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- Les dinitrophénylaminoacides (DNP-aminoacides) sont des dérivés fréquemment
- employés dans la chimie des protéines. En effet, le r-fluoro-2,4-dinitrobenzéne

(FDNB) se fixe facilement a

* Avec la collaboratxon technique de Mlle M, T, Picqus
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» la température du laboratoire et en milieu légérement
alcalin sur les groupes e-aminés libres d'un acide amme, d'un peptide ou d’une protéine.
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 Au cours de cette condensation, le radical dinitrophényle peut également se fixer surles
‘groupements thiol .de la cystéine et phénol de la tyrosine, les groupes w-aminés des
acides diaminés, ainsi que sur le noyau imidazole de I’histidine. L’arginine, les amides des
ac1des dicarboxyliques donnent un dérivé monodinitrophénylé sur leur groupe a-aminé.

- De trés nombreux dinitrophénylaminoacides (DNP-aminoacides) sont éthérvo-
solubles Cependant quelques uns, comme l’z-mono-DNP-arginine, 'acide DNP-
cyste1que 1I'a-DNP-histidine, 1’e-mono-DNP-lysine, 1’0O-DNP-tyrosine, la S-DNP-,‘
cysteme Yimidazole-DNP-histidine, sont Zzydrosolubles.

‘La détermination de 'acide aminé porteur d'un groupe a-aminé libre et en position
terminale dans une chaine peptidique s'effectue trés souvent par la rnethode des
: dm1tropheny1am1noac1des de SANGER.

‘D’autre part, les acides aminés d’un hydrolysat total ou d'un hydrolysat en-v
zyrneytxque (action de la carboxypeptidase ou de la leucine-aminopeptidase) de’
protéine peuvent &tre identifiés et dosés sous la forme de leurs dérivés dinitrophénylés.

L’identification et le dosage des DNP-aminoacides constituent donc des pro-
blémes analytiques prlmordlau\ Les méthodes de separatmn sont principalement
 chromatographiques. :

De nombreuses techniques de. chromatographle sur colonnes ont été decntes
chromatographie sur gel de silice (SANGER’8, PORTER ET SANGERY); sur gel de silice
" tamponné (BLACKBURN!2, MIDDLEBROOKY) ; sur Kieselguhr (M1LLs%, BRAUNITZER ET
"REUTHER); sur Hyflo-Super-Cel tamponné (BELL ¢¢ al.7); sur acide silicique, Celite

(GREEN ET KAvS!), Mais il est beaucoup plus commode de se servir de la chromato-

graphie de partage sur papier. D’assez nombreux systémes solvants de valeur inégale

ont été proposés Actuellement, les séparations sont facilement obtenues a l'aide
" de plusieurs types de chromatographle bidimensionnelle dont nous décrirons plus loin'
'les modalités. Des méthodes de chromatographie en phase inversée ont également été
publiées: sur caoutchouc chloré (PARTRIDGE ET SWAIN®S), sur papier acétylé (BURTONS), -

B. PREPARATION DES DINITROPHENYLAMINOACIDES

- Les préparations des DNP-aminoacides de référence ont été décrites dans les articles

de SANGER", PORTER ET SANGERY, Levy ET CHU\IG“ FRAENKEL-CONRAT, HARRIS‘
ET LEVY®, et Rao ET SOBERY. : ‘
- La préparation et les caractéristiques phys1ques de trés nombreux DNP-amino-

‘ ac1des éthérosolubles sont rassemblés dans les articles de Rao ET SOBERY et de

I‘RAENKEL-CO\IRAT HARRIS ET LEVY?,

a. Procédés génévaux de synthése

' Deux procédes commodes de synthése sont & retemr

'I. Pwocédé de LEVY ET CHUNGS

La condensatwn se fait en milieu aqueux et & 40°. L’am1noac1de (10 mmoles) et 1e
carbonate de sodium anhydre (2 g) sont dissous da.ns 40 ml d’eau 4 40°. Le ﬂuoro-‘

‘ szlwgmj;hwp 269[271
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~dinitrobenzéne (IO mmoles) est a]oute et le melange est agité vigoureusement, la

tempéra.ture étant maintenue 4 40°. Les gouttelettes de fluorodinitrobenzéne en
‘suspension disparaissent au bout d'une demi-heure environ, ce qui marque la fin de

la réaction. L’acidification (acide chlorhydrique concentré 3 ml) de la solution orange
permet la ‘précipitation du DNP-aminoacide, dont la cristallisation est amorcée

~ par frottement. La recristallisation du DNP—a.mmoamde se fait & partir de mélanges
- solvants spéciaux (voir Tableau I). |

TABLEAU I

SOLVANTS POUR LA PURIFICATION ET LA CRISTALLISATION* DES DNTP-AMINOACIDES
(D’'aprés Rao ET SOBER??)

. Ether—éther de pétrole (E:30~70°) L-Alanine, acide pL- et L-g-aminobutyrique, pL- et L-valine,
‘ acide pL- et L-glutamique, L-norvaline, L-isovaline, pL- et
vL-leucine, DL-, D- et L-glloisoleucine, DL- et L-thréonine,
pL- et L-allothréonine, bpL-méthionine, DL-éthionine, L-
cystine, = S-benzyl-L-cystéine, L-phénylalanine, bpL- et
L-proline, hydroxy-L-proline, acide DL-pipécolique
Méthanol aqueux ‘ Glycocolle, DL- et L-sérine, L-asparagine, L-glutamine
© ‘Acétone aqueuse Acide y-hydro-«cy-L-a-ammobutynque, acide g-hydroxy-L-
. a-aminocaproique, acide L-a,y-dlarmnobutynque L-arginine,
© di-DNP-histidine’

Acétone—éther | ' - O,N-Di-DNP-L-tyrosine, L-tryptopha,nne, di-DNP-L-lysine
Acétone—éther de pétrole Di-DNP-L-ornithine ‘
Lthanol aqueux B-Alanine

. ¥ En général, les DN P-bL-aminoacides cristallisent plus facilement que les dérivés correspon-
dant de la série L, notamment pour l’acide glutamique, la méthionine, la leucine et la tyrosine.

Les dérivés bis-dinitrophénylés (cystine, tyrosine, lysine, hiétidine) exigent un nom-
bre ‘de millimoles de fluorodinitrobenzéne double de celui de l'acide aminé. La
quantité de carbonate de sodium est portée & 4 g dans le cas de la cystine et de la

lysine et & 3 g dans le cas de la. tyrosme, de lhlst1d1ne de l'acide aspartique et de
l’amde glutam1que.

2. Pyocédé de RAO ET SOBERY

- La réaction de condensation est réalisée en agitant ’acide aminé avec le fluorodinitro-
| benzéne en présence d’'un léger excés de bicarbonate de sodium pendant 2 a5 h dans
I’éthanol & 50% et 4 la température du laboratoire (il est recommandé d’effectuer les
'condensatlons ainsi que tous les stades de-la préparation i I’obscurité). L’alcool est
éliminé a la température du laboratoire et 'excés de fluorodinitrobenzéne extrait
‘par: agitation trois fois avec de l'éther. La solution aqueuse est acidifiée jusqu’a
) réaction nettement acide par de l'acide chlorhydrique 6 N. Le précipité ou I'huile
qui se sépare est lavé plusieurs fois avec de petites quantités d’eau glacée. :

‘ (4) Cas des. DN P-aminoacides précipités sous forme &'huile.. Procede valable pour
les acides aminés. suivants de la série L: valine, alanine, acide oc-a.mmobutynque,
norvahne, 1sova11ne threorune, allothreonme leucine, 1soleuc1ne allmsoleucme
,'hydroxyprolme, phenylala.mne, acide aspart1que ‘cystine, a.1ns1 que l'acide. DL~

Bibliographie p. 26g9[271. Sy SCETTE
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gluta.mlquc la DL-prolme, la pL-thréonine, la DL-méthlomne la DL-ethlonme 1 ac1de
: DI.-oc-ammobutyrlque, la pr-valine, I'acide pL-pipécolique, la D-thréonine, - .
| La substarnce est dissoute dans un grand volume d’acétone et I’on séche la solution
sur sulfate de sodium anhydre. Aprés filtration, on concentre la solution & un petit
volume. On ajoute un volume égal de benzéne 4 la solution acétonique et on précipite
le DNP—am1noac1de par un excés d’éther de pétrole (E: 30-75 °), Le dérivé est séché
sous un courant d’air, dissous dans I’éther et précipité avec de 1’éther de pétrole.
V'L’eta.pe éther—éther de pétrole est répétée plusmurs fois ]usqua ce que le DNP—‘
aminoacide cristallise & basse température.
(i7) Cas des DN P-aminoacides précipités sous forme solide. Glutamine, L-sérine, -
| L-‘cyrosme, L-tryptophanne, L-arginine, L-histidine, acide L-oc,y-dlamlnobutynque,
. L-ormthlne, L-lysine, acide y-aminobutyrique et L-asparagine, : :
Les précipités sont lavés A ’eau glacée et cristallisés 4 partir de solvants appro-
. priés (voir Tableau I). '

b. Cas pavticuliers de synthése
| '1' Aczde DNP-L-vlutamzque

(z) Procédé de Rao ET SOBER%®. A cause des difficultés de cristallisation, les .
, ‘auteurs partent de la DNP-glutamine, facilement cristallisable, qui est hydrolysée ‘
"une nuit avec 1o fois le volume d’acide chlorhydrique 6 IV et chauffée au bain-marie
' ]usqu’a ce que le produit passe en solution. La solution refroidie 4 la température du
laboratmre est placée ensuite dans un congélateur jusqu’a ce qu'une huile visqueuse
jaune se sépare, qui cristallise aprés un séjour de plusieurs semaines dans le froid.
Le DNP-aminoacide, lavé a ’eau et desséché sur P,O; dans le v1de se presente sous
‘forme d’un solide jaune hygroscopique. '
- (77) Procédé de LEVY ET CHUNG®, L’acide L-glutamlque (2.9 g) et le ca.rbonate de

; sodlum anhydre (6.0 g) sont dissous dans 100 ml d’eau & 40°. Le fluorodinitrobenzéne
(3.7 g) est ajouté et le mélange ag’ité vigoureusement par un agiteur magnétique, la
 température étant maintenue a 40° pendant 30 min. Aprés acidification pardel’ acide

' chlorhydrlque concentré, 'acide DN P-glutamique recueilli est recristallisé du melange :
chloroforme—acetate d’éthyle (F: 134-136°). : |

)
2. Derwes de 2 Wistidine - »
(1) oM ono-DNP-kzstzdme (composé presentant une réaction de Pauly positive

et'ne donnant pas la réaction a la ninhydrine). Le dérivé monosubstitué en position
o de l'histidine s’obtient en faisant réagir 0.5 molécule (ou moins) de fluorodinitro-

benzéne et 1.0 molécule d’histidine. Le mode opératoire adopté par RAMACHANDRAN
"ET McCONNELL®. est le suivant: 1.9r17 g (0.0r mole) de monochlorhydrate de - :
" histidine et 8.4 g de bicarbonate de sodium sont dissous dans 200 ml d’eau et on ajoute

S o. 453 g (0.0025 mole) de fluorodinitrobenzéne dans 25 ml d’éthanol. Aprés un contact
de T:h' 4 la température du laboratoire, le volume est redult sous vide & 50 ml et le
pH ajusté & 6.5 par de 'acide chlorhydrique pur ajouté avec précaution. Le premplte"
“est éhmmé par filtration et recristallisé a partir d'une solution dansle volume mlmmum
| szlzogmphze p- 269/271. ' ' !
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‘d’éthanol aqueux. Les cristaux jaunes et brillants obtenus aprés 18 h de séjour-a
basse température sont recueillis et séchés sous vide a 60°. F (non corrlge) 278—«2.80
(decomposﬂ:lon) ‘ : - :

- (27) Dz-DNP—hzstzdme (voir plus haut) Le dérivé ,dmltrophen'yle ] obtlent en
faisant réagir un exceés de fluorodinitrobenzéne (2.5 moles par molécule d’histidine
‘d’aprés RAMACHANDRAN ET MCCONNELLSS), Cristallisation & partir de I'acétone aqueuse.
| (¢12) Imidazole-DN P-histidine (composé non  coloré donnant une coloration .
brune a la ninhydrine et ne présentant pas la réaction de Pauly). La synthése est
faite 4 partir de l'a-acétylhistidine (synthése de BERGMANN ET ZERVAS®). Aprés
dinitrophénylation,” on  hydrolyse ' l'a-acétyl-mono-DNP-imidazole-histidine par
’acide chlorhydrique a 209% & l’ébullition (MARGOLIASH3), On peut également
~ obtenir I'imidazole-DNP-histidine aprés hydrolyse du peptide DN P-histidylhistidine.
- Mais I'hydrolysat contient egalement de la di-DNP-histidine -et aussi parf01s de.
I’s-mono-DNP-histidine.

3. O-DNP-tyrosz'ne (synthése de SANGER™) |

La N-acétyl-L-tyrosine (0.55 g) (DU VIGNEAUD ET MEYER®2) est traitée en milieu
- bicarbonaté pendant 4 h avec 2.0 g de chlorodinitrobenzéne dissous dans 1’éthanol.
- Aprés acidification, il se sépare une huile qui cristallise partiellement. L.a N-acétyl- -
O-DNP-tyrosine est hydrolysée 3 h A reflux avec de l’acide chlorhydrique 4:20%.
Apreés refroidissement et évaporation a4 un petit volume, on obtient un précipité
qui est séparé par filtration, dissous dans l'acide nitrique dilué chaud et neutralisé
- avec de la pyridine, tandis qu’il est encore chaud. L’O-DNP-tyrosine cristallise en
aiguilles blanches contenant 1 molécule d’eau de cristallisation (F: 202°).

4o o-M onb-DNP-arginz‘ne (PORTER ET SANGERY)

La condensation se fait en milieu éthanol aqueux. 3 moles d’acide aminé, 1.1 g de
‘bicarbonate de sodium sont dissous dans 14 ml d’eau. On ajoute 1.1 g (6 mmoles) de
- fluorodinitrobenzéne dans 28 ml d’éthanol. Le mélange est agité zh ala ‘température
du laboratoire et concentré pour éliminer 1’éthanol. -

- Aprés enlévement de I’éthanol du milieu réactionnel, le résidu est traité avec.de
~ leau: la DNP-argmlne est insoluble. Aprés filtration, elle est lavée & I’éthanol et &

I’éther. Elle est recristallisée & partir d’une solution d'acide chlorhydr1que dllue, qui
‘est neutralisée par I'ammoniaque.

_ 5 Demves de I’ ornithine

- (2) e-M ono-DN P-ornithine. Aprés d1n1trophenyla.t10n de la 6-benzoyl-orn1th1ne
(SANG]:R") ‘on hydrolyse ’¢-DNP-§-benzoyl-ornithine.

Le monochlorhydrate de pr-ornithine (0.3 g) (dérivé préparé é. pdrtlr du blchlor-
hydra.te par la méthode.de RIVARD™) est converti en son complexe cuivrique (voir
* . plus loin, paragraphe 5 (ii)) et la solution refroidie est benzoylee de la maniére habi-
- tuelle par 0.32 ml de chlorure de benzoyle et en presence de 6 ml - de NaOH N.Le
‘ derlve bcnzoyle msoluble est séparé par ﬁltratlon mis en suspensxon dans 2 ml d’eau‘

szlzogmﬂne P 269/2 ' "
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et tralte par 1 hydrogéne sulfuré. La solutmn est portée a I’ ébullition et filtrée chaude
‘ Aprés concentration du filtrat a 5 ml environ, la 6-benzoy1-DL-orn1th1ne crlstalhse
(0.14 g). Elle est mise en suspensmn dans z ml d’eau contenant 0.3 g de bicarbonate
. de sodium et agitée pendant 2 h avec une solution de 0.2 ml de ﬂuorodmltrobenzéne :
dans 4 ml d’éthanol. Aprés élimination de I’éthanol sous pression réduite, l’excés de
ﬂuorodmltrobenzéne est enlevé par l’ether sulfurique et la solution est acidifiée.
L’oc-DNP—6-benzoy1-DL-orn1th1ne premplte immédiatement sous la forme d'un solide .
| amorphe (rendement = 0.2 g). L’enlévement du groupe benzoyle se fait par chauffage
. pendant 4 jours & 105° dans un tube scellé sous vide avec un mélange de 2 ml de HCI
10 N et de 2ml d’acide acétique pur cristallisable. Aprés refroidissement, la solution est
évaporée A siccité et le résidu dissous dans I’eau. Le produit non hydrolysé (quelquefois.
en quantité importante) est extrait par l’acétate d’éthyle et, aprés neutralisa.tion
de la solution aqueuse avec de la pyridine, ’e-DNP-ornithine cristallise (F: 227°). "
© Plutdt que d’avoir recours & la technique précédente, nous préférons d1n1tro-
- phényler la 8-carbobenzoxy-pr-ornithine (voir paragraphe 6 (i), la préparation de
'1’a-carbobenzoxy-lysme) et enlever le groupement carbobenzoxy par hydrolyse par
l'acide chlorhydrique 5.6 N & 100° pendant 24 h. - L
(¢9) 6-DNP-L-ornithine. Elle se prépare par d1n1tropheny1at10n du complexe,
cu1vr1que du monochlorhydrate de la L-ornithine (SANGERY). ‘ ’
-+ o.x g du monochlorhydrate de r-ornithine est dissous dans 5 ml d’eau chaude et
‘ tra1te par un excés de carbonate de cuivre. Aprés filtration, la solution est evaporée
jusqu’a un’ volume d’environ z ml et on ajoute 0.3 g de bicarbonate de sodium et une
“ solution de 0.2 ml de fluorodinitrobenzéne dans 4 ml d’éthanol. Le melange est agité’
 pendant z h ala température du laboratoire. Le complexe cuivrique de la §-DNP--
~ornithine précipite sous la forme d’'une poudre verditre. Aprés ﬁltratlon et dissolution
~ dans Yacide chlorhydrique dilué, la solution est traitée par de lhydrogéne sulfuré et
filtrée sur charbon. Aprés concentration, le chlorhydrate de 8-DNP-vL-ornithine: cris-
tallise. Il est recristallisé & partir dune solution dans I’acide chlorhydrique N (F:
- 228°, decomp051t1on) ‘ : : ‘ L
(#92) Di-DN P-ornithine. Elle s’obtient facilement par les méthodes cla.351ques
(excés de ﬁuorodlmtrobenzéne) '

“6 Derwés de la lysme

(2) oc-Mono-DNP-L-lysme Elle peut étre obtenue par dinitrophénylatio‘n de

 l'e-benzoyl-lysine, ,de ’s-acétyl-lysine ou de l’s-carbobenzoxy-lysine, suivie. d’une
hydrolyse spécifique du groupe protecteur du radical g-aminé. : ‘ i
e-Benzoyl-lysine (SANGER™). La méthode est peu commode. :
- ‘g-Acétyl-lysine. Ce dérivé est préparé par la méthode de NEUBERGER ET SANGER®,
‘ Aprés dmltrophenylatmn de l’g-acétyl-lysine, - l’oc-DNP-s-a cétyl-lysine est extraite
par l'éther de la solution “acide. Le déblocage du groupe acétyl se fait par l’acide
chlorhydnque 6N pendant 2h sous pression (‘‘r5 lb. steam pressure”) L’acide est
chassé sous ‘pression réduite et l’oc-DNP-lysme est prémpltée par la pyrldme ( FOLK27)
(1‘ 270 décornpos1t10n) : T : ‘ : :

- szhogmj)kw 1) 269/271‘
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e-C arbobenzoxy-L—lysme Ce dérivé est prepare soit parla methode de BERG‘VIANN‘
et coll 9, soit. par la méthode de NEUBERGER ET SANGERSL,

Le monochlorhydrate de lysine (1.8 g) (préparé-a partlr du d1chlorhydra,te par la.
. méthode décrite par RICE’Z) est traité en solution aqueuse & chaud par un excés de
' carbonate de cuivre. L’excés de carbonate de cuivre est éliminé par filtration. On
" ajoute 5 ml de soude 2 N et la solution bleu foncé est refroidie dans la glace. Le
" chlorure de carbobenzoxy (2 ml) et la soude 2 NV (10 ml) sont ajoutés en ro portions
pendant 30 min sous agitation, en refroidissant et en prenant soin que la solution ne
~ devienne trop alcaline. Le complexe cuivrique de I’ s-carbobenzoky-lysine précipite.
. Aprés ﬁltratmn il est lavé & I’éthanol et al'eau et mis en suspension dans 20 ml d’eau.
‘On fait passer un courant d’ hydrogéne sulfuré. La solution portée & I’ébullition est
~ filtrée chaude et ! e-carbobenzoxy—lysme cr1stalhse en fines aiguilles. Onla recr1sta.lhse
‘de sa solution aqueuse.
‘ La d1n1trophenyla.t1on de l’¢-carbobenzoxy-lysine s’effectue par les méthodes
habituelles et 1’hydrolyse de l'a-DNP-g-carbobenzoxy-lysine est réalisée en mlheu ‘
chlorhydrique 5.6 N pendant 16 h, & 100° : :
(#2) e-Mono-DNP-lysine. Sa prepara,tlon se fait pa.r d1n1tropheny1at10n du
complexe cuivrique du monochlorhydrate de L-lysine (PORTER ET SANGERY),
| -La r-lysine (0.5 g) est dissoute dans 10 ml d’eau et le carbonate de cuivre est
a]oute lentement a la solution bouillante. L’excés de carbonate de cuivre est éliminé
par ﬁltra.tlon On ajoute un excés de bicarbonate de sodium et une solution de 1.5 g
de ﬂuorodlmtrobenzéne dans 20 ml d’éthanol. Le mélange est agité 2z h 4 la température
- du laboratoire. Le précipité jaune verdatre est recueilli par filtration, lavé a leau,
& I’éthanol et & 1’éther. Il est mis en suspension dans 5 ml d’eau et une quantité
‘suffisante d’acide chlorhydrique IV est ajoutée pour obtenir une solution claire. La
- solution est refroidie dans la glace et on fait passer un courant d’hydrogéne sulfuré
pendant 2 min. On ajoute une trace de charbon et le mélange est immédiatement
. filtré. Lefiltrat est évaporé rapidement A siccité sous pression réduite. Le prodult est
cristallisé & partir de sa solution dans l’acide chlorhydrique & 20%.
(247) Dz-DNP-lysme Elle est obtenue facilement par les méthodes cla551ques

(voir procédé de LEvy ET CHUNG, paragraphe B, a, 1, p. 226). Elle est recristallisée
» du metha.nol aqueux.

: 7. Dérivés de la cystine

() Mono-DN P-cystine (BETTELHEIMI?). 1.2 g de L-cystine et 2 g de carbonate de

sodium sont dissous dans 50 ml d’eau; on ajoute 0.9 g de fluorodinitrobenzéne dissous

. dans 5 mld’éthanol. Apres 2o min d’agitation, le pH est ajusté a7 par de I’acide chlorhy-

~ driqueetla cystlne non dinitrophénylée précipite. La solution est de nouveau acidifiée

et concentree Le chlorure de sodium est preC1p1te par l'acétone. Aprés- dessication,

. le res1du est lavé a I’éther et cr1stall1sé de sa solution aqueuse (F: 187°, non cornge)

| (w) Dz-DNP-cystme Elle est préparée par les méthodes classiques. Sa cnstalh-

- sation peut se faire a partlr de l’éther monoeththue de I'éthyléne-glycol aqueux.

'On'la recrlstalllse de sa soluta.on dans l'acide acethue dilué (PORTI:R ET SA\IGI:R“")
-“szlzogmj:hw b 269/271 ‘



- (#49) S-DNP-cysteme Apres d1n1tropheny1at10n du glutathlon redult I hydrolysat
. total contient la S-DNP-cystéine (hydrosoluble) et I’acide DNP—glutamlque (ethero-‘
soluble) (HAusMANN, WEISIGER ET CRAIG®2),
o “(¢v) Acide DN P-cystéigue (sel de potassium). Pour obtemr ce dérivé d1n1trophenyle‘
hydrosoluble il est commode d’oxyder par 1’ac1de perforquue la d1-DNP-cyst1ne‘
‘ ,(BETTJ:LHJ:IMW)
| On oxyde 0.2 g de di-DNP-L-cystine par toml d’ acide perforrmque (9 ml d’amde“
formlque pur + 1 ml d’eau oxygénée & 110 volumes) pendant 30 min. La solution est
- évaporée a siccité, et le résidu est dissous dans un peu d’eau. La solution est a]ustee‘
a pH 6.avec de la potasse et crlsta.lhse par addition d’éthanol et d’éther. :

| C. DINITROPHENVLATION D'UN HYDROLYSAT DE PROTEINE (Tableau II)
a. Hydrolyse de la protéine

34 5 mgde protéine sont hydrolysés en tube scellé sous vide par 1 & z ml d’acide
chlorhydrique 5.7 N* 4 105° pendant 24 h**. L’acide chlorhydrique - de 1’ hydrolysat
est trés smgneusement ehmme '

b Condensation avec le ﬂuorodzmtrobenzene extraction des dérivés dinitvophénylés

leferentes ‘modalités de condensatlon des acides aminés avec le ﬂuorodlmtrobenzéne
~ ont été decntes. On peut effectuer la réaction soit en m111eu aqueux, so1t en m111eu
hydro-alcoohque

= Reactwn de condensation en miliew aquemc (LEVY et al.%)

(z) Condmte de la véaction. L’ hydrolysat (3 a 5 mg dans 3 ml) est placé dans une‘
‘ cellule de synthese (voir Fig. ). On ajoute 0.1 ml de chlorure de potassium 3.x N et
le contenu est ajusté a pH 9.0 (env1ron 40 umoles de NaOH 0.z N). La solution est :
saturée en ﬁuorodmltrobenzene 4 40° par agitation vigoureuse avec un léger exces
g (env1ron 0.1 ml) de réactif. Le pH est maintenu 4 g pendant 8o min par des additions
| 1nterm1ttentes de soude 0.2 N. Cette opération peut étre effectuée commodement au
‘moyen d'un autotitrateur de JACOBSEN ET LEoxN1s¥, - : i
' La cinétique de la réaction peut étre suivie en mesurant la consommation de.
- soude (Fig. 2). Etant donné que le fluorodinitrobenzéne est en excés, le milieu reacf
tionnel reste saturé en réactif et la‘formatio'n de dinitrophénol*** est constante dans )

* L’acide chlorhydnque est préparé en dlstlllant 3a 4 fois da.ns un apparell en verre un mélange ‘
a.zéotropxque d’acide chlorhydrique et d'eau.

. ** Habituellement la durée de lhydrolyse est de 24 h; i1 peut etre intéressant d’ eﬁectuer le
dosage des acides aminés sur plusxeurs séries'd’ hydrolysats obtenus & des temps chfférents (24 et
‘ 48 h par exemple).

, * Outre la réaction.de condensatxon avec les acides ammés [FDNB + HzN-CH(R) COOI—I -
‘ DNP—I—IN CI-I(R) COOH +- HF], il se prodmt «e’aga.lexrneni~ une hydrolyse alcaline 'du réa.ctxf R

OzN—C>—1‘ + I-I OH —>. HF ~+- OzN—<‘>—OH (dxmtrophénol)
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le temps ‘(o‘.o44.,~ umole/ml/min) (LEVY#). L'extrapolation au femps zéro de la pente

* finale de la courbe linéaire qui- résulte de la formation du dinitrophénol indique le

nombre de. ,umoles de soude consommées au cours de. la reactlon de condensation

" avec les acides aminés (Flg 2)

NaOH (pemoles)

J ‘ Ag'itateur

El. calomel

H = HT Bl verre
2 36 60 S0 Temps(mm)
- Fig, 1. Cellule de synthése pour ~ Fig. 2. ‘Etude graphique de la consommation de soude au
ledinitrophénylation des acides . cours de la dinitrophénylation. L’ extrapolatlon au temps’
aminés. El. verre = électrodede zéro de la pente finale de la courbe, qui résulte de la =
verre; El. calomel = électrode formation du dinitrophénol, indique le nombre de umoles

au calomel. . de soude consommées au cours de la réaction de conden-
o sation avec les acides aminés,

- FRAENKEL-CONRAT ET SINGER?® ont décrit également une réaction de conden-
sation dans du tampon carbonate & 5% de pH 9.3 pendant 3 h & 40°. La quantité de
fluorodinitrobenzéne est de 15 ul pour 2 mg d’'acides aminés.

(¢2) Extraction des dévivés dinitvophénylés. Lorsque la réaction de condensatmn‘

est terminée, le contenu de la cellule est versé quantitativement dans une ampoule &
. décanter et extrait avec de1’éther privé de peroxydes* (24 4 fois 5 ml) pour éliminer
ky,l'exéés de fluorodinitrobenzéne. Ensuite, le mélange est acidifié (0.5 ml de HCI 5 IV)

et les DNP-aminoacides éthérosolubles sont extraits par de l’éther (5 fois 5 ml).

Levyd preléve des parties aliquotes de la solution éthérée (3 parties de 2 ml) qui sont
évaporées 4 sec. Leés résidus secs sont dissous dans l’acétone et leur solution est

déposée sur des feu111es de papier Whatman No. 1. Nous préférons le mode opératoire

suivant.

. La phase éthérée est concentrée soigneusement dans des capsules de verre
jusqu’d un volume réduit; la couche éthérée, qui surnage au-dessus de quelques

By gouttelettes d’eau, est versée quantitativement dans des récipients spéciaux (Fig. 3)

‘en vue de la sublimation du d1n1trophenol (technique personnelle dérivée de celle de‘

- MiLLs, voir plus loin).

Pour éviter la transforma.tlon de la DNP-rhethmrunc en DINP-méthionine- éulfone, il est

~:~mdlspensab19 d’employer. de l'éther privé de peroxydes. On peut le distiller sur du chlorure

- stanneux, puis on le lave avec une solution de carbonate de sodium & 209% et avec.de I’eau; on’

le conserve sur.du sulfate ferreux pulvérisé, a ’abri de la lumiére. On peut aussi pr1ver 1 éther de

‘ peroxydes par passage sur une colonne d’alumine activée (DASLER ET BAUERM) A
& ‘szlwgmphw P 269/271 ‘
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La phase aqueuse restant aprés1’extraction des DNP-ammoamdes étherosolubles :
‘ cont1ent encore l'a-mono-DNP-arginine et I'a-DN P-histidine (et eventuellement
Tacide DNP-cystelque)* Elle peut étre traitée de différentes.facons. : ‘
' D’aprés LEvy®, la phase aqueuse est diluée & 10 ml et des parties ahquotes

(3 fois 1 ml) sont évaporées & sec. Aprés dissolution dans un volume connu d’acétone, °
- la solution de DNP-aminoacides est déposée sur des feuilles de papier Whatman No. 1.

. Nous préférons, comme KocH ET WEIDEL®, extraire plusieurs fois la phase ’
‘aqueuse restante par un mélange 4 volume égal de sec.-butanol et d’acétate d’éthyle.
Aprés dessication, les DNP-aminoacides hydrosolubles sont dissous dans un volume
connu (3 ml, par exemple) d’ acétone**. Des parties ahquotes de cette solutlon (50 a.
‘150 ul) sont déposées sur du papier Whatman No. 1.

2. Reactzon de condensation en milien kydm--alcoolzque

Pour obtenir la transformation totale de Ihistidine en di-DNP-histidine, en ev1tant la -
formation d’a«-mono-DNP-histidine (voir plus haut), FRAENKEL-CONRAT ET SINGER®
* ‘réalisent la condensation avec le fluorodinitrobenzéne en milieu hydro a.lcoollque
suivant les modalités techniques suivantes. ' ‘
La condensation s'effectue dans un milieu contenant o. 7% de blcarbonate de
sodium, I. 7% de fluorodinitrobenzéne et 67% d’éthanol, pendant 8o min a 20--25°. -
L’excés de fluorodinitrobenzéne est extrait &4 I’éther aprés évaporation de la plus
grande partie de I’alcool. Le milieu réactionnel est ensuite acidifié¢ (aux environs de
pPH 1-2) et extrait d’abord a I’éther privé de peroxydes, puis 4 ’acétate d’éthyle qui
: perrnet I'extraction quantitative de la di-DNP-histidine. La phase aqueuse restante
~ ne contient que 'a-mono-DNP-arginine et éventucllement l'acide DNP-cystelque
Nous préférons utiliser le mode opératoire suivant. :
L hydrolysat (romgde protéine) est dissous dans 5 ml d’eau bidistillée amenée et ,
;malntenue 4.40° On ajuste a pH g par de la soude N/15 et on ajoute 0.2 ml de fluoro- .
dinitrobenzéne. On agite pendant 15 min & 40° en maintenant le pH a 9. On a]oute
alors 1o ml d’éthanol absolu et on continue I'agitation pendant 9o min 4 40° en
' mamtenant toujours le pH 4 g. Aprés la: condensation, ’alcool est chassé par ventila~:
: »‘tlon d’air fr01d L’excés de fluorodinitrobenzéne est extrait plusieurs fois (5 & 10 fois) -
| par de 'éther privé de peroxydes. Le milieu est acidifié (x ml d’acide chlorhydrique
concentré pur) et extrait de nouveau par 1'éther pr1ve de peroxydes (5 extractlons) ‘
puis par l'acétate d’éthyle (3 extractions). La phase aqueuse résiduelle est extraite
par le mélange & parties égales d’acétate d’éthyle et de sec.-butanol (3 extractions).
-Les extractions par ’éther (en milieu acide) et par I'acétate d’éthyle sont rassem- -
‘blees et évaporées & sec, et le dinitrophénol contenu dans cette phase est éliminé par .

"subhmatlon (voir plus loin la description de la. technique employée) Les DNP- |
E am1noac1des sont dissous dans 2 ml d’acétone AR

. L’acxde DNP-cystuque peut se trouver dans les hyclrolysats totaux de protéme oxydée pa.r f
' ‘1 a01de performique ou dans les hydrolysats totaux oxydés par ’acide performique. '

. - ** Pour faciliter la dissolution des DNP-aminoacides hydrosolublcs on peut ut1hser de l'acétone :
- acide. (acdtone o.9 ml - acide chlorhydnque N o.u ml)
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TABLEAU II . . . ..
DOSAGE DES ACIDES AMINES SOUS LA FORME DE LEURS DERIVES DINITROPHENYLES
{(Méthode de LeEvy13)

Hydrolyse de 'a protéine (24 h ou plus)

Dinitrophénylation
‘En milieu aqueux ‘ En milieu hydro-alcoolique
Extraction éther (excés de FDNB) ‘ ‘ Extraction éther
| Acidiﬁ‘ca.tipn ’ Acidification |
| l
Extraction éther Extraction éther puis acétate d’éthyle
Phase aqueuse Phase éthérée Phase éther - Phase aqueuse
' ‘ . acétate d'éthyle
Extraction ‘ Sublimation du Sublimation du - Extraction
sec.~-butanol ‘ dinitro¢phénol : - dinitrophénol - butanolique
_ + , ‘ ; o ¥
a.céta.te d’éthyle DN P-éthérosolubles” DN P-éthévosolubles  a-Mono-DNP-arginine
‘ -+ +
a-M ono-DN P-arginine ‘ Di-DNP-listidine (facultatif)
et ‘ | Acide DNI;—oystéique

a-Mono-DN P-histidine |

-+ Méthode recommandée
(facultatifs) ‘

Acide DN P-cystéique
Di-DN P-liistidine (?)

* Remarque: On fera attention 3 la di-DNP- histidine, qui peut accompagner en trés faible
quantlté les DN P-aminoacides éthérosolubles. . ‘

Tes extraits butanoliques sont également évaporés & sec, puis dissous dans
l’acétone (T & 2 ml). Des parties aliquotes (correspondant a 0.r-0.3 mg de protéine)
‘des solutions acétoniques des résidus des DNP-éthéro- et hydrosolubles sont déposées
sur des feuilles de pap1er Whatman No. 1.

c. Sublimation du dinitrophénol

L’élimination du dinitrophénol se fait classiquement par sublimation (MiLLs%). Le
dispositif de sublimation que nous utilisons est représenté sur la Fig. 3. Cet appareil
- est congu pour que la distance entre le film chauffé de dérivés dinitrophénylés et la
nsurface de verre refr01d1e (nelge carbomque + acétone dans le réfrigérant) soit tres
«courte._._g : ‘ .
Les extralts ethéres sont pla.ces dans les’ ﬁoles specm.les et évapores a 51cc1te. Sl :
aprés evaporatlon de l’cther, il reste une gouttelette d eau dans la ﬁole, on: place un :
szlwgraplne P 269/271. ’ ' ‘
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chapeau de verre (sans tube réfrigérant) sur le rodage de la fiole. L’eau est facilement -

- éliminée sous pression réduite en quelques minutes. La sublimation du dinitrophénol -

g’effectue & 70-80° (les fioles ne sont plongées dans le bain-marie qu’aprés l'éta-
blissement du vide) pendant 30 min*. o | B

T

1.5 cm

- Fig. 3. Appareil employé pour la sublimation du dinitrophénol. Le joint conique de 'appareil est
~ un rodage normalisé 29—42. Le réfrigérant (R) est rempli par le mélange acétone -+ neige car-
bonique. Le chapeau de verre sans refrigérant (partie droite de la figure) permet I’élimination des
gouttelettes d’eau aprés l'évaporation de la solution éthérée et avant la sublimation elle-méme.

D. DINITROPHENYLATION D'UNE PROTEINE (Tableau III)

La dinitrophénylation d'une protéine a été décrite pour la premiére fois paf SANGER", .
Plusieurs procédés peuvent étre employés. - ‘

a. Technique de condensation avec le fluorodinitrobenzéne

La condensation peut s’effectuer sur les protéines natives, dénaturées ou oxydées. -
~Avec les protéines natives, un petit nombre de groupements g-aminés des résidus
intrapeptidiques de lysine et de noyaux imidazole de résidus d’histidine peuvent ne:
pas étre substitués par le fluorodinitrobenzéne (PORTER®S). Cette absence de réactivité
ne géne nullement la détermination des résidus d’aminoacides en position N-terminale.
Dans le cas de la cystine ou d'un demi-résidu de cystine en position N-terminale -
(cas du chymotrypsinogéne, BETTELHEIM?), il est indispensable de faire I'identification -
sous la forme d’acide DNP-cystéique. On peut pour cela dinitrophényler la protéine
oxydée ou oxyder la DNP-protéine. L'oxydation de la protéine doit étre réalisée -
~d’une fagon trés douce, notamment par les procédés de THOMPSON® et de HIRS‘”‘"_".'

.- " Au cours, de la sublimation, la DNP-méthionine peut étre légérement entrainée avec .le .
dinitrophénol. ‘ ‘ : S ‘ ‘
**.Pour éviter la destruction des DNP-aminoacides, il est indispensable d’éliminer toute trace
d’'eau oxygénée. On peut obtenir ce résultat par précipitation de la DNP-protéine oxydée par .
1’éther privé de peroxydes, suivie par une dissolution dans l'acide formique et une reprécipitation "
4 léther. Cette opération est répétée 3 fois. = 7 ‘ ‘ ‘ : [ A T
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I. Condensatwn en mzlzm etkanol—bzcarbonatc (SANGER™)

La protelne (o. 58 par exemple) et le bicarbonate de sodium (0.5 g) sont d1ssous dans
5 ml'd’eau. On ajoute a la solution ro ml d’une solution éthanolique a45% (v/v) de

fluorodinitrobenzéne et le mélange est aglte mecamquement pendant 2a3h é. I'obscu-

- r1te etala temperature du laboratoire.

“La’ dinitrophénylation d’une protéine insoluble Hécessite la prolongatlon du

‘ ‘temps d’agitation (48 h a 40°, 72 h & 20°) et des additions repetees de blcarbonate de

sodlum et de fluorodinitrobenzéne.
Aprés sa dinitrophénylation totale, la  DNP-protéine est souvent insoluble,

'~ méme en milieu alcalin; d’autre part, apres acidification du milieu, la plupart des

_‘DNP—protemes pré01p1tent Aprés centrifugation, le prec1p1te est lavé plusieurs fois
A l’eau (pour enlever les sels minéraux), a l’alcool jusqu’'a obtention d’un liquide

- surnageant incolore (pou1 éliminer 1’excés de ﬁuorodlmtrobenzéne et 1e d1n1trophenol
formé) et finalement & 1’éther sulfurique.

La conduite de ces étapes de la.vage‘peut étre modifiée suivant les solubxlltes

“pa.rtlcuhéres des DNP-protemes (solubilité dans lea.u de la DNP-salmine et du

DNP-ovocomucmde, qui sont précipitables par un exces d’etha.nol solublhte dans
l'eau et dans l'alcool de la DNP—glycoproteme acide «; du sérum ou DNP-orosomu-

cmde) L'ehmmatlon des réactifs ou des artefacts de condensation peut toujours
‘etre obtenue par dialyse et la solutlon de DNP-proteme peut etre lyophlhsee

2.C ondensatzon en milien aguenx

Levy ET LI"'7 ont decrlt une réaction de condensatlon en mlheu aqueux maintenu a-
PH 8 a l'aide d’un auto-titrateur (modsle JacoBseEN-LEONIS, par exemple). -

La protéine (0.2 umole au minimum) est dissoute dans 3 ml de chlorure de
potassmm 0.1 M 3 40°, Le pH est aJuste et maintenu 4 8 par des additions de potasse

.. 0.05N. Aprés 'addition du fluorodinitrobenzéne (0.1 ml environ), la solution est

- agitée vigoureusement La réaction de condensatioin est ternvinée aprés go 4 120 min

d’agitation: la courbe de consommation de la potasse en fonction du temps s’infléchit

" lorsque la réaction se termine; la pente constante de la courbe correspond alors a

. r hydrolyse du fluorodinitrobenzéne.,

. La DNP-protéine peut rester soluble dans le mlheu réactionnel, qu1 est alors

. (ex‘tralt 3 fois & I’éther pour enlever I'excés de fluorodinitrobenzéne. Aprés acidification,

la- DNP-protéine précipite. Elle est recueillie par. centrifugation, lavée a l'eau, a

‘l’acetone et A I’éther, et séchée sur P,0;.

| 3 C ondensatwn en milieu bzcarbonate—chlorhydmte de guanidine

‘D’aprés PHILLIPSS, on obtient un rendement plus satisfaisant en groupes terminaux
en réalisant la dinitrophénylation en milieu bicarbonate de potassmm et chlorhydrate
de guamdlne Le mode opératoire préconisé est le suivant.. S :

. La protéine est dlssoute dans une solution de chlorhydrate ‘de guamdme 6 M
(concentxa.tlon 20 mg de proteme/ml) On ajoute du bicarbonate de potassmm sohde
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- ala concentratmn de 10—15 mg/ml et du fluorodinitrobenzéne a la concentra.tlon de
o 05—0 I ml/ml Le mélange est agité a 20° pendant un temps qui peut varier de 6 a
24 h. Il est ensuite acidifié, dilué avec 3 volumes d’eau et extrait une fois al éther, les
deux phases étant facilement séparées par centrifugation. :

~ Le précipité de DNP-protéine est lavé a l’eau plusieurs fois par centnfugatwn ‘
Les derniéres traces de réactif et de dlmtrophenol sont éliminées par trois lavages é
I'acétone et un lavage a I'éther. '

b. Détermination de la quantité de protéine dans la DN P-protéine

Pour déterminer le nombre de molécules d’acides aminés en position N-terminale par
molécule de protéme, il est indispensable de connaitre exactement la quantité de
protéme contenue dans la DNP-protéine. En premiére approximation, 80% du p01ds‘
de DNP-protéine correspondent a la protéine initiale. . :
Avec les procédés de synthése décrits plus haut (notamment le procédé de;
conidensation en milieu éthanol-bicarbonate), il est possible d’opérer smgneusement
et quantltatlvement et de tenir compte exclusivement du poids de protéine mis en
oeuvre au moment de la réaction.de condensatlon L s
| ' Il est beaucoup plus commode de doser, dans la proteme et dans la DNP-protéine
obtenue, un groupement. ou un résidu qui n’a pas été modifié par la réaction de
condensation: le groupement amide ne réagit pas avec le fluorodinitrobenzéne et peut
étre dosé simplement et d’une fagon précise. _
Selon SANGER, la DNDP-protéine est hydrolysée dans l’acide chlorhydnque ‘
-2 N bouillant pendant 4 h. Aprés neutralisation, ’ammoniaque libérée est distillée.
dans un appareil de microkjeldahl & 95°, en employant un tampon borate de pH g.5.
Selon TuHoMPsoN®5, la DNP-protéine est hydrolysée g h 4 105° en tube scellé
avec de l’acide chlorhydrique 2 N. Aprés neutralisation avec de la soude 2V 4 pH 5
(vert de bromocresol) I’'ammoniaque est distillée aprés addition de tampon phosphate
0.15 M de pH ro.5. ‘ ‘

-~ Signalons également que le p01ds moléculaire de la DNP-protéine peut étre
calculé lorsque le nombre total de résidus d’acides aminés de la protéine est entlére-
ment connu, en supposant que les résidus intrapeptidiques de lysine, de tyrosme,
d’histidine, de cystéine et tous les résidus en position N-terminale ont été substitués.

11 suffit d’ajouter au poids moléculaire de la protéine la valeur obtenue en multlpllant
par 166 le nombre total de radlcaux d1n1tropheny1e 1ntrodu1ts '

c. H ydrolyse de la DNP-ﬁroteme
I. Hydrolyse totale de la DNP-?rote’me

Les conchtlons d hydrolyse totale de la protéme, en vue de la détermmatlon du
résidu d’acide aminé en position N-terminale, varient suivant les substrats et suivant
la nature de I’acide aminé terminal. Il est nécessaire que 1’ hydrolyse soit assez poussée
- pour que: Thy jdrolysat ne contienne pas (ou peu) de DNP-pepﬁdes et qu elle ne 5011:‘,
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pas trop longue pour éviter au maximum la destruction du DNP-aminoacide terminal

(pour le ‘taux de destrucuon des DNP-aminoacides au cours de l'hydrolyse, voir:
" Chromatograph1e quant1tat1ve paragraphe J, p. 26q9).

 Pour la détermination qualitative du résidu N-terminal, lhydrolyse s’effectue

:habltuellement en tube scellé sous vide (ou sous azote) pendant 16 h & 105 ° en présence

d’acide chlorhydnque 5.7 N red1st111é (voir: Hydrolyse dela protelne paragra.phe C,a,

- p.232).

Ce type d’hydrolyse peut toutefois provoquer une destruction 1mportante de la

. DNP—prohne et du DNP-glycocolle.

L hydrolyse de la DNP-proline pendant 16 h par de I’'acide chlorhydrlque 12N
entraine une destruction de plus de 50%*. Au cours de I'hydrolyse, la DNP-proline

peut former, par rupture du noyau, deux dérivés particuliers, I'acide «-chloro-d-

) - DNP-aminovalérique et lacuie 6-chloro-oc—DNP-amlnovalerlque (voir paragraphe

G, a, 5, p. 253).

Aprés 8 h d’hydrolyse par 1’acide chlorhydrlque 5 7 N, 60% du DNP-glycocolle

sont détruits (PORTER"Y).

Pour éviter au maximum ces destructlons, il est recommandé d’effectuer en plus
de I’hydrolyse a 105° pendant 16 h, deux autres hydrolyses:
- pour le DNP-glycocolle, hydrolyse par I'acide chlorhydrique 5.7 IV 4 h; dans ces

conditions, il est indispensable de préciser si 1’hydrolysat contient des DNP-peptides;

pour la DNP-proline, hydrolyse pendant 4 h par de I’acide chlorhydrique x1.2 N

. (PORTER ET SANGERY, PHILLIPS®), SHEPHERD ef al.®® conseillent également une

hydrolyse de 24 h a4 105° par un melange A parties égales d’ a.01de acétique et d’acide

: chlorhydnque

~La destruction des DNP-aminoacides au cours de l’hydrolyse acide est trés

‘ nettement augmentée en présence de tryptophanne ou de protéines riches en trypto-

“phanne comme le lysozyme (THOMPsON®), La xanthylation du tryptophanne ou de
'la protéine réduit trés nettement le taux de destruction (DICKMAN ET ASPLUND?), le

| ‘ dlxanthyltryptophanne étant stable & I’hydrolyse acide. Il y a donc parfois intérét a

réaliser la xanthylation dela DNP-protéine. La DNP-protéine est dissoute dans de
I’acide acétique & 90% en présence de xanthydrol. Aprés une heure de contact & la

' température du laboratoire, la xanthyl-DNP-protéine est précipitée par l’ether et

. fla.vee a I'éther par centnfugatlon

2. H ydrolyse ﬁartwlle acide de la DNP-ﬁrotéme

Il y a 1nteret parfois a hydrolyser partiellement la DNP—protelne de fac;on a 1soler

et .a déterminer la structure des DNP-peptides de la séquence N-terminale.’ Cette

; shydrolyse partielle peut s’obtenir par ’action de 1’acide chlorhydrique 12 N a 37°
- ou de I’acide chlorhydnque 5. 6N,3NetoxINa 100° pendant des temps Vanables

:l m W

¥ Une hydrolyse par. l’a.mde acét1que a 96% pendant 16 h & 100° détruit Cgalement 50% de la,
DNP-prolme Da.ns ces condxtmns, la DNP-protélne n est pas totalement hydrolysée (SCANES ET
Tozr:nﬂl) ;

szlzogmphwﬁ 269/27: ‘
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! ,‘3 H ydrolyse enzymatzque de la DNP-ybroteme | : '

‘ “Les enzymes proteolythues peuvent  hydrolyser partlellement certaines DNP- .
protéines. Habituellement Ja vitesse de réaction est nettement réduite et le degre'7,
d hydrolyse sensiblement abaissé. L’hydrolyse enzymatique permet egalement
* d’aborder le probléme de la structure des DNP-peptides de la séquence N-terrnmale “
‘Des’ exemples intéressants ont été décrits: par exemple, hydrolyse pepsique de: la

: DNP-r1bonuc1ease (ANFINSEN e al.?), hydrolyse trypsique spécifique de la DNP—']
rlbonuclease oxydée (REDFIELD ET ANFINSEN?), hydrolyse. par la carboxypeptidase |
- d'une 'DNP-protéine en vue de la determmatmn de la séquence C-termmale (WALD—
| SCHMIDT-LEITZ ET GAuss9°) | ’

| Q. Extmctwn des dzmtro;bkenylammoaczdes
3 1 L'xtmctwn a partzr d'un hydrolysat total de protéines

Aprés lhydrolyse, les hydrolysats sont dilués avec de I’eau pour obtenir une concen-
_ tratlon sens1b1ement normale en acide chlorhydrique. L’ hydrolysat dilué est extralt :

4 fois par 5 ml d’éther privé de peroxydes (voir note p. 233). Les extraits éthérés sont’

| fi'laves a.vec de I’acide chlorhydrique 0.1 N (PHILLIPS®) ou bien 3 fois & l'eau (THOMP-

‘SON85) pour éliminer toute trace des dérivés acidosolubles (comme 1’e-mono-DNP- .

lysme) qui peuvent avoir été entrainés au cours de l'extraction. Les extraits etherésn-
o ‘sont concentres et le dinitrophénol qui les souille est éliminé par sublimation sulvant“
yles modahtes techmques décrites plus haut (paragraphe C, ¢, p. 235). Les DNP-

o ammoac1des éthérosolubles sont dissous dans un volume déterminé d’acétone. Une

partie ahquote de cette solution est déposée sur des feuilles de papier Whatman No. 1.
- Les DNP-ammoamdes éthérosolubles’ peuvent contenir des traces de d1-DNP-h1s1:1d1ne"
i lorsque celle-ci existe en pos1t10n N-terminale. Une extraction continue i 1’éther dans
un apparelllage spécial (MILLS) permet d’obtenir également ce dérivé dans la fractlon "
o éthérosoluble. Une extraction par l'acétate d’éthyle, apres l’extractlon etherée,

' ‘_'condult aussi & l'isolement de ce composé, mais il faut se rappeler que ce dermer’
: .‘-solvant peut également extraire des DNP-peptldes eventuellement presents (v01r.

' paragraphe D, d, 2, p. 242). : o
o La phase aqueuse résiduelle de I’hydrolysat contient tous les am1noac1des hbres,
‘ tou]ours des DNP-aminoacides hydrosolubles comme la-mono-DNP-lysme, ro-
DNP-tyrosme (incolore), I'imidazole-DNP-histidine et éventuellement la S-DNP-
/ {cystelne ‘qui’ proviennent des résidus - correspondants, d’aminoacides en position:

‘1ntrapept1d1que On peut également trouver loc-mono-DNP-a.rgmme Vacide DNP-.
. cystéique (hydrolysat oxydé de protéine ou hydrolysat de protéine oxydée), la di=

E _DN P-h1st1d1ne (sil hydrolysat n’a pas été extrait d’une facon continue i T’éther, ou:

par la’ combmalson successive’ éther et acétate - d’éthyle) r oc-mono-DNP-hlstldme,v
lorsque ces res1dus d’amdes aminés existent en position N-terminale dans la proteme

Les derwes dmltrophenyles hydrosolubles peuvent etre extra.lts (mals cen est pas

v.faqueuse restante sont evaporees é. sec, reprlses dans un volume connu d’acétone
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TABLEAU III ‘
DLTERMINATION DE L’ACIDE AMINE PORTEUR D'UN GROUPE a- Amm: TERMINAL LIBRE
(Méthode de SANGER?S)
Dinitrophénylation de la protéine ou du peptide
Hydrolyse chlorhydrique
Dilution de 1’11ydrolysa.t
1
|
Extraction éthérée
| - | Tz
Phase aqueuse 3 modalités différentes  Phase éthérée Extraction Extraction
©) ©) @ ‘ acétate continue
T 7 ‘ d’éthyle éther
Talc acide Extraction - Lavage
‘ sec.-butanol
-+ Concentration
acétate d’éthyle ‘
Sublimation du
dinitrophénol
. , g , 4
retenus © nonretenus Phase Phase DN P~
l organique aqueuse éthérosolubles
DNP- Acides Acides
hydro- aminés aminés
solubles libres libres
DNP- A ¥
hydvro- Concentration Di-DN P- Di-DNP-
solubles™ ) histidine histidine
o+ DN P- (DNP-
Acides hydrosolubles™ peptides?)
aminés ‘ ‘ ‘
libres Acides aminés

libres

* Les DNP-hydrosolubles contiennent:

(1) Dérivés provenant d’acides aminés non-tevminaux: e~mono-DNP-lysine, imidazole-DNP-
histidine (incolore), O-DNP-tyrosine (incolore), S-DNP-cystéine (incolore); éventuellement
(peptides bactériens) d-mono-DNP-ornithine et acide y-mono-DNP-diaminobutyrique.

(2) Dérivés provenant d’acides aminés terminauyx: a-mono-DNP.-arginine, di-DNP-histidine,.

a-mono-DNP-histidine, acide DNP- -cystéique; cas particuliers: a-mono-DNP-lysine, a-mono-
,DNP-o;n1tl11ne, acide ¢-mono-DNP-diaminabutyrique.

(légerement acide si c’est nécessaire) et étudiées en chromatographie de partage sur
papier. La séparation des dérivés dinitrophénylés de la phase aqueuse et des acides
‘aminés libres (tous les acides aminés constitutifs plus quelques molécules de lysine et
‘dhxstldme “non react1ves D) peut étre obtenue sur une colonne de talc (SANGER™),
Le résidu aqueu*c est dissous dans 2 ml d’acide chlorhydnque N et passé sur une
_ colonne (2.5 cm de diameétre) qui contient un mélange de 20 g &’ Hyﬂo-Super-Cel et
' 50' g de talc* 1mb1be d’acide chlorhydrlque N Les acides aminés libres ne sont pas

: * Il est 1nd1spensablc d’éliminer les fines parucules de talc qui génent l'écoulement. Par
' ébulhtmn de la suspension de talc dans l’acide chlorhydrique o.01 N, les fines particules se rassem-

_blent & la surface du liquide et peuvent étre enlevées facﬂement Le lavmgc ‘est répété plusmurs
- fois de suite (BA!LEY ET BETTELHEIMY),

v
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»adsorbes tandls que tous les dérivés d1n1trophenyles (sauf l'acide cyste1que RI:Drn:LD .

ET ANFINSEN?) le sont. Aprés un lavage soigneux de la colonne avec de 1ac1de
‘chlorhydnque (100 ml), les dérivés d1n1trophenyles sont. élués par 4oo ml d’alcool

chlorhydrique (alcool: 4 vol., acide chlorhydrique N: 1 vol.). L’élution peut étre

obtenue également par l’éthanol & 80% contenant 0.3% d’ammoniaque (BAIiEY

ET BETTELHEIM®). L’¢éluat peut étre évaporé. Si le résidu est traité par le fluorodinitro- “

- benzéne, 1'e-DNP-lysine devient de la di-DNP- -lysine, I'O-DNP-tyrosine de la di- :

DNP—tyrosme 1’imidazole-DNP-histidine de la di-DNP-histidine, tandis que I’e-mono-

DNP-arginine n’est pas modifiée. Aprés cette seconde dinitrophénylation, 1’extrait

éthéré du résidu enléve la di-DNP-lysine et la di-DNP-tyrosine, une extraction a
I'acétate d’éthyle peut enlever la di-DNP- histidine, tandis que l'e-mono-DNP-
arginine reste dans la phase aqueuse (voir RoerY FABRE ET D].‘.S\'UI:I LE),

‘2. Extraction d’un hydrolysat partiel de protéine -

Les modalités d’extraction sont identiques & celles des hydrolysats totaux. Des

extractions successives & 1’éther, & l'acétate d’éthyle et au n-butanol (WooLLEYY,

SANGER™) peuvent réaliser un certain fractionnement de base du mélange.

Il est trés importar:t de pouvoir séparer aussi complétement que possible: lcs‘ :

«-DNP-peptides de la séquence N-terminale dont la forme acide est, en principe,

soluble dans les solvants organiques, et les peptides non terminaux colorés ‘en jaune
et contenant de 1'e-DNP-lysine qui sont, en principe, retenus dans la phase aqueuse

par leur groupement aminé libre. Cette séparation n’est malheureusement pas toujours
trés nette (DESNUELLE ET FABRE?, SCHROEDER®),

Les extraits a l'acétate d’ethyle peuvent contenir de ’e-mono-DNP-lysine. Il est
utile de laver les diverses phases organiques plusmurs f01s l'eau et d’étudier 1<1' k

composition de ces liquides de lavage.

~ Les peptides contenant de I'e-DNP-lysine peuvent étre séparés des autres pcptldes' :

non dlnltrophen ylés et des acides aminés libres sur une colonne (1 cm de diamétre' con-’
tenant 5 g de talc lavé & 1'acide chlorhydrique IV (SANGER™). Les peptides contenant

de I'e-DNP-lysine sont fixés sur la colonne. Aprés lavage par l'acide chlorhydrique
N (40 ml', leur élution est obtenue par un mélange d’éthanol (4 parties) et d'acide

chlorhydrique (r partie) ou, de préférence, par de l'éthanol 4 809% contenant o. 3%
da’ ammomaque :

E. DINITROPHENYLATION D’'UN PEPTIDE

La.dinitf'ophényblation d’un p'eptid‘e'peut'se conduire en pratique exactement de la
méme facon que celle d'une protéine. Cependant, quelques méthodes (des micro-

methodes surtout) sont spécialement adaptees 4 cette réaction de condensation. Les ,

‘ ‘quant1tes de peptides employees sont generalement treés petltes

1: Condensatwn en mzlwu trzmetkylamme (SANGER ET ’[‘nowpsoxﬂo) ‘

“Le. remplacernent du bicarbonate de sodium par la tr1methylarn1ne perrnet la

: diminution de I’jonisation du. mlheu d’ autre pa.rt ce dermer réactif est commodement

" l?zbhograﬁhwp 269/271
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éliminé par la suite. Le peptide (0.2 pmole par exemple) est dissous dans 0.1 ml de
triméthylamine 4 1%. On ajoute une solution de 10 ul de fluorodinitrobenzéne dans
0.2 ml d’éthanol. Aprés 2 heures de contact, quelques gouttes d’eau et de la solution
de triméthylamine sont ajoutées et I’excés de fluorodinitrobenzéne est extrait 3 fois
A l'éther ou i l'éther contenant 1% de triéthylamine (HAUSMANN et al. 82), Aprés

évaporation a sec de la solution aqueuse, le re51du est hydrolysé d1rectement par de
l'acide chlorhyduque 57 N.

2 Condensatwn en miliew carbonate de triméthylamine

Pour réduire la formation de dinitrophénol, LOCKHART ET ABRAHAMS? remplacent la
triméthylamine parle carbonate de triméthylamine d’aprés le mode opératoire suivant. .

Le peptide (50-150 ug) est dissous dans 0.1 ml d’une solution & 1.5% de carbonate
de triméthylamine (poids/vol.) (pH g.3). On ajoute o.0r ml de fluorodinitrobenzéne
dans 0.2 ml d’éthanol et la réaction se poursuit & ’obscurité pendant 2 h 30 min.
L’éthanol est chassé sous pression réduite et on ajoute 0.24 ml de solution de carbonate
de trlmethylarnlne L’exceés de fluorodinitrobenzéne est extrait a 1’éther et la solution
aqueuse est évaporée A siccité sous vide. Le résidu, dissous dans o.r ml d’acide chlor-
hydrique 6 N, est hydrolysé pendant g h & 105° dans un' tube scellé sous azote.
L’hydrolysat est dilué avec 2 vol. d’eau et les DNP-ammoamdes éthérosolubles sont
extraits 3 fois avec un volume égal d’éther sulfurique. La dl-DNP-hIStldlne si elle est
présente, peut étre extraite avec le n-butanol ou l'acétate d’éthyle.

‘WALEY®! préconise une méthode assez voisine de la précédente avec un tampon
carbonate de triméthylamine obtenu par traitement d’une solution a 6%, (vol./vol.)
de triméthylamine par du gaz carbonique jusqu’a alcalinité au rouge de phénol,
mais neutralité & la phénolphtaléine. Dans ces conditions, la réaction de dinitro-

phenylatlon est conduite & un pH un peu plus bas que dans la méthode de LOCKHART
'ET ABRAHAM. Il se forme un peu de d1n1trophenol

F. CHROMATOGRAPHIE SUR PAPIER DES DERIVES DI\II I‘ROPHE\IYLE‘S
ETHEROSOLUBLES

La séparation de tous les dérivés dinitrophénylés éthérosolubles doit se falre a l’alde
d’une chromatographie bidimensionnelle. :

Trois types de chromatogramme peuvent étre employsés. E\cceptlonnellement
dans les cas de mélanges trés simples, on peut se contenter d'une (ou plusieurs)

‘chromatographies unidimensionnelles, 2 condition de se repérer par ra.pport A des
‘temoms lateraux de DNP-ammoamdes ‘

a‘.'Solvants “Yoluéne’ et ‘‘phosphate’ (BISERTE ET OSTEUX!!, LEVY%)

La cuve pour la premiére dimension ascendante de la chromatographie est constituée

"pa.r un rec1p1ent en verre, cylindrique ou paralleleplpedlque (hauteur 46 cm, ‘base de
23 X 23 cm) qui d01t étre trés hermethuement fermé par une plaque de verre blen
Btbltogm;‘)hw f) 269/27t ‘
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plate. L’étanchéité de la cuve est assurée par un dépbt de lubrifiant & base de silicone
sur les bords de la cuve ou mieux par un joint de caoutchouc mousse placé entre les
bords de la cuve et le couvercle. Un poids assure le maintien en place de ce couvercle.
Dans le fond de la cuve, on dispose 1'un dans l'autre deux cristallisoirs & fond bien
plat (diameétres 19 cm et 15 cm) qui laissent subsister entre eux un espace annulaire
important. I’ensemble est placé & I’obscurité dans une chambre a température con-
stante (21° 4+ 0.5°). »

La premiére dimension de la chromatograph1e est reahsee avec le systéme,
“toluéne’”’ de BISERTE ET OsTEUXM modifié par LEvvy#, dont la composition est la
suivante: toluéne—pyridine—-monochlorhydrine du  glycol (ou 2-chloroéthanol)-
ammoniaque 0,8 NV (30:9:18:18). Les différents réactifs doivent étre. trés soigneuse-
ment purifiés*. .

Le solvant ‘‘toluéne’’, qui est biphasique, est équilibré aprés une seule agitation
de I'ampoule au moins pendant 3 & 4 h. La phase aqueuse inférieure est rejetée et la

55 cm
535 em
g
8
e
&
2§ i
L g l
1
|
]
j
g ;
‘ 1oem ‘ "Phosphate” (desc.)
Fig. 4. Disposition du chromatogramme (papier Whatman No. 1). desc. chrommtographwv
descendante; asc. = chromatographie ascendante. Apreés avoir roulé en cyhndrc la. feuille de papier

ct agrafé les deux bords, il est recommandé de découper une surface de papier (surface hachurée de
la figure; 5 X 1.5 cm) afin d’éviter une montée trop rapide du solvant ‘‘toluéne’’ par capillarité.

phase organique est filtrée sur du papier Whatman No. 1 pour enlever les quelques
gouttelettes d’eau qui restent. : SR

Les dérives dinitrophénylés en solution acétonique sont déposés a 1’aide d’une
micropipette dans le coin d'une feuille de papier Whatman No! 1 (40 X 55 cm)
(voir Fig. 4). Aprés le dépdét des DNP-aminoacides, la feuille de papier est roulee en

cylindre (la forme cylindrique est maintenue par des agrafes).

¢

Le rouleau est posé dans l'espace annulaire compris entre les deux crlstalhso1rs.»
On place dans le cristallisoir central zoo ml d’ ammoniaque 0.8 IV (57 ml d’ammoniaque

- concentrée a4 '22° B¢, densité = o0.925, dans 11 d’eaun) et, directement dans le fdnd de

¥ Toluéne: une ew:tractxon par de l'acide sulfunque pur (Ioo ml d’acide par 1 de toluéne)*
pendant 24 h; aprés d«ﬁcanta.tmn, distillation sur chlorure d’aluminium, lavage au carbonate de:

- .sodium. a 20%, la,vage a l'eau a plus1eurs reprises (5 fois), filtration sur un filtre contenant des

morceaux de papier qui servent & fixer l'eau, conservation sur du chlorure de calcium sec et

redistillation; chloroéihanol ; distillation; f:yrzdme distillation sur baryte et red1stxllatxon o

Bibliographie p. 269/271
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la cuve, en dehors des cristallisoirs, 30 & 40 ml de la phase organique du.solvant

‘““toluéne’’ préparé comme il est indiqué ci-dessus. La cuve & chromatographie est trés
- soigneusement fermée et on laisse s’équilibrer le papier avec I'atmosphére de la cuve

au minimum pendant 5 & 6 h. La prolongation de ce temps d’équilibration (24 h par
exemple) améliore encore la séparation. Il faut signaler que des chromatogrammes

plus satisfaisants sont obtenus dans des cuves en état d’utilisation continue.

" Au bout de ce temps, on verse rapidement dans I'espace annulaire et & ’aide d'un
entonnoir A longue tige, une quantité suffisante (50 ml) de phase organique du solvant
““toluéne’”’. La chromatographie ascendante dure 15 h. Le lendemain, les feuilles sont

"enlevées, séchées par ventilation d’air tiéde pendant 10 & 12 h @ Vabri de la lumiére
sous une sorbonne. L’enlévement du solvant de la premiére dimension doit étre
complet.

La feuille est alors dépliée, retournée et placée dans une cuve en verre (dimensions:
hauteur 48 cm, base 46 X 36 cm) bien étanche, pour une chromatographie descen-
dante avec un systéme solvant constitué par un tampon phosphate 1.5 M de pH 6:
PO,H,Na 1 M, PO,HNa, 0.5 M, soit 138 g de PO,H,Na-H,0 et 71 g de PO,HNa,
parl, ou 156 g de POH,Na-'2H,0 et 8g g de PO,HNa,-2H,O (sel de Sgrensen) par 1*.

- La chromatographie peut étre mise en route immeédiatement sans temps d’équili-
bration. Il est nécessaire de placer dans le fond de la cuve un godet rempli d’eaun. La
durée de la chromatographie est de 15 h dans une salle & température constante

(+ 21° 4 0.5°) et & 'obscurité. Le chromatogramme est séché pendant 6 h au moms
 par ventilation d’air tiéde dans une sorbonne obscure.
| Ce type de chromatographle bidimensionnelle permet de séparer la plupart des
DNP-aminoacides éthérosolubles, sauf les DNP-aminoacides dicarboxyliques (acide

DNP-aspartique, acide DNP-glutamique). Ces deux dérivés peuvent étre séparés en
~effectuant un second chromatogramme, en premiére dimension avec le systéme
“‘toluéne’”’, en seconde dimension avec du tampon phosphate de concentration plus
forte (2.5 M), la' chromatographie descendante étant prolongée pendant 48 h. La
separatlon obtenue dans le cas d’un melange de DNP-aminoacides. éthérosolubles
" ‘d 'un hydrolysat total de protéine est schématisée dans la Fig. 5.

- Il n’est pas nécessaire de définir la position de chaque tache par des Rp dans les
deu*c dimensions. En effet, la position relative de chaque dérivé est toujours trés
caractéristique, et, de plus, les valeurs de Ry, notamment dans le solvant ‘‘toluéne’,
peuvent varier, dans une certaine limite, suivant le type de cuve a chromatographie.
. Parmi les autres causes de variations des Ry, on peut encore citer le degré de saturation

‘del’atmosphére de la cuve, le vieillissement du solvant ‘““toluéne’’, la distance parcourue
- par le front du solvant, la composition du mélange et la quantité de DNP-amino-
. acides. Dans le cas de mélanges simples, dans lesquels plusieurs DNP-aminoacides
sont absents, "identification exacte se fait aisément et sirement en plagant sur le

* 11 est recommandé de préparer un tampon de molarité plus élevée: 3 M (POH;Na 2 M
PO,HNa, 1 M, soit 312 g de PO,H,Na-2H,O0 et 178 g de PO4HNa,-2H,O (sel de Sarensen) par

1). Cctte solutxon pt.ut etre diluée au’ moment de la mise en route du chromatogramme. Elle est
' conservée & 1'étuve & 37° » : ‘
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cercle de départ, en méme temps que le mélange & étudier, un certain nombre de
témoins-internes qui peuvent venir “‘encadrer’’ les taches d’identification délicate.
Les traces de dinitrophénol qui peuvent encore se trouver dans les mélanges a étudier
et qui se décolorent facilement et entiérement au contact de vapeurs d’acide formique,

- * Tolugne”
TyrO
Lys
Oopi-His DNP-NH;,

0 Cys

DNP - OH ==, Creu
' ‘
]

;
ey L OMet
.o
aa(O) (Orke

Ser
O O Pro
O Thr

m ':'_:'HO-Pr'o
_ Glu
UASP
Fig. 5. Carte chromatographique des DINP-aminoacides éthérosolubles d’'un hydrolysat total de
protéine. Systémes solvants ‘‘toluéne’ et ‘phosphate 1.5 M’'’. DNP-NH, = dinitraniline; DNP-
OH = dinitrophénol. Sur le schéma, les dinitrophénylaminoacides sont notés comme les acides

aminés correspondants, ex.: Ala = DNP-alanine. HO-Pro = DNP-hydroxyproline; Di-His =
di-DNP-histidine.

O Val

*Phosphate 15M"

servent egalement de repére pour 1’1dent1ﬁcat1on des DNP-aminoacides. Le reperage
et la localisation de faibles quantités de DNP-aminoacides sont facilités par un
examen rapide en lumiére de Wood (fluorescence brune); la 2,4-dinitraniline, qui est
un artefact constant de la méthode, présente dans ces conditions une fluorescence
trés particuliére de teinte jaune vert. Elle posséde d’ailleurs un Rp voisin de 1 dans
le systéme “toluéne’ et trés faible dans le tampon phosphate.

b. Solvants “‘n- butcmol—NH a et “ﬁkospkate”

BRAUNITZER1® a préconisé l'emploi en. premiére dimension ascendante du systéme
n-butanol saturé par de 'ammoniaque a 0.1% (poids/vol.) (voir aussi KocH ET
- WEIDEL®, DAVII:S ET HARRIS?2), On peut également employer le systéme propanol—
ammoniaque a 0.2% (poids/vol.) (75:25). Il est preferable de réaliser la chlomato-
graphie sur du papier Schleicher et Schiill No. '2043a ou 2043b. :
' La seconde dimension est faite soit avec le tampon phosphate 1.5 M (pH 6)
de LEvy (KOCH ET WEIDEL), soit avec un tampon phosphate plus dilué, 0.75 M
~de pH 6 (DAVIES ET HARRIs?), La durée dela chromatograplne avec le phosphate
0.75 M est réduite a 7——8 heures.
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| ‘Les modalités expérimentales pour la conduite de la, chrorriatographie sont en
‘tous points comparables 4 celles que nous avons décrites pour la chromatographie

““toluéne’”’ et “‘phosphate’.
schématisée dans la Fig. 6.

» "Butanol-NHy"

Oy

U Ly:-',O

' O Cys Di-His DNP-NH,

*Phosphate 15M" «—————
1
’

Fig. 6. Carte chromatographique des
DNP-aminoacides éthérosolubles d'un
hydrolysat total de protéine. Systémes
‘solvants  ‘‘butanol-NH," et ‘‘phos-
phate 1.5 M, DNP-—NH2 = dinitra-
niline; DNP-OH = . dinitrophénol;

Phosphate 1I5M <——— '

La position des DNP-aminoacides éthérosolubles est

Butan-2-ol ~ 0,05 M Phtalate
10 15 20. 25 30 35 cm

o]
4

o
T

10¢

- 25k
cm|

Fig. 7. Carte chromatographique des DNP-
aminoacides éthérosolubles  d'un. hydrolysat
total de protéine. Systémes - solvants ‘‘sec.-
butanol-phtalate pH 6"’ et ‘‘phosphate 1.5 M"
(d'aprés PHiLL1ps®), DNP-OH == dinitrophénol;
DNP-NH, = dinitraniline; Pr == acide d-chloro-

Di-His = di~DNP-histidine.v - a~-DNP-aminovalérique; P2 = acide a-chloro-gd-

DNP-aminovalérique; PG = DNP-prolylglycine;
P1G = O{-chloro-a- DNP-aminovalérylglycine;

P2G = probablement a-chloro-§-DNP-aminova-
lerylglycme Les DNP-aminoacides éthérosolubles habituellement rencontrés dans un hydrolysat

sont indiqués par des surfaces hachurées. Les produits de décomposition de 1a DNP-proline sont
figuréds par des surfaces pointillées. L.’e-DNP-lysine (hydrosoluble) coincide avec la DNP-sérine.

c. Solvants ‘‘sec.-butanol—phialate pH 6’ et *“phosphate’’

 Parrrips®™ a décrit une chromatographie bidimensionnelle sur papier Whatman No. 7

dans laquelle la premiére dimension s’effectue avec le solvant ‘buta.n—z ol saturé avec
: le ‘tampon phtalate 0.05 M de pH 6* (durée de developpement I5 & 20 h). Le papier
‘ est ‘au préalable, tamponné avec le tampon phtalate 0.05 M. La seconde dimension

est réalisée avec le systéme tampon phosphate 1.5 M de pH 6 de LEVY (durée de
developpernent une nuit) (Flg 7.

d. Solvants “alcool tert. -amylzque—pktalate pH 6 et “ﬁhos;ﬁhate 1.5 M”

PHILLIPS“ a egalement proposé un couplage bidimensionnel constitué en premiére
dimension ascendante par le systéme de BLACKBURN ET LowTHER!® (alcool Zert.-.
~‘amy11que——ou z-methylbutan-z ol—saturé avec le tampon phtalate o0.05 M de
- pHOE"; duree de developpement dansl’ obscunte 30-40h). Une equ111bra.t10n prolongee

I‘ormula du tampon W:talate' 50 ml de dtphtahte de. pota.ssmm 0.1 1\/1 (20.418 g par 1) et
45.45 ml de NaOH o.1 N; diluer & roo ml avec de 1’ eau prxvée de CO,.
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(une nuit) de la feuille avant le départ de la chromatographie améliore les résultats
(INGRAM ‘ET SALTON®8), La seconde dimension est réalisée avec le tampon phosphate
1.5 M de pH 6 de LEVY, aprés un séchage a la température du laboratoire.

Avant la premiére dimension, les feuilles de papier Whatman No. 7 sont ta.m--
ponnées avec le tampon phtalate 0.05 M de pH 6. Le papier Whatman No. 4 ou 3 MM
est parfois employé avec le systéme solvant de BLACKBURN ET LOWTI—IER (LOCKHART
ABRAHAM ET NJ:WT0N51) ‘ |

e. Valeurs comparées des difféventes techniques

Ces différentes techniques différent essentiellement entre elles par la nature et la
composition du systéme solvant de la premiére dimension. Il est remarquable de
constater que la répartition générale et les positions relatives des dérivés dinitro-
phénylés sont toujours sensiblement les mémes, quel que soit le systéme solvant
employé en premiére dimension. Il ne semble donc pas que la séparation réalisée soit
la ' conséquence directe des lois de la chromatographie de partage pure. D’ ‘autre part, -
la chromatographie en seconde dimension consiste essentiellement en un relargage
tout le long de la feuille de papier. ‘ ‘

- Suivant les couplages réalisés, la p051t1on du dinitrophénol, qui est le principal
artefact de la méthode de SANGER"®, peut varier d’'une fagon importante. Dans le
couplage “toludne -+ phosphate’’, le dinitrophénol est voisin du DNP-glycocolle et
de la DNP-alanine. Dans les couplages ‘“n-butanol-NH, + phosphate’ et “‘sec.-
butanol—phtala.te pH 6 + phosphate”, le dinitrophénol est beaucoup plus prés de-
'Vensemble DNP-phénylalanine, DNP-leucine, DNP-valine, DNP-méthionine, . et
cette position est beaucoup plus génante. Ces inconvénients sont naturellement
réduits si le dlmtrophenol a été éliminé par sublimation.

Néanmoins, en définitive, nous pensons que la résolution la plus satisfaisante est‘
- obtenue par le systéme “toluéne + phosphate 1.5 M. L’utilisation d’un tampon‘
phosphate 0.75 M permet de réduire la durée de la seconde dimension. Il est certain,
toutefois, comme le signale PHILLIPS%, qu’il ¥ a certains inconvénients & employer le’
,systéme ““toluéne—pyridine—chloroéthanol-ammoniaque’’ dans les laboratoires oll Ton
effectue des dosages d’acides aminés par les méthodes colorimétriques a la ninhydrine.

1. Autres systémes solvants

Tous les problémes posés par la séparation des DNP-aminoacides éthérosolubles
peuvent étre résolus par les couplages bidimensionnels décrits ci-dessus. Quelques
problémes simples peuvent étre abordés par 'emploi de I'un des systémes solvants
précédents en chromatograph1e unidimensionnelle, & condition de placer sur le
chrornatogramme des substances-témoins de référence (témoms latéraux et témoins
| mternes) Toutefois, d’autres systémes solvants ont été proposés Leur emplo1 est .
. cependant lunlté é. quelques problémes trés particuliers. Parmi ceux qui sont les plus .
utlles, cﬁ:ons o o : I SRR
’ Eau—bmzene—aczde acetzque (r:r:1). (PARTRIDGE ET Davis, cité dans SANGER 1:'1‘
szlwgraﬂkw p 269/27:
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THOMPSON"”) ‘utilisable pour les DNP—arnmoa.mdes de Rp faible dans les ‘solvants

organiques: acide DNP-aspartique, acide DNP-glutannque DNP-sérine et éventuelle-
ment acide DNP-cysté1que.

- Systémes solvants de MELLON et coll.55 (voir Tablea.u IV):

Solvant A = #s-butanol saturé d’eau;.

Solvant B = n-butanol-acétate de n-butyle—ammomaque a 1% (v/v) (r:2:3)
(préparé 18 h a.vant l’usage) ‘

‘Solvant C = ben7éne—ac1de acétique 4 1% ; la chromatographie est ascendante,
sur papier Whatman No. 1; le papier est équilibré une nuit avant la mise en place
du solvant organique; le systéme solvant C donne des trainées.

"TABLEAU IV

VALEURS DES Ity DES 2,4~-DINITROPHENYLAMINOACIDES -
(D’aprés MELLON, KORN ET HOOVERSH)

Acides aminds : Solvant A* Solvant B ' Solvant C
‘Dinitroaniline .90 ' 0.97 0.96
Di-DNP-tyrosine _ 0.78 0.90 0.33
Leucine 0.74 o.71 . 0,70
Isoleucine 0.73 0.70 0.70
Di-DNP-lysine , 0.72 . 0.81 o.II
Phénylalanine 0.71 070 0.55
Tryptophanne ‘ 0.70 0.68 0,28
Valine 0.68 0.47 0.63

‘Méthionine 0.65 0.48 0.47

Dinitrophénol 0.56 0.25 0.99

" Alanine ‘ 0.50 0.18 0.28

Proline 0.48 0.17 0.44
Thréonine 0.43 0.12 o

Glycocolle 0.36 0.08 0.07
Sérine ‘ ‘ 0.32 0.06 o
Acide glutamique 0.14 o o
Acide aspartique o.12 o o
Di-DNP-histidine 0.35 0.50 o
Arginine ‘ 0.37 o o
e-DINP-lysine 0.32 0.05 o
a-DNP-lysine 0.33 o o

* Pour la composition des solvants, voir le texte.

Sy.étéme isooctane—monochlovhydrine du glycol-n-propanol (zo:r:1) (WILLIAMSON
ET PAssMANN®): Séparation de la DNP-leucine et de la DNP-phénylalanine.
. Systéme décaline (décahydvonaphitaléne)-acide acétique puv cristallisable (r:z)
 (BISERTE ET OSTEUX1), utilisable pour la séparation chromatographique du dlmtro-
‘phénol et des DNP- ammoamdes :
. m=Propanol (dilué avec de l'eau ﬁour obteniv une densité de 0.813)—acide acétique
" (contenant 1.5% d’eau)— kévoséne (E: roo-140°) (20:6:r100), en chromatographie
vdescendante sur Whatman No. 1 trempé dans l’acide citrique 0.1 M et séché a air;
- utilisable pour la séparation des polyméres d’o-, ﬁ- et w-aminoacides (HEIKENS
HERMANS ET VAN VELDEN), Co '
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- Xyléne—acide acétigue—tampon phialate o.05 M de pH 6 (10:5:4) (LAND‘VIANN ‘
DRAKE ET WHITE®?); le papier est tamponné avec le méme tampon, puls équilibré
avec la couche inférieure 16 h avant la mise en route. .- T

n-Butanol-éthanol-eaun (40:10:50) (v/v) (KENT, LAWSON ET SENIORSS) .

Alcool benzylique additionné de 10 % d’éthanol (v|v) et saturé avec le tampon /)htalate
0.05 M de pH 6 (BLACKBURN ET LOWTHER!3) (voir Tableau V). :

Propanol-cyclohexane ou éther de pétrvole (E: 100-120°) (30:70 v/v), saturé avec
le tampon phtalate 0.05 M de pH 6 (BLACKBURN ET LOoWTHER?!3) (voir Tableau V).

TABLEAU V

Rp DES DNP-AMINOACIDES SUR PAPIER TAMPONNLE (TAMPON PHTALATE DE pH 6)
(D’aprés BLACKBURN ET LowTHERY)

Alcoal
Alcool benzyligue
tert.-amylique contenant
10% d'éthanol

Cyclohexane
contenant
30% de propanol

DNP-leucine 0.28 0.88 0.71
DNP-valine 0.23 0.79 0.59
DNP-phénylalanine 0.22 0.74 0.63
DNP-alanine 0.15 0.46 0.36
DNP-glycocolle 0.10 0.23 0.26
DNP-thréonine 0.07 0.36 0.26
DNP-sérine 0.05 0.21 0.18
Acide DNP-glutamique 0.05 0.04 0.07
Acide DNP-aspartique 0.02 lent 0.03

Tampon citrate de sodium—acide chlovhydrique M ou 0.7 M de pH 6.2 (ROVERY ET
FABRE™, DESNUELLE ET FABRE??); durée: 16 h; c’est en fait une application de la
chromatographie dite ‘‘de relargage’”, comparable a celle réalisée avec le »tampon
phosphate r.5 M de pH 6 de LEvy.

Solvant de BLACKBURN ET LOWTHER modifié: tert.~pentanol contenant 10% (v/v)‘
de propan-2-ol saturé avec du tampon ﬁktalata (GREGORY ET YOUNG, résultats non
publiés, cités dans WALEY??).

Chloroforme—acide acétique 1.5 N—n-ﬁropanol (ro:6:10) (SA\IGER T T HOMPSON’“)
chromatographie en phase inversée sur du papiersiliconé (KRITCHEVSKY ET TISEL1US41);
le papier est suspendu dans la cuve saturée de vapeurs de la phase organique pendaht
3 h; puis le developpement se fait avec la phase aqueuse; la di-DNP-tyrosine et la
di-DNP-lysine ne migrent pas, tandis que les autres DNP-aminoacides migrent assez
rapidement. A cause de la variabilité des Rp, il est indispensable de mettre des temoms
latéraux de DNP-aminoacides.

- Chlovoforme—propan-2-ol-benzoate de potassium 0.05 M (45:49:6 v/v) ou cyclo-
hexane~propan-2-ol-benzoate de potassiumo.05 M (60:36:4v/v) (MONIER ET PI:NASSE“O)

Solvant alcool n-amylique agité avec un volume égal de solution d’ammoniague 2 N;.,
la phase aqueuse est utilisée pour la saturation de la cuve (Bowks ET Moss!). :

Alcool tert. -amylzque—-metkyle’tkycétone—benzoate de potassmm ( 54:40:6) (MONIER
ET JUTIsz5°)
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' G. MODALITES D’APPLICATION PARTICULIERES DE LA CHROMATOGRAPHIE
’ DES DNP-AMINOACIDES ETHEROSOLUBLES

a. Hydwolysats tolaux d’une DNP-gbrotema et DN P—ammoaczdcs
d un hydrolysat total

Tous les problémes peuvent étre abordés par les couplages bidimensionnels décrits
ci-dessus. Nous donnons cependantla préférence aux systémes ‘‘toluéne” et ‘‘phosphate
1.5 M’ . Quelques cas particuliers sont trés délicats 4 résoudre. Il est parfois nécessaire
d’éluer les' taches de DNP-aminoacides du chromatogramme afin de pouv01r les
étudier de nouveau avec d’autres systémes solvants.

1. Elution des taches de DN P-aminoacides

L’élution du papier est conduite de la fagon suivante. Les zones de papier contenant .
les D‘NP-aminoa.‘ci‘des sont découpées, placées dans des tubes a centrifuger et éluées
“par 2 4 3 ml de bicarbonate de sodium 4 2% pendant r5 min & une température de

50-55°. Aprés refroidissement et acidification du milieu par de ’acide chlorhydrique

dilué, les DNP-aminoacides sont extraits par I’éther sulfurique privé de peroxydes.

Afin d’éliminer des hqueurs éthérées toute trace de solvant employé au cours de la
premlére chromatographie, celles-ci sont de nouveau soumises 4 une extraction par
2 a4 3 ml de bicarbonate de sodium a 2% et, aprés acidification, la seconde solution
bicarbonatée est extraite a 1’éther. Cette solution éthérée (2 & 3 ml au maximum)
peut étre déshydratée sur du sulfate de sodium anhydre. Aprés évaporation ou
concentration, les DNP-aminoacides sont alors déposés sur la feuille de papier

Whatman No. 1 et soumis & une chromatographie unidimensionnelle dans le nouveau
systéme solvant. ‘

2. Sépdmtz'on des acides DN P-dicarboxyliques

Seuls, les acides DNP-aspartique et DNP-glutamique ne sont pas séparés par les
- couplages bidimensionnels. Ce probléme peut étre résolu par une seconde chromato-
graphie bidimensionnelle dans laquelle la deuxiéme dimension est réalisée avec un
| ‘tampovn phosphate de concentration plus élevée (2.5 M), la premiere dimension pouvant
se faire cette fois de préférence avec le systéme butanol (NH,) qui s’évapore plus
rapidement que le systéme ‘‘toluéne’”. ‘ '
“On peut aussi éluer du chromatogramme bidimensionnel les taches des DNP-
aminoacides dicarboxyliques et soumettre I’éluat 4 une chromatographie unidimen-
sionnelle dans le systéme alcool isoamylique saturé d’ acide acétique 4 1% (Rp de

_lac1de DNP-aspartique 0.30; Rp de l'acide DNP-glutamique 046) (BISERTE ET
‘\Osm:uxll)

3. 5 u/;eri)oeztzons des taches de DN P-aminoacides

(7) Sujberﬁosztzon DN P-histidine—DN P- tryybto;bhanne Dans le coupla.ge bidimen-
: smnnel “‘toluéne + phosphate” la DNP-histidine et le DNP- tryptophanne se placent
'szhogmybhze p. 269/271
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au méme endroit. Cette concordance ne pose toutefois pas de problémes particuliers*,

car, d’'une part, le DNP—tryptophanne est détruit au cours de I’hydrolyse acide et
d’autre part, la di-DNP-histidine n’accompagne les DNP-aminoacides éthérosolubles

que dans le cas d’une extraction couplée éther -4 acétate d’éthyle.

(12) Superposition DN P-sévine—DN P-méthionine-sulfone. Dans le systéme “tolu-
éne~phosphate 1.5 M, la DNP-sérine et la DNP-méthionine-sulfone se superposent.
En fait, la formation de la DNP-méthionine-sulfone aux dépens de la DNP-méthionine
n'a lieu qu’au cours de l'extraction des DNP-aminoacides par de Péther qui n’a pas
été privé de peroxydes. Si la présence de DNP-meth1on1ne est soupgonnée, la zone
DNP-sérine + DNP-thréonine peut étre chromatographiée de nouveau dans le ‘
systéme alcool #ert.-amylique—phtalate de BLACKBURN ET LOWTHERIS,

(198) Dérivés dinitvophénylés des acides diaminés. La di-DNP-lysine, la d1—DNP-
ornithine et ’acide di-DNP-diaminobutyrique ne se séparent pas dans le couplage
“toluéne—phosphate I.5 M’’., Une séparation partielle de la d1-DNP-1ysme et de'la -
di-DNP-ornithine peut étre obtenue en chromatographle avec le systéme butanol—-,
acide acétique—eau (4:1:5). ‘

L’identification de ces composés est donc délicate. Pour résoudre ce probleme‘
(qui peut se poser parfois dans le domaine des polypeptides bactériens), il est donc
indispensable de régénérer les acides aminés constitutifs (voir plus loin, paragraphe
G, a, 4) et d’identifier ceux-ci, par exemple par une électrophorése sur papier dans
un appareil “en toit’’ (type Durrum) 4 pH 3.9 [tampon pyridine-acide acétique—eau
(30: 100: 4870)] pour la séparation de I’acide a,y-diaminobutyrique du groupe ornithine’
+ lysme ou a pH 114 (ammoniaque IN) pour la séparation de la lysine et de l’orm-
thine. ' ‘

4. Probléme des DN P-leucines |

Aucun systéme solvant ne permet une séparation satisfaisante des DNP-leucines. Au
cours de la détermination d’un résidu en postion N-terminale, le seul moyen de
résoudre la question consiste a régénérer l'acide aminé a partir de son dérivé d1n1-
trophénylé. - -

La régénération™* peut se faire par chauffage dans un tube scellé & 105° pendant
I h avec de la baryte 0.3 N (M1rLs®). Ensuite, on élimine la baryte sous forme de
carbonate de baryum en faisant passer dans la solution un courant de gaz carbonique.
Aprés évaporation a sec, le résidu est analysé en chromatographie sur papier.

On peut également chauffer les DNP-aminoacides en présence d’ammonlaque
(densité 0.880) en tubes scellés 4 100° (LOWTHER??). ‘ ‘ : :

La séparation chromatograph1que de la leucine et de l’isoleucine peut etre

* La séparation du DNP-tryptophanne et de la di-DNDP-histidine peut étre obtenue dans les
systémes de MELLON : benzéne—acide acétique & 19, ; n-butanol saturé d’eau (voir Tableau 1V), et
dans le systéme sec.-butanol-tampon phtalate de pH 6 (Br du DNP-Try = 0.54; Rp de la. DNP-+
His = 0.33). Durée de la chromatographie: 40 h (résultats personnels). °

©.** Ces méthodes de régénération sont valables pour tous les DNP-aminoacides; elles sont

utilisables un1quement pour une 1dent1ﬁcwtlon, car les rendements en ac1dcs 'munés régénérés
sont faibles. .
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_obtenue soit dans le systéme ferf.-pentanol-eau (WoORK?), soit dans le systéme de |
‘HOGSTROM®, soit dans le mélange #n-butanol-alcool benzylique—eau (CONSDEN

- et al.?0). . |
“ 5. Produits de décomposition de la DNPﬁbrolz'ne

" Au cours de I’hydrolyse de la DNP-proline, deux dérivés nouveaux peuvent se former:
" I’acide - d-chloro-a-DNP-aminovalérique et l'acide a-chloro-8-DNP-aminovalérique

(ScaNes ET Tozer®)*., La destruction de la DNP-proline et I'apparition de ces com-

- posés dépendent des conditions d’hydrolyse (voir paragraphe D, c, I, p. 239).

Il est d’ailleurs commode d’identifier la DNP-proline en position N-terminale -

par l'intermédiaire de ces deux artefacts (PHILLIPS®4), Leur séparation chromatogra-

——= "Toluéne"

l DNP-OHA 22 B OPre
- e O, ...
2 A - O Y
2l O @ VA

& Pro

Q

£=

Bﬂ.

Fig. 8. I'Jtudc chromatographlque (systémes solvants "toluéne’’ et "phosphate") des’ prodmts de

- décomposition de la DNP-proline (hydrolyse par l'acide chlorhydrique 5.6 N & 100-105° pendant

24 h en tubescell¢). DNP-proline = surface hachurée; Px = acide d-chloro-a-DNP-aminovalérique
P2 = acide a-chloro-§-DNP-aminovalérique; DNP- OI-I = dinitrophénol.

‘phique soit dans le couplage ‘‘toluéne’” et ‘“‘phosphate’” (voi'r Fig. 8) soit dans le
. couplage ‘‘sec.-butanol-phtalate” et ‘‘phosphate’” (voir Fig. 7) est relativement

commode. Il est intéressant de signaler que la DNP-proline prend une coloration
o rduge apreés exposition prolongée du chromatogramme a la lumiére de Wood.

o 6 Artefacts chromatogm;bkzques de la phase éthérosoluble

Le dinitrophénol et la dinitraniline sont des artefacts habituels de la fraction éthéro-

‘soluble. Le dinitrophénol peut étre facilement éliminé par sublimation** (voir para-

= "graphe C, ¢, p. 235). La dinitraniline ne géne pas la séparation chromatographique,

car elle se place loin de tous les autres dérivés dinitrophénylés.

* Sous I’action des agents hydrolysants, il y aurait ouverturc du cycle pyrrolidine su1va.nt la

: réa.ctlon
| | GH—CH, ng | GHCHa N CH,——CH,
'CH, CH—COOH CH,Cl CH—COOH CH, CH—COOH
R . Nm  XH <
DNP® . . byp o DNP ®

o Il peut stre éhmmé également sur colonne d’acide silicique MALLINCKRODT, préparé pour la.

‘ chromatographie par la méthode de RAMSEY ET PATTERSON (L1 ET Asu?),

.Bibliogvaphie p. 269[/271.
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‘Avec certaines préparations de fluorodinitrobenzéne, nous avons parfois con-
staté la présence d’acide picrique dans une zone voisine de celle qui est occupée par
la phénylalanine (voir Fig. 9). L’éluat de la tache donne les réactions caracterlsthues ‘
et classiques de l'acide picrique.

D’autres artefacts ont également été signalés, notamment par REDI‘II:LD 1:'1 
ANFINSEN"®: une tache plus lente que la phénylalanine dans le ‘‘tolué¢ne’ et un peu
plus lente que la leucine dans le phosphate; un artefact orangé un peu plus rapide
que la glycocolle; un autre artefact orangé dans la région de la valine. Enfin, deux
produits de décomposition de I'e-DNP- lysme (I'un jaune, 'autre orange) peuvent se

placer dans la zone comprise entre la di-DNP-lysine et la di-DNP-histidine. Ils“
peuvent étre confondus avec la di-DNP-histidine.

b. H ydrolysats enzymatiques de protéines; séparation des DN P-asparagine
et DN P-glutamine

Le seul probléme particulier posé par I’étude des DNP-aminoacides des hydfolysats
enzymatiques de protéines (par exemple: action de la carboxypeptidase ou de la
leucine-aminopeptidase) est celui de la séparation de la DNP-asparagine et de la
DNP-glutamine. | ‘ | :

Dans le couplage ‘‘toluéne’” et ‘‘phosphate 1.5 M’’, ces deux dérivés forment en
effet une tache confluente, mais nettement séparée des autres dérivés dinitrophénylés

o =" Toluéne"

o

Di-Tyr

O Di-Lys ° e °
. Di-His DNP-NHg

O pi-Cys

DNP-OH Phe

I

- f \\ Ol”‘, Ac. pierique
Gly ! | Q Met pES
B-Ala { O ‘ Py
" T'NHz'BUt. 4 S
DG'U'NHZ @9'0 Val © Leu
Asp-NHy @
‘ £-NHzIsobut—/AC: Pipéc.

Ser OP"O ‘ ‘ G'“O O

‘ cz-NH,~-Ad.
a-NHy Ad @Thr 27Ad
Sar

Asp
el QHo-Pro O

Aép

OGlu-NH,,

OAsp-NH,

" "Phosphate 25 M

'Phospﬁate‘ 15M"

Fig. o. Chromatogr'xphm des DNP-aminoacides éthérosolubles Fig. 10, Séparation des DNP-

décelables aprés dmltrophenvlmts.on d’un milieu biologique. Sy-
stémes solvants ‘"toluéne’’ et “‘phosphate 1.5 M. «-NH  -Ad, =
acide a-aminoadipique; Sar = sarcosine; B-NH,-Isobut, =
acide ' f-aminoisobutyrique (I‘-spot) Ac. pipéc. = . acide
p1pec011que Asp. -NI—I2 == asparagine; Glu- NH, = glutamine;
‘B-Ala. = fB-alanine; 9-NH,-But. =" acide y- ammobutyrlque,
"P1 et P2 = produits de décomposttlon de la proline (voir Fig. 8).

_“szlwgraf;hw p. 269/271.

aminoacides dicarboxyliques
et de leurs amldes par le
systéme solvant ‘ phosplmte
2.5 M. Glu-NH = glu-+
tamine; Asp-NH, = aspara-
gine; a-NH,-Ad. = acide

a-aminoadipique, .
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“entre le DNP-glycocolle et le groupe DNP-sérine-DNP-thréonine (Fig. o). Aprés
. elutlon de cette zone, suivant les modalités techniques décrites plus haut (paragraphe
' G, a, I, p. 251), la DNP-glutamine et la DNP-asparagine sont facilement séparées en
 chromatographie unidimensionnelle dans le tampon phospha,te 2.5 M (Fig. 10). La

glutamine se place derriére 1’ asparagine.

c. Milieux biologz'qaes cbmplexes

-La dinitrophénylation de la fraction ‘aminoacides’ d’un milieu biologique complexe

' (sang, urine, tissus) conduit 4 la formation de nombreux dérivés dinitrophénylés
" éthérosolubles nouveaux, qui viennent le plus souvent se placer au niveau des DNP-

am1noac1des habituels sur les chromatogrammes ‘toluéne—phosphate 1.5 M (Fig. 9).
‘L’acide oc-DNP-arnmoad1p1que ne peut étre séparé de l'acide DN P-glutamlque
méme avec un tampon phosphate 2.5 M de PH 6 (Fig. 10).
' La DNP-sarcosine se place au niveau de la DNP-thréonine. Elle peut en étre
dlstmguee apres elutlon de leur tache commune, dans le systéme butanol-acide

‘ ~acet1que—-eau (4:1:5), I'identification se faisant a I'aide de témoins laterau‘{ la D\IP-

sarcosine se place derriéré la DNP-thréonine.

- La DNP-B-alanine et 'acide - DNP-ammobutyrlque forment une tache con-
fluente placée sous celle du DNP-glycocolle. Aprés élution de I’ensemble de la zone, la
séparation peut etre faite, en s’aidant de témoins latéraux, en électrophorése sur

?" -papier ‘a pH 3.9 (tampon pyridine-acide acétique-eau (30:100:4870)) sous 300V
- pendant 4 h dans un appareil “‘en toit’”’ (type Durrum'. L’ordre croissant de migration .

‘vers l'anode est le suivant: acide y-DNP-aminobutyrique, DNP-B-alanine, DNP-
glycocolle. L’utilisation du systéme sec.-butanol-tampon phtalate de pH 6 permet la

séparation DNP-glycocolle (R = 0.29', DNP-alanine (Rr = 0.43", DNP-g-alanine
(Rp = 0.52) (durée dela chromatographie: 40 h) (résultats personnels’. Les Rr de l’acide

' y-DNP-aminobutyrique dans différents systémes solvants sont les suivants (KoJIma et

al. ¥ : n-butanol saturé avec de 'ammoniaque: 0.40; #n-butanol-eau—éthanol (4:2:1):

: 0.90; n-butanol-acide acétique—eau (4:1:5': 0.95; tampon phosphate 0.1 M : 0.66.

- L’acide f-DNP-amino-isobutyrique (7T-spot) coincide avec la tache de la DNP-
alanine. Aprés élution de cette zone, l'identification de ces deux composés peut se

faire, en présence de témoins latéraux, en chromatographie unidimensionnelle dans
le butanol-acide acétique—eau (4:1:5). L’alanine’ se place derriére l'acide f-DNP-

s ammo-laobutyrlque

L’acide DNP-pipécolique ne se sépare pas de la DNP-valme en chromatographle‘

,b1d1mensmnnelle Aprés élution de cette zone, l'identification de ces composés peut se

- faire a l'aide de ternoms latéraux en électrophorése sur papier en tampon acide

utgrf#

: ‘[acetxque N de pH 2.4 sous 300V pendant 5 h dans un appareil ‘“‘en toit” (type

Durrum) La DNP-Vahne ‘migre plus rapidement que I'acide DNP-pipécolique.
- Toutes ces Jdentlﬁcatlons sont longues et délicates. Il est indispensable qu’elles

i 'vf(sment tou]ours effectuees ‘en présence des DNP-ammoamdes correspondants places,

L en temoms internes et latéraux.
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H. CHROMATOGRAPHIE DES DN P-AMINOACIDES HYDROSOLUBLES -

La séparation ‘des DNP-aminoacides hydr osolubles dépend directernent des a.pphca- =
tions particuliéres de la méthode des DNP—am1noac1des. | T

a. DN P-aminoacides hydrosolubles dun hydrolysat total de protéine

1. Dinitrophénylation en miliew hydro-alcoolique (voir paragraphe C, b, 2, p. 234)

Les DNP-aminoacides non éthérosolubles du milieu sont I’¢-mono-DNP-arginine et la -
di-DNP-histidine. La di-DNP-histidine peut étre extraite par l'acétate d’éthyle. On
peut donc é&tre amené soit & séparer '¢-mono-DNP-arginine et la di-DNP-histidine,
soit & chromatographier I'a-mono-DNP-arginine seule. Ce probléme peut étre facile-
ment résolu par une chromatographie unidimensionnelle dans le systéme ‘‘toluéne’’
(voir Fig. 11). Ma.lgre la simplicité apparente de la question, de nombreuses difficultés
techniques peuvent se présenter au cours de sa résolution. La variabilité des Ry de
ces composés, la présence d’artefacts colorés sont les principales causes d’erreur, Tl
est donc indispensable d’effectuer la chromatogra.phle unidimensionnelle sur une
feuille de papier Whatman No. 1 distincte et non pas, comme l'avait indiqué LEvy4s,
sur le chromatogramme qui est utilisé pour la séparation des DNP-ammoamdesf

a-His = &-Arg

es v @
% @ DiIHis 2
S il 3 DNP-NH,
® a
(= «&-~DNP-Lys 5
" Tolugne® o
T b *Toluéne”
Di-His
= o
o Gly(Q . DNP-OH
- e = @ JTaurine
3 / Y tn .
B i IDNP-OH ~ Oser
5 g
o <
& 3
a- &- DNP Lys é c
7~ "Glu -:.’u"' e~ DNP-Arg
{  ApEY
<@ -DNP -His .
. Glucosamine . |.
Acide cystéique

Fig. 11. Chromatographie sur papier des DNP-aminoacides hydrosolubles. (a) Chromatographie .
unidimensionnelle des DNP-aminoacides hydrosolublcs (systéme solvant ‘‘toluéne’’), 1 = mélange
‘des dérivés témoins; 2 = hydrolysat total aprés dinitrophénylation en milien aqueux (techmque
de LEVY, p'\.mgra,phe C, b, 1, p. 232); 3 = hydrolysat total apreés d1mtrophényla.1:10n en milieu
hydro-alcoohque (para.graphe C, b, 2, p.234); 4 = hydrolysat total aprés extraction de la di-DNP-:
histidine par l'acétate d’éthyle (voxr Tablcau IT); 5 = prcsence d’ e-DNDP-lysine (et éven’cuellementw
d’autres dérivés dinitrophénylés hydrosolubles) aprés hydrolyse - totale d’une DNP-protéinei®
.(b) Carte chromatographique bidimensionnelle (‘‘toluéne’” et'‘'‘phosphate 1.5.M") de dérivés .
dlmtrophényl(.s hydrosolubles. (c) Position de la DNP-taurine (hydrosoluble) sur la ca.rte‘
chromatographlque ‘“toluéne” et ‘‘phosphate 1.5 M’’, N T
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éthérosolubles (les deux dépodts de substances éthéro- et hydrosoluble se faisant aux

‘ -deu*c extremltes de la feuille, la bandelette contenant les DNP-aminoacides hydro-

solubles étant découpée ensuite avant la mise en route de la deuxiéme dimension
da.ns le phosphate 1.5 M).

Sur cette feuille séparée, il est également indispensable de placer des témoins

‘latéraux et internes d’a-mono-DNP-arginine et de di-DNP-histidine et d’effectuer sur
- le papier une révélation de Sakaguchi®, réaction qui donne une coloration rouge
N orangé avec l’oc-mono-DNP-arginine. ' ’ |

-2, sztro{)kenylatwn en miliew aqueux (technlque de'LEvy; voir paragraphe C, b, 1,

P. 232)

Dans ces conditions, les DNP-aminoacides hydrosolubles peuvent étre l'a-mono-

DNP-arginine et ’a-mono-DNP-histidine, celle-ci n’étant pas extractible par l'acétate
d’éthyle. La séparation peut s’effectuer également en chromatographie unidimension-
nelle dans le systéme ‘‘toluéne” sur une feuille distincte, en présence de témoins

‘latéraux et internes. Enfin, il est indispensable de vérifier la nature des dérivés
- dinitrophénylés par la réaction de Sakaguchi pour I'¢-mono-DNP-arginine et par la

réaction de Pauly** pour l'a-mono-DNP-histidine.

b. DN P-aminoacides nydrosolubles d'un hydrolysat de
DN P-protéine ou de DN P-peptide.
(Probléme de l'identification d’un résidu d’acide aminé en position terminale)

I. Protéine

“Dans le cas d’'une protéine, I'histidine et l'arginine en position N- termmale peuvent

donner des dérivés hydrosolubles, la di-DNP-histidine (réaction de Pauly négative)
‘et éventuellement '¢-mono-DNP-histidine (réaction de Pauly positive), et 'a-mono-

DNP-arginine (réaction de Sakaguchi positive). Dans le cas d’une protéine oxydée,

la cystine éventuellement en position terminale est oxydée en acide. cystéique et la

phase hydrosoluble de lhydrolysat de la DNP-protéine oxydée peut egalement

‘contenir de l'acide DNP-cystéique.

Mais I'hydrolysat contient obi1gato1rernent d’autres dérivés dinitrophénylés:

 : I’e-DNP-lysine (composé jaune, donnant une réaction brune a la ninhydrine),
- I’imidazole-DNP-histidine (composé peu coloré, donnant une réaction brune a la

P
Ty

“ninhydrine et présentant une fluorescence sombre err lumiére de Wood, ne donnant

* Technique de la véaction de Salmguchz vecommandée: pulvénscr le chromatogramme avec

_une solutmn de 8- -hydroxyquinoléine & 0.19, dans’acétone; aprés séchage, pulvériser une solution
od? hypobromlte de sodium préparée extemporanément en dissolvant o.2 ml de brome dans 100 ml
de soude 0.5 N; les taches de DNP-arginine virent au rouge rosé.

* Technique de la véaction de Pauly vecommandée: pulvériserle chroma.togrmmme avecle mélangc
4 parties égales des deux réactifs suivants: réactif a: p-anisidine 1 g, acide chlorhydrique pur r ml,;
éthanol absolu 1oo ml; réacnf b: nitrite d’amyle 10 g, éthanol absolu q.s.p.. 100 ml; attendre 34 5

'mxn le séchagc du papier a la température du laboratoire, puis pulvériser une solutlon de potasse

a4 19% dans l'éthanol; l'a-mono-DNP-hxstxdme et 1’ lustlchne donn-ent des taches rouge bnque sur

- un fond jaune orangé.

- szlzogmphze p. 269/271.



258 R G. BISERTE ¢t al. : - vor. 2 (1959)

pas la.‘réaction de Pauly), 'O-DNP-tyrosine (composé incolore, donnant une réaction
violette & la ninhydrine, présentant une fluorescence sombre en lumiére de Wood).
Eventuellement on peut trouver également de la S-DNP-cystéine. : ;

' Le probléme a résoudre peut donc étre relativement complexe, d’autant plus que
les quantités d’e-mono-DNP-lysine sont tou]ours importantes par rapport aux.
quantités de dérivés dlmtrophenylés pouvant provenir d’un résidu en pos1t10n N-
terminale. :

La question peut étre abordée de plusieurs fagons. On peut essayer de sépa.rer ‘
I’ensemble des composés par une technique chromatographique. Il est possible
également de simplifier le mélange avant de le soumettre 4 la chromatographie.”

(4) Séparations chromatographiques des dérvivés dinitvophénylés hydrosolubles. Les
systémes solvants préconisés peuvent étre soit ceux de la chromatographie classique

X His.
xIT{,ENP' ' Tau
O Cys-SOgH
cc-DNP-
His

O
.S O

Lys a-DNP-
Y Arg O

Butanol - CHsCOOH - Eau

Glucos.
Di-His

Fig. 12. Chromatographie sur papier des DNP-aminoacides hydrosolubles. Systéme solvant:

butanol-acide acétique—eau (4:1:5). Les croix indiquent I’emplacement de I'histidine libre (His)

et de l'imidazole-DNP-histidine (Im-DNP-His), composé trés faiblement coloré en jaune. .
Cys-SOaH = acide DNP-cystéique.

des acides aminds, soit ceux de la chromatograph1e des dérivés d1n1trophény1és
éthérosolubles.

Les systémes butanoliques acides peuvent étre. employés avec profit: systéme
butanol-acide acétique—eau (4:1:5) de PARTRIDGE, préparé 24 heures avant son
usage (SANGER ET Tupry®) (voir Tableaux VI et VII et Fig. 12); systéme #n-butanol-
acide acétique—eau (3:1:1) (INGRAM ET SALTON3%) en chromatographie ascendante*;
systéme #n-butanol-acide formique—eau (75:15:10) (MARGOLIASH®, ACHER!) (v01r‘
Tableau VII). Dans le systéme butanol—a.c1de acétique—eau (250:60:250 v/v) de
WOIWOD93 la 6-mono-DNP-orn1th1ne migre moins vite que l’s-mono-DNP-lysme

*Ce systéme permet de séparer l‘e-mono-DNP-lysme et I'acide mono-DNP- dla.mmoplméhque K
Ces deux dérivés peuvent également étre séparés en électrophorése sur papier Whatman No. 3 MM .

en tampon de pH 6.4 (pyndxne-acxde acétxque—ea.u 10:0.4:90) sous 20V /cm pendant I h (INGRAM ‘
ET SALTON““) ‘ ‘ v s
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: v(NE‘w"roN ET ABRAHAM“) . La variabilité des Rp suivant les conditions expérimentales
- oblige 4 I'utilisation de témoins internes latéraux et de colorations spécifiques (réac-
‘tions de Pauly et de Sakaguchi).

TABLEAU VI
R DES DERIVES DINITROPHENYLES HYDROSOLUBLES
Papier Whatman No. 4; solvant butanol-acide. ‘acétique—eaun (4:1:5) préparé 24 h a,va.nt usage,

Rp dgso ;Zz}::s er:zrf;x;nd;zé“ ur.
" O-DNP-tyrosine 0.84 incolore violet sombre
. aq-DNP-arginine 0.81 jaune pas de réaction
‘ s-DNP—lysine 0.77 jaune brun
‘Leucine” 0.67 — -
Im1da.zole DNP-hlstxdme 0.57 - (?) brun sombre
Valine™ 0.49 —_ —_
Acide DNP-cysté1que ‘ 0.42 jaune —

* Les Ry de ces acides aminés sont donnés a titre de comparaison.

‘ ‘ TABLEAU VII ‘
Rp DES DERIVES DINITROPHENYLES HYDROSOLUBLES DANS QUEL‘QUES‘ SYSTEMES SOLVANTS

Butanol-acide formique Butanol-acide acétique
- Phénol
MARGOLIASHS AcHER! BE:‘I'}:;?'[;“’ jﬁﬁgff:ss (NH,)
Histidine 0.02 ‘ 0.09
a-DNP-histidine 0.09 0.57
. Imidazole-DNP-histidine 0.16 0.24 0.57 0.33
.- Di-DNP-histidine 0.63 0.75 0.83 0.87
. g-DNP-lysine ‘ . 0.56 0.77 0.60 0.90
.a~DNP-arginine 0.65 0.81 0.65 0.93
Acide DNP-cystéique” ‘ 0.42 0.45 0.24
Taurine 0.43 ‘

m&r
8

* L’acide DNP-cystéique n’'est pas adsorbé sur les colonnes de talc comme les autres dérivés
dinitrophénylés hydrosolubles (voir paragraphe D, d, 1, p. 242)

Les systémes ﬁhénoh'ques‘ peuvent également étre essayés, notamment le phénol‘

- saturé d’eau en atmosphére d’ammoniaque 4 3% (v/v) et d’acide cyanhydrique (voir
- Tableau VII), qui permet une séparation satisfaisante de 'acide DNP-cystéique de

I’ensemble des autres dérivés dinitrophénylés hydrosolubles. En chromatographie

| b1d1mensmnne11e [butanol-acide acétique-eau (4:1:5) en premiére dimension et
‘phénol (NH; 3%) ou m-crésol-phénol-tampon borate de pH 9.3 (25 25 72} e
. vseconde dlmenswn] 1’acide DNP—cystelque est nettement separe.

* Tampon borate: 200 ml d’acide borique 0.1 N et 113.5 ml de NaOH o.1 N. Le tampon est

“pulvérxsé également sur le pa.pmr avant la mise en route de la seconde dimension, sauf dans la
zone du chromatogramme ol se trouvent les acides aminés séparés par la premiére dimension
(LEVY ET CHUNG%), Dans la carte chromatographique des acides aminés et des DNP-aminoacides

. ‘hydrosolubles’ donnée par FRAENKEL-CONRAT, HARRI1S ET LEVY®, la posmlon de la d1-DNP-
‘histidine est inexacte (voir Fig. 12)
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Les systémes solv&mts décrits powr les dévivés dinitrophénylés éthérosolubles peuvent”
étre aussi employés, notamment le systéme alcool fert.-amylique—tampon phtalate de
PH 6 de BLACKBURN ET LOWTHER (voir Fig. 13) ou le systéme ““toluéne’’ de BISI:RTI: ‘
ET OSTEUX (voir Fig. r1). o

La chromatographie bidimensionnelle ‘‘toluéne-phosphate 1.5 M’ a egalement.
été préconisée. Mais le résultat n’est pas trés satisfaisant; la séparation de I'arginine
et de I’e-mono-DNP-lysine n’est pas trés poussée* et ce couplage ne donne pas de
meilleurs résultats que la chromatographie unidimensionnelle.

- L’électrophorése sur papier peut aussi résoudre facilement quelques problémes.‘
Par exemple, la séparation de l'a-DNP-arginine et de 1’e-DNP-lysine peut étre

A Z-PNP-Arg. (nin - ; Sak.+) ‘
:‘ Arg_(nin+; Sak+)’ Elution - -
=z DNP-NH,
z ) CHROMATOG.
| ’ %¢ "Toluéne" .

D Ac. Cysté'ique NSSS— £-DNP-Lys (nin+)

N Y D BEEZZZA— x-DNP-His (Pauly+;nin -) ‘
X Im-DNP-His = = 1m-DNP-His( Pauly=; nin +) %Elution

S DI - DNP-His, (Pauly=-; nin =)

® £ -DNP-Lys (L7231 ~His (Pauly+;nin+) .~ CHROMATOG.
: | E2IZ23Tyr (nin+) "TOIIUéne'COOH
% a-DNP-Arg m=-- Butanol = CHyCOX
[Eis—=DNP-OH

O O-DNP-Tyr +
Fig. 13. Chromatographie des ‘ Fxg 14. Séparation électfophorétique des DNP-
DNP-aminoacides hydrosolubles. - aminoacides hydrosolubles. Papier Whatman
Systéme solvant alcool-ferl.-amy-. . No. 1 ou No. 3; tampon NH,OH N; appareil
lique—phtalate de DBLACKBURN d’électrophoreése ‘‘en toit’’ type Durrum. D =
ET LoWTHER (d’aprés FRAENKEL- point de départ del’électrophorése ; nin=réaction
CoNRAT, HARrRIS ET LEVY?®), a la ninhydrine; Sak = réaction de Sakaguchi;

Pauly =réaction de Pauly; DNP-OH = dinitro-

phénol; DNP-NH, = dinitraniline. Les  taches
entourdes par des traits pomtxllds ne sont pas jaunes 4 'examen direct. Aprés élution des diverses
taches séparées en électrophorése, les éluats sont étudiés en chromatographie unidimensionnelle.

réalisée en électrophorése sur papier en milieu ammoniaque IV dans un appareil ‘“‘en
toit” (type Durrum )(voir Fig. 14). De méme, la séparation de I'acide DNP-cystéique
et de I's-mono-DNP-lysine, extraits de I’hydrolysat par le n-butanol, peut. étre
obtenue en électrophorése sur papier Whatman No. 3 1mb1be par un tampon phospha.te
0.I M a pH 7.0 (ANFINSEN, SELA ET TRITCHS).
(49) S7,mplzﬁcatzon du mélange des dérvivés dinitrophénylés hydrosolubles awmt
Vétude chvomatographique. :
() Cas de Va~DN P-arginine. On peut éliminer les acides aminés de lhydrolysat ‘
(tous les acides aminés constitutifs, plus quelques molecules de 1ysme ou d’ histidine
‘ > La carte chromatographlque pubhee par DAVIES L‘T HARR 1522 est mcompléte et partxellementv
inexacte.:
szlwgmﬁhw b. 269/27:
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- non réactives et non dinitrophénylées) sur une colonne de talc (SANGER, voir paragraphe
- D, d, 1, p. 241). L’éluat de la colonne de talc, qui contient les dérivés dinitrophénylés
~hydrosolubles, est traité par le fluorodinitrobenzéne (ROVERY, FABRE ET DESNUELLE™).

Dans ces conditions, 1’s-mono-DNP-lysine devient de la di-DNP-lysine, 'O-DNP-
- tyrosine de la - di-DNP-tyrosine, I'imidazole-DNP-histidine de la di-DNP-histidine,
tandis que le dérivé dinitrophénylé de l'arginine (x-mono-DNP-arginine) n’est pas
" modifié. Aprés cette seconde dinitrophénylation, l’extraction éthérée du résidu

- enléve la di-DNP-lysine et la di-DNP-tyrosine, tandis que la phase aqueuse contient
de la di-DNP-histidine et l's-mono-DNP-arginine provenant d'un acide aminé
terminal de la chaine peptidique. La phase aqueuse est chromatographiée dans le
systéme butanol-acide acétique—eau (4:1:5) (voir plus haut) et l'identification cer-
‘taine de I'a-mono-DNP-arginine est obtenue au moyen de la réaction de Sakaguchi.

Un autre mode opera.tmre a également été proposé par BAILEY4. L’g-mono-DNP-
lysine est transformée ici en e-mono-DNP-a-méthoxycarbonyllysine (e-DNP-a-
MC-lysine) qui est éthérosoluble. Le mode opératoire est le suivant. Aprés extraction
des DNP-aminoacides éthérosolubles, la phase aqueuse (équivalente a 0.2 g de
protéine) est évaporée 4 siccité, dissoute dans I’acide chlorhydrique 0.1 N et passée
sur une colonne de talc (voir BAILEY ET BETTELHEIM® et paragraphe D, d, 1, p. 242).
Les aminoacides hydrosolubles sont élués & 1’éthanol chlorhydrique (éthanol: 4 vol.;
HCI1 N: 1 vol.). Ils sont dissous dans 2-3 ml d’un mélange bicarbonate—carbonate de
PH 8.9 (mélange de 20 ml de bicarbonate de sodium a4 10% et de 5 ml de carbonate de
sodium a 10%). A la solution portée i 20°, on ajoute & quatre reprises 0.02 ml de
chlorure de methoxycarbonyl & des intervalles de 10 min et sous une agitation
~ vigoureuse. Le mélange est acidifi¢ avec de l’acide chlorhydrique, extrait 4 fois &
Téther pour éliminer 1'e-DNP-x-MC-lysine. La phase aqueuse est chromatographme
comme précédemment. :

(B) Cas des dérivés de I'histidine. Pour résoudre ce probléme, il est impossible
d’utiliser la technique décrite dans le cas de 'a-DNP-arginine, parce que, au cours de
- la seconde dinitrophénylation, tous les dérivés de l’histidine, en position: 1ntra,pep-
‘tidigue ou terminale, peuvent étre transformés en di-DNP-histidine.

Pour aborder cette question trés délicate, on peut avoir recours aux extractions

sélectives, comme l'extraction éthérée continue du résidu aqueux suivant les modalités
~ décrites et avec l'appareillage préconisé par MiLLs®8, ou & l'extraction a l’acétate
d’ethyle i :
~L'utilisation de la chromatographie unidimensionnelle en présence de temoms
mternes et latéraux, avec mise en ceuvre de colorations spécifiques (react1ons de
~ Pauly, ninhydrine), constitute l’étape ultime de 1’1dent1ﬁcat10n, qui n’est pas touj ours
couronnée de succés. : ‘

- En conclusion, 1'identification des dérivés d1n1trophenyles hydrosolubles dérivant
. Jd’ac1des aminés en position N-terminale est toujours délicate et, avant de conclure
a'leur existencé, il est indispensable de s’entourer de garanties nombreuses et indis-
cutables. Il faut employer plu31eurs systémes solvants et réaliser une électrophorése
sur papler (Fig. 14). . :
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(1) Artefacts de la fracnon hydrosoluble. Un certain nombre d’artefacts peuvent |
étre trouvés dans la fraction hydrosoluble. : ’
- BAI1LEY%, notamment, a signalé la présence d'une impureté de couleur brune qul- ,
peut étre facilement séparée de I'e-mono-DNP-arginine (si celle-ci est présente) par pas-
sage sur une petite colonne de silice acide éluée par dela méthyléthylcétone (SANGER76) .
Nous avons également trouvé assez souvent sur les chromatogrammes des taches -
colorées en jaune, de nature inconnue. C’est pour cette raison qu’il est absolument -
indispensable d’utiliser des témoins latéraux et internes et des réactions de coloratmn
spécifiques pour localiser les DNP—am1noac1des hydrosolubles, ‘
Signalons également un artefact qui peut géner ’identification de 'acide DNP-
cystéique*. En chromatographie bidimensionnelle butanol-acide acet1que et phenol .
aqueu*{ les Rp de ces deux composés sont les suivants, d’aprés THOMPSONSS

Ry artefact Ry acide DN P-cysidique
Butanol-acide acétique 0.29 0.18
Phénol 0.58 0.38

2. Problémes particuliers de séparation

(3) Séparation des dérivés monodinitrophénylés des acides diaminés. Dans la chimie
des polypeptides bactériens, on peut trouver non seulement de la lysine, mais aussi
de lornithine et de I'acide «,y-diaminobutyrique. La séparation des dérivés dinitro-
phénylés de ces acides diaminés est trés délicate: nous avons signalé plus haut
I'impossibilité de séparer les dérivés dinitrophénylés éthérosolubles de la lysine, de
I'ornithine et de l'acide a,y-diaminobutyrique. La séparation des dérivés monodinitro-
phénylés soit en position «, soit en position &, est également trés difficile. Le procédé
proposé par NEWTON ET ABRAHAM® pour la séparation de I’ g-mono-DNP-lysine et de -
la 6-mono-DNP-ornithine dans le butanol-acide acétique—ean (250 60 250) est peu
efficace, méme en présence de témoins latéraux.

Des résuitats plus satisfaisants peuvent étre obtenus en electrophorése sur papier.

() Séparation de Ue-mono-DNP-lysine, de la &-DNP-ornithine et de l'acide
y-mono-DN P-diaminobutyrique. Electrophorése en tampon borate 0.02 M de pH
9.1 (LOCKHART ET ABRAHAM®) sur papier Arches 304 ou Whatman No. 3, dans un
appareil “‘en toit’’ (type Durrum); 1o V/cm pendant 17 heures (voir Fig. 15a). )

- (B) Sépavation de I'a-mono-DNP-lysine, de l'a-mono-DIN P-ornithine et de ‘l’acia’\'e'
a-mono-DN P-diaminobutyrigue. Electrophorése en milieu ammoniaque N sur papier
‘Whatman No. 3 dansun appareil “‘en toit” (type Durrum) ; 8-g V/cm pendant 16 heures
(voir Fig. 15b). Cette électrophorése ne sépare pas l’acide a-mono-DNP-diaminobutyri-
que de l'acide y-mono-DNP-diaminobutyrique, ni ’¢-mono-DNP-ornithine de la &-
‘mono-DNP-ornithine. L’e-mono-DNP-lysine se confond avec I’e-mono-DNP-ornithine.
- Le'couplage de 2 électrophoreses unidimensionnelles, I'une en milieu NH,OH N

et l'autre ensuite, aprés élution, en tampon borate o. on de pH 9., permet de
‘résoudre tous ces problérnes. : ‘ :

*Ce probléme s est posé récemment au su]et des acides a.mxnés termlnaux dela sérumalbumme
TaoMPSON a démontré que la substancc identifiée par TITANI et al 89 étatt un artefact.
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(y) Séﬁamtwn des derwés monodzmtrogbhényles en position o ot w. Les systémes
solvants ‘chromatographiques ne permettent pas la résolution. de ces différents
'composés. La séparation des dérivés d’une méme sévie: a-mono-DNP-lysine et e-mono-
DNP-lysine; a-mono-DNP-ornithine et 6-mono-DNP-ornithine; acide s¢-mono-DNP-
diaminobutyrique et acide y-mono-DNP-diaminobutyrique, est facilement obtenue
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Fig. 15. (a) Electrophorése sur papier des dérivés dinitrophénylés d’acides diaminés. Electro-
phorése “‘en toit’’ type Durrum; tampon borate o.0z M de pH 9.1 ; papier Arches 304 ou Whatman
No., 3; 1oV/cm; 17 h. Dlsta.nce parcourue par l'acide a-DNP-d1am1nobutyr1que = 6 cm; par
l'acide y-DNP-diaminobutyrique = 16 cm, (b) Electrophorése sur papier des dérivés dinitro-
phénylés des acides diaminés, Electrophorése ‘‘en toit”’ type Durrum; papier Whatman No. 3;
‘tampon NH,OH N; 8-9 V/cm; 16 h, Distance parcourue par l'a-DNP-lysine = 5 cm,

en électrophorése sur papier dans le tampon borate 0.02 M (pH g.1) (voir Fig. 15a).
(1) Séparation de la DN P-glucosamine et de la DN P-chondrosamine. Ces deux
dérivés peuvent étre séparés facilement dans le systéme solvant butanol-éthanol-eau
(4:1:5) sur papier Whatman No. 1. Les Ry de ces substances sont respectivement:
, DNP-glucosamine 0.75; DNP-chondrosamine 0.61 (KENT et al.%8).
~ Sur le chromatogramme: bidimensionnel ‘‘toluéne—phosphate 1.5 M, la DNP-
glucosamme est trés nettement séparée de tous les autres dérivés (vo1r Fig. rI1).

(272) DNP-tcmrme. Elle peut étre également chromatographiée dans le systéme
‘ bu'tanol—-'a.c de acétique et dans le systéme “‘toluéne” (voir Fig. 11).

1. CHROMATOGRAPHIE DES DNP-PEPTIDES

- La chromatographie des DNP-peptides pose des problémes trés particuliers et il est
~difficile de présenter un plan précis de séparation valable dans tous les cas®.

* THOMPSONS®S et MCFADDEN ET SMITH'™ ont ‘proposé ‘des plans de fractionnement sur‘ des
‘ colonnes de Celite tamponnée. La distribution & contre-courant peut également donner des
‘résultats trés satisfaisants (BATTERSBY ET CRAIGS, REDFIELD ET ANFINSEN™),
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Les DNP-peptides proviennent le plus souvent d’un hydrolysat partlel ac1de ou
enzymathue d’une DNP-protéine. L hydrolysat partiel peut étre extrait successwe— ’
ment a 1’éther sulfurique (3 fois), a 'acétate d’éthyle (3 fois), au n-butanol (x fois). .
La phase aqueuse résiduelle peut contenir encore des peptides d1n1trophenyles (LI 3
et al.19), : -

Le comportement des DNP—ohgopeptldes se rapproche dans une certaine mesure -
de celui des DNP-aminoacides. D’autre part, la séparation des DNP-peptides est
assez rapldement limitée par leur insolubilité dans les solvants organiques ou dans les
milieux aqueux acides ou alcalins. On pourra donc essayer tous les systémes solva.nts
décrits pour les acides aminés. o

Le systéme solvant suivant a également 6té employé, sur papier Whatman :
No. 3: sec.-butanol-fert.-butanol-z,4,6-collidine~-ammoniaque~acide acétique glac1al—;
eau (60:20:20:2: 0.25:100 vol./vol.) (REDFIELD ET ANFINSEN"?), : |

Des couplages intéressants ont été proposés par CoLE, L1, HARRIS ET Pon1? et
par L1, CoLE, CHUNG ET LEONIS®,

T. DN P-peptides éthérosolubles

Séparations unidimensionnelles dans les systémes alcool fer¢.-amylique—alcool isoamy-
lique-NH,OH aqueuse 3% (I:1:2); alcool #feré.-amylique-NH,OH aqueuse 3%
(x:1); alcool fert.-amylique—alcool isoamylique-NH,OH aqueuse 3% (2:1I:3).

2. DNP-ﬁeybtides Solubles dans Uacétate a’éthyle

Chromatographie b1d1mens1onne11e avec 1’alcool fert.-amylique-NH,OH aqueuse 3%
(r:1) en premiére dimension et un tampon phosphate 0.8 M de pH 6.7 en seconde
dimension; ou chromatographie unidimensionnelle dans le systéme alcool tert.- -
amthue—alcool isoamylique-ammoniaque 3% (2:1:3). a

3. DNP-peptides solubles dcms le n—butanol et dans la phase aqueuse

Chroma.tographles unldlmensmnnelles dans le systeme alcool fert. -amthue-—alcooi _
isoamylique-ammoniaque 3% (2:1:3) et phosphate 1.6 M de pH 7. Y
11 faut également signaler les possibilités séparatives offertes par 1’électrophorése
sur papler notamment en tampon saturé d’urée, qui diminue I'adsorption des DNP- |
peptides sur le papier (solution 8 M en urée et tampon acétate—collidine 0.04 M de
PH 7.9) (REDFIELD ET ANFINSEN?). Les électrophoréses a haut potentiel sont con-
duites sous 800 V sur papier Whatman No. 3 sous toluéne (M1cHLS9), :

I CHROMATOGRAPHIEQUANTITATIVE DES DNP-AMINOACIDES

La chromatographle des DNP-aminoacides peut étre facilement rendue quantitative.
‘Aprés élut1on de la. ta.che l’eluat est dosé directerment par spectrophotométrle
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a. Dosage des aczdes aminés d'un hydrolysat
(methode de LEvy43)

1. E lution des taches

Poui' I'hydrolyse et la formation des DNP-aminoacides, voir paragraphes C, a et C, b,

' PP. 232 et seq.). Aprés la chromatographie des DNP-aminoacides éthérosolubles
- (chromatogramme bidimensionnel réalisé 4 partir des DNP-aminoacides correspon-

dant a4 0.1-0.2 mg de protéine) et hydrosolubles (chromatogramme unidimensionnel

~réalisé & partir des DNP-aminoacides correspondant & 0.2—0.4 mg de protéine) (voir

PpP. 246, 256), les taches sont soigneusement découpées et les surfaces de papier

" correspondantes sont placées dans des petits tubes & centrifuger avec 4 ml de bicar-

bonate de sodium 4 1%, Les tubes sont chauffés & 50-55° dans un bain-marie pendant
20 min pour parfaire 1’élution, puis secoués et centrifugés. Trois surfaces de papier

“servant de ‘‘blancs’ (3 X 4 cm) sont également découpées dans le chromatogramme,
. dans des régions voisines de la DNP-leucine et des acides DNP-dicarboxyliques et

au-dessus du dinitrophénol. Aprés refroidissement, 1’éluat est versé dans une cuve de

. quartz de 1T cm d’épaisseur.

: z ‘Dosage

La densité opt1que est lue au spectrophotometre a 300 mu (sauf pour la proline et
l’hydrowcyprohne ol1 la lecture se fait & 385 myu, pour les DNP-peptides a 350 mu

et pour I’¢-mono-DNP-lysine & 390 mu), contre un blanc contenant de l'eau.

Les densités optiques des tubes contenant les ‘‘blancs papier’” sont également

‘mesurées: les résultats sont de I'ordre de 0.001-0.002 par cm2. Les corrections appro-

prlees ‘'sont faites pour chaque tache d’aprés sa surface. La densité optique de la tache
a01de aspartique + acide glutamique” est mesurée dans sa totalité.
“A partir d’un second chromatogramme effectué avec le couplage ‘‘toluéne—

: *phosphate 2.5 M, on peut determlner les proportlons d’acide glutamique et d’acide

aspartique.

3. Exyﬁressz'on des vésultats

Les récupérations en quantités absolues varient d’un chromatogramme & l'autre. Les
- résultats sont donc exprimeés sur une base commune en fractions molaires.

- Afin de convertir les densités optiques en rapports molaires, on les multiplie par

“,les facteurs de Levy (voir Tableau VIII)* qui, étant donnée la précision de la methode

‘ (:}: 4 A,) sont indépendants de la composition du mélange analysé.

Les facteurs de LEVy ont été déterminés par cet a.uteur pour les hydrolysats d’insuline, Tls ne

‘ sont pas obligatoirement entiérement valables pour les autres protemes .BROMER ¢! all?, par

'\\

‘exemple, ont calculé de nouveaux facteurs pour le glucagon En premiére 'Lpproxxma,tlon, ils

‘appliquent & ’hydrolysat protéique les facteurs de LEvVv, A partir des données quantitatives ainsi
'obtenues, ils préparent un mélange d’acides aminés qui ressemble au glucagon, ils le soumettent

aux ‘opérations d’hydrolyse et le traitent comme un hydrolysat protéique. De cette fagon, de
nouveaux facteurs de destruction peuvent étre calculés. Cette opération est répétée plusieurs fois
pour obtenir une plus grande précision des facteurs de correction. Dans l’ensemble, les facteurs de

~ BROMER sont plus élevés (17%, environ) que ceux de LEvy. Notamment, 1 hlst1dmc et la, mCtlnomne

subissent dés pertes plus grandes que celles s1gna.1ées par LEVY,
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- TABLEAU VIII
FACTEURS DE CORRECTION UTILISES AU COURS DU DOSAGE DES DNP-AMINOACIDES

Facteurs de LEvyY  Facleurs de BRoMERY?

Glycocolle 1.03 - '1.33

Sérine 0.97 I1.32
Thréonine 1.02 I.22
Proline 0.93 . —_
Alanine 1.09 1.28
Méthionine 1.21 2.12
Valine 0.99 1.20
Leucine ‘ I.1I0 —_
Phénylalanine 1.03 1.20
Lysine 0.64 0.70
Arginine . 1.06 1.38
Histidine 1.62 2.I9
Acide aspartique 0.99 1.10
Acide glutamique 0.94 . 1.20
' Cystine ‘ 0.56 —
Tyrosine I.54 © 1.60°

Les chromatogrammes sont effectués en triple. Plusieurs hydrolysats de durées
différentes peuvent étre analysés (24 et 48 heures d’hydrolyse, par exemple). ‘
'~ Toutes les lectures de densité optique, multipliées par les facteurs de LEvY, sont
‘additionnées. Pour chaque somme ainsi obtenue, on peut calculer un facteur pour "
lequel cette somme est égale a 1'unité.

En éliminant les valeurs aberrantes qui proviennent indubitablement d’erreurs
techmques ou d’imperfections chromatographlques, on peut calculer une moyenne de
tous les résultats et les exprimer en fractions molaires (voir Tableau IX), En général,
les. résultats qui sont les plus variables sont ceux de la tyrosine (variabilité dans la

: synthese) de la méthionine (dégradation possible) et de I’histidine (variabilité dans
la syntheése et extraction délicate). D’ aprés LEevy,les rapports molaires sont reproduc-
tibles &' 2—3% prés. S
B A partir de ces valeurs, on peut calculer le nombre de résidus d’amdes aminés par
poids moléculaire minimum de la protéine, en divisant la moyenne des valeurs des
fractions molalres par celle d’entre elles qui conduit au résultat le plus voisin d’un‘
nombre entier pour le plus grand nombre possible d’acides aminés (voir Tableau IX,
.exemple de la leucine). Les valeurs de la sérine sont corrigées (10%) par suite de la
destruction partielle de cet ammoac1de aprés 24 heures d’hydrolyse (REES"-) Ces
valeurs sont ensuite arrondies a la valeur unitaire la plus approchée (voir Tableau IX) ‘

11 est évident qu’en partant des résultats en fractions molaires, on peut egalement
connaitre le nombre de résidus d’acides aminés pour 100 acides aminés de la molécule.
Pour obtenir ce résultat, on additionne les lectures de densité optique rnultlphées par
les facteurs de LeEvy. Pour chaque somme, on peut trouver un facteur de correctlonf
tel qu'elle dev1enne égale a 100 (au lieu de 1 dans le calcul précédent). En multlphant*

tous les nombres par ce facteur on peut donc expnmer les resultats sur la base de'
: ‘IOO re51dus d’acxdes aminés., =
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TABLEAU IX ‘
'‘COMPOSITION EN ACIDES AMINES D'UNE PREPARATION D’ad-CORTICOTROPHINE
‘ (D’aprés LEVY ef al.t9)
: ‘ Nombre de
‘ Résultats en fractions molaires Moyenne des  Ddéviation de  résidus d'acides - Nombre de
Acide aminé Jractions la moyenne aminds par - résidus (valewr
" solaires (%) poids mol. arrondies)

I ‘ 11 117 minimum
C. aspartique 0.0392 0.0503 0.0491 0.0462 10,1 1.72 2
c. glutamique 0.I1345 0.1273 0.1282 0.1300 2.3 4.85 5
érine 0.0689 ~0.0690 0.0702 0.0694 0.9 2.85 3
lycocolle . 0.0837 0.0818 0.0842 0.0832 1.2 3.10 3
Janine ‘ 0.0747 0.0753 0.0753 0.0751 0.3 2,80 3
'roline 0.1107 0.1084 0.1087 0.1093 0.9 4.08 4
‘aline - : 0.0798 0.0798 0.0816 0.0804 1.0 2.99 3
[éthionine 0.0235 0.021X 0.0212 0.0219 4.7 0.82 I
eucine o . 0,029I 0.0246 '0,0268 0.0268 5.7 1.00 I
'hénylalanine 0.0822 0.0809 0.0823 0.0818 08 - 3.05 3
'yrosine 0,0608 0.0647 0.0607 0.0621 2.8 2.32 2
ysine ' 0.1049 0.1073 0.1018 0.1047 1.8 3.91 4
Iistidine . 0,0268 0.0272 . 0.0273 '0.,0271 2.1 1.01I I
rginine 0.0810 0.0821 0.0825 0.0819 0.4 3.06 3
ryptophanne™ : I
{H,y amidé 2
‘otal ‘ 0.9998 0.9998 0.9999 0.9999 2.5 37-6 41

* Dosé par la méthode de GoopwiN ET MORTON?O,

- En tenant compte du poids moléculaire de la molécule, on peut calculer le nombre

de résidus de chaque acide aminé présent dans la molécule entiére. Connaissant le

-~ nombre de chaque résidu pour 100 acides aminés, on multiplie ce nombre par le poids

moléculaire de ’acide aminé correspondant. On fait la somme de tous les résultats.

- De la somme ainsi obtenue, on enléve la valeur de 1782, correspondant & gg molécules

d’eau. On calcule le rapport entre le poids moléculaire réel et le poids moléculaire
partiel ainsi calculé, Le nombre de résidus pour 100 acides aminés multiplié par ce

“ra.ppor‘t donne le nombre de résidus pour l’ensemble de la molécule. Il suffit alors

- d’“‘arrondir”’ les valeurs pour connaitre le nombre de résidus d’acide aminés par

molécules (voir Tableau X). On peut également effectuer un calcul identique en tenant
compte du nombre d’acides aminés trouvé pour le poids moléculaire minimum.
' Enfin, s’il est nécessaire d’estimer les quantités absolues d’acides aminés présents

“dans le mélange, deux méthodes peuvent étre appliquées (LEVY#3): I'une, la moins
précise (2—-5%) consiste en une conversion directe de la densité optique lue en micro-

molécules au moyen d’un ensemble de coefficients d’extinction millimolaire. Ils ont

Ed-')
iy,

la valeur 15.6/F ou F représente les facteurs du Tableau VIII. L’imprécision de ce
procédé provient principalement des différences dans la récupération de la coloration
A partir de plusieurs chromatogrammes. Ces différences n’ont pas d'importance dans

la détermination des rapports molaires, car ces variations a.ffectent tous les amino-
acides d’une mamére comparable.
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La seconde méthode consiste & combiner la détermination plus préciSe (2—3%)
des ra.pports molaires avec la détermination de la quantité totale d’acides aminés
‘présents dans le mélange. Celle-ci peut étre déduite de la consommation de soude au
cours de la réaction de condensation (voir LEvy%3, LEVY éf al.45). ‘

TABLEAU X

COMPOSITION DE L'HEMERYTHRINE DE Sipunculus nudus
(Résultats personnels) '

Nombre de résidus

e is d'aprds eurs re de résidus dans
Nombre de vésidus pouy calculés d’aprés les valeur Nombre d d.

¢ h ‘ X hyi
700 acides aminds O S elatre”  (valeurs arrondies)
de 66,000
Gly 4.42 25.37 25
Ser 4.22 24.33 T 24
Thr 4.33 24.85 25
Pro . . 5.62 32.25 ‘ 32
Ala 7.40 42.47 : 42
Met 0.38 ‘ 2.18 2
Val ‘ 6.80 - 390.03 ‘ 39
Leu I4.10 80.93 8z
Phe ‘ 11,62 66.69 67
Lys 8.15 46.78 47
Tyr 3.80 21.80 22
Arg 2.42 13.80 14
His 4.36 25.02 25
Asp ‘ 13.82 79.32 79
Glu 8.10 46.49 46

Cys . 0.34 ‘ 1.94 2
‘ 572 résidus

TABLEAU XI

m:snwcnon APPROXIMATIVE DES DERIVES DINITROPHENYLES AU COURS DE L'HYDROLYSE
(D’aprés PORTERYY)

Temps (h) Quanm;f !;c)stame

(>

DNP-alanine 12 8o
DNP-arginine 12 go
Acide DNP-aspartique 24 6o
Di-DNP-cystine . 12 25
Acide DNP-glutamique . 12 75
DNP-glycocolle 8 40
DNP-hydroxyproline 4 40
DNP-leucine 12 8o
DNP-isoleucine 12 8o
. Di-DNP-lysine 8 95
e-DNP-lysine 12 95
DNP-méthionine 12 75
DNP-phénylalanine 12 70
" DNP-proline ‘ 2 10
DNP-sérine ‘ 12 90
DNP-thréonine 24 90
DNP-tryptophanne RS £ " go
YNP-tyrosine ‘ 12 ' 75

DNP-v'lee ) 12

‘ Bibliogmpkie p: 269/271.
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b. Dosage d'un DN P-aminoacide en position N-térmz'nalé

Une certaine quantité de DNP-aminoacide terminal est détruite au coursde I'hydrolyse
(2 titre d’indication, voir le Tableau XI) et, d’autre part, les recupera.tmns chromato-

graphiques entrainent également des pertes (par exemple, récupération chromato-

graphique de l'acide DNP-aspartique et de 'acide DNP-glutamique: go%; de la

~di-DNP-lysine: 80%; de l'acide DNP-cyste1que 90%) (REDFIELD ET ANFINSEN7),

Il faut donc tenir compte de ces pertes au cours des dosages. Pour les calculer, il
est recommandé de soumettre & I’hydrolyse dans les mémes conditions, en méme
temps que la protéine ou la DNP-protéine étudiée, une quantité déterminée du DNP-

~ aminoacide identifié. La détermination de ces coefficients de destruction doit &tre

TABLEAU XII

RECUPLRATION (%) DE LA DNP-SERINE APRES HYDROLYSE EN PRESENCE DE
L’a-CORTICOTROPHINE ET DE SON DERIVE DINITROPHENYLE

(D’aprés LeEVY ET L1Y7)

Quantité de produit soumise d L'hydrolyse

Récupiération de

- . : i : i . oo plic. O e
Expérience No DNP-sévine ‘a"Co%;':‘;z DNtfophsg:lzco DN% zj’rma
(umioles) (umoles) (umoles)

1 I.0 o o 86

1 I.0 o 1.0 ‘93

2 0.2 o o 6967

2 0.2 0.2 o 52—47

2 0.2 o 0.2 70-78

* Récupération de la DNP-sérine non hydrolysce 93%.

. Exp. 1 = hydrolyse pendant 7 h & 105° par HCIl 5.7 NV (tube scellé sous vxde)

Exp. 2 = hydrolyse pendant 16 h & 110° par HCL 5.7 N,

- effectuée plusieurs fois. A titre d’exemple, les pourcentages de récupération de la

DNP-sérine hydrolysée en présence de l’a-corticotrophine et de son dérivé dinitro-

phénylé sont reproduits dans le Tableau XII. Il est remarquable de constater que la

destructiondela DNP-sérine augmentée en présence de la corticotrophine est diminuée
en presence de la DNP-corticotrophine (voir également les e*cperlences de DESNUELLE
et al.?s sur ’acide DNP-aspartique de la serurnalburmne)

L’interprétation des résultats du dosage d’'un acide aminé en position terminale

~est trés souvent délicate: il peut arriver que, malgré les corrections précédentes, la

quantité récupérée ne représente qu'une assez faible partie de la molécule initiale,.
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