlorotyrosine au tours de 
l’hydrolyse chlorhydrique est due vraisemblablement au &lore libre contenu dans 
l’acide. 11 faut cependant signaler, que dans certains cas, un pourdcntage trGs 6lev6 de la 
tyrosine est transform6 en 3-chlorotyrosine (voir espkience 8, g, IO, II du Tableau I). 

Si cette trarisformation apparaPt tr6.s importante dans le cas gui nous intkesse, _.. 
c’est que la quantit6 de proteine soumise A l’hydrolyse est faible par rappori A la 
quantitk d’acide mis en jeu (environ roe ,~g de protGine/ml d’acide chlorhydrique 

Bibliogmphie p. 533, 
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6 IV). Ce sont les conditions habituelles de travail lorsqu’on manipule sur de faibles 
quantit6s de prot&nes (400-600 pg; 12 PC) h haute activitk radioactive spkcifique en 
vue de leur analyse par chromatographie quantitative sur papier. 

Lors de l’hyclrolysc de faibles quantit@s de protdines rsclioactives par l’acide chlorhydrique, on 
observe la formation de 3-chlorotyrosine. 

C’est seulcment en tenant compte dc cette transformation que les Asultats obtenus pour la 
tcneur en tyrosine d’unc protdine sont idcntiques d’un hydrolysst ZL l’autre, 

Y 

SUMMARY 

During the hydrolysis OE small quantities of radioactive proteins with hydrochloric acid 3-chloro- 
tyrosine is formed. 

Constant values for the tyrosinc content of a protein can only be obtained if this transforma- 
tion is taken into account. 
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