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SUMMAR-? 

Separation by high-performance liquid chromatography of phenylthiohydantoin deriva- 
tives of amino acid& released by Edman d<gradation 

The separation by high-performance liquid chromatography of seventeen 
phenylthiohydantoin derivatives of amino acids released after Edman degradation of 
proteins is described. Sixteen phenylthiohydantoin derivatives of amino acids are 
differentiated within 40 min by liquid-liquid partition on a column packed with 
Micropak CN (moderately poIar alkyl nitriIe phase bonded on IO-pm porous silica 
microparticles) and gradient eiution with hexane-methylene chloride-isopropanol 
mixtures. 

_ _ -. 

INTRODUCTION 

La determination de la structure des protCines en vue de leur biosynth&se passe 
par l’identification des sequences d’acides aminds qui les constituent. La mithode la 
plus couramment employ& est la d&gradation d’Edman’, qui permet d’identifier 
l’acide amin terminal sous la forme de son d&iv6 3-phenyl-2-thiohydantoine (PTH 
amino-acide) apr6s rupture de la Liaison peptidique. L’identitication de I’acide peut 
alors Ctre faite soit par une mCthode soustractive (d&termination de la composition 
en acides amines du reste polypeptidique et comparaison avec le produit de depart), 
soit par l’analyse dire&e du d&iv6 ?TH de l’acide terminal. Cette m&hode permet 
de reconstituer progressivement la tiquence en acides ami& de la protCine. L’analyse 
chromato_mphique des PTH amino-acides a fait l’objet de nombreux travaux dent’ 
donne une mise au point r&cente (209 r&f&rences). 

Toutes les mCthodes utiii&s dans le pass6 presenttent cependant des incon- 
v&ients: La chromatographie sur papier et la chromatographie sur couche mince 
sont lentes et peu pr&ses, la chromatographie en phase Iiquide ctassique est d’une 
mise en oeuvrc t&s longue; quant B la chromatographie en phase gazeuse elle implique 
la p&par&on pr&Iable des d&iv& trim6thylsilylCs. De plus, toutes ces mCthodes 
laissent souvent subsister des doutes quant 2 l’identification de certains acides. I1 



&art done int&essant cfapphquer a Ia Gparation des PTHamino-a&d= les EiouvelIes 
t&tiquas de Ia c’nromatyog&~Ne en phase Eqtiide Zi haute gerr”ormance. 

GraffeO et J.J et Fr&k et Strube& ont f’ailt apper P Ta chrom&ograph~e #ad- 
sorption tan& que Haag et Lange9 ont propose la chromatographie de partage h 
polar& de phases inverGe_ L’utilisation de la chromatog%phie l&&de-solide est 
d&&ate dans la mesure oti elie exige, pour obtenir des r6suhats reproductibles, un 
contr6le strict de la teneur en eau des solvants. L’utilisation de f’ilution grad&e est, 
de ce fait, peu commode car elle implique soit la mise en &quill&e de chaque solvant 
avec le suppo&, soit d’effectuer en fin d’anaiyse une regeneration qui peut &ret& 
longue. Or lees differences de polar&e importantes des PTH amino-&ides rend&t 
indispensable I’utihsation dun _mdient d’elution. 

Ces diEcultt% ont amen6 certains auteurs a rechercher la separation de ces 
acides par chromatographie de partage B polarite de Phases inverGe SIX phase sta- 
tionnaire pelhculaire Corasil C,, (Waters Assoc., Milford, Mass., U.S.A.). Quatorze 
amino-acides peuvent Ctre ainsi identifies en 40 min environ. Toutefois, les supports 
peliiculaires pr&entent l’inconvenient d’avoir une capacit6 faible, ce qui peut Ctre 
t&s g&ant dans le cas de l’analyse de traces. IL nous a done semblt interessant d’etu- 
dier la sdparation de dix-sept PTH amino-acides par chromatographie de partage sur 
des microparticules de silice entierement poreuses greffGes alkylnitrile (Colonne 
Varian Micropak CN). Ces amino-acides representent l’ensemble de ceux rencontres 
gtnCra1ement dans les protiines d’origine humaine. 

PARTIE EXPSRIMENTALE 

A ppareillagq 

Nous avons utiIisC un chromatographe en phase liquide Varian (Palo Alto, 
Cahf., U.S.A.) Type 8520 constitui de deux pompes de type seringue a debit constant 
et d’un programmateur de solvant. La detection est effect&e par absorptiometrie 
dans l’ultra-violet B 254 nm (cuve a circulation de 8 pl), au moyen d’un d&cteur 
Varian. 

Colonne 
Toutes les s6parations ont CtC effectu6es sur une colonne Varian Micropak 

CN (phase greffee alkylnitrile sur silice poreuse de granulomitrie nominale lOpm), 
d’une longueur de 25 cm et de diametre interieur 2.1 mm (l/8 in.). 

L’hexane de chlorure de methyl&e et l’isopropanol sont de qua& -U&o1 
(Merck, Darmstadt, Allemagne Fed&ale), No. de cataiogue, respectivement: 953, 
4372, et 993. Les derives 3-phtnyl-2-tbiohyydzntoine des diff&ents acidesamin& nous 
ont Cti foumis par le laboratoire de recherches de l’Unit& des Proteines de 1’Inserm 
B Lille, France. 

Les&hantillons Ctaient mis en solution darts du mithanol3XP (L’rolabo, Paris, 
France) & une concentration comprise entre i-et 3 mg/ml pour chaque amino-a&de. 
Les vohuues inject& au moyen d’une seringue et d’un injecteur du type “Stop-flow” 
&Gent de 3 yl environ. 

Toutes les s6parations ont et6 efEctu&s a temp6ratm-e ambiante. . 
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Rl%JL~ATs_ 

Afin de faciiiter le choix de Ia phasemobile et dn profil du gradient, nous avons 
suivi la mGme dimarche que celle utilisk en chromatographie sur couche mince, c’est- 
&-dire la st5paration des dtrivt% PTH en Xrois groupes. 

Group I 1 

11 comprend la proline (Pro), la valine (Vai), l’alanine (Ala) la glycine (Gly), 
la sirine (Ser) et i’asparagine (Asn). Une separation totale de ces six PTH amino- 
acides est obtenue en 12 min environ (Fi,. = 1). Nous avons recherchC ici Iyobtention 
d’une r&solution optimale, toujours dans le but de doser des traces de PTH amino- 
acides dans des melanges complexes_ Sur ie plan strictement analytique, la dur& de 
la separation pourrait C&e r&kite, soit en augmentant plus rapidement la polaritt 
de l’Cluant, soit en utilisant des solvants plus polaires. 
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Fig. 1. Sdparation des six PTH amino-acides du groupe I. l%ants: 
thyl&tie-isopropanol(8:2); debit, 100 ml/h; pression, !I0 bars. 

(A) hexane, 0% chlorure de m& 

Groupe rr 
I1 comprend la leucine (Leu), la m&Co&e (Met), la thrkonine (Thr), la tyro- 

sine (Tyr), la lysine (Lys) et la glutamine (Gin). La skparation obtenue est reprkentk 
sur la Fig. 2. Nous avons cherche ici la d&e d’analyse la plus faible tout en conser- 
vant une &solution suffisante pour une analyse quantitative prkcise. En modifiant 
la forme du gradient (en particulier en diminuant la polaritk du melange de depart), 
on peut ividemment augmenter notablement la tisolution et obtenir un chromato- 
gramme presentant une a&we analogue & celui du groupe 1. 

Groupe III 
Il comprend I’isoleucine (Ile,, ’ la phknylalanine (Phe), le tryptophane (Try), 

l’acide glutamique (Glu) et l’acide aspartique (Asp). La Fig. 3 rep&se&e la skparation 
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-Fig. 2. S@aation des six FTH amino-acides du groupe If. J&ants: (A) hexane, (B) chlorure de 
mithyltn&sopropanol (55); d&bit, 100 ml/h; pression, 100 bars. *, Lmpuretd non identifkk 

Fig. 3. Siparation des cinq PTH amino-acides du groupe LII. &ants: (A) hexane, (B) isopr~opanol; 

d&it, 100 ml/h; pression, 90-300 bars. 

des cinq PTH amino-acides correspondants. On remarquera I’augkrentation de la 
_pression entre le debut et la fin de la separation, ce qui s’explique par la grande dif- 
ference de viscositt entre f’hexane (0.40 cP) et I’isopropanoi (2.8 cP). 

Nous avons ensuite cherche B &parer en une seule operation un plus grand 
aombre de PTH amino-acides. Nous avons tout d’abord rassembl& les groupes I et IL 

Groupe Z -k Groupe ZZ 
La Fig. 4 represente la separation de onze amino-acides sur les douze presents. 

En augmentant moins vite la polar& de SCluant en fh~ d’analyse, ce qui se traduirait 
par un accroissement de la dur6e de l’aaalyse, 011 pour&t &parer la glutamine de 
I’asp&agine, ce qui est confirme par la Fig. 5 (voir plus loin). 

Groupe I + Groupe II + Groupe IZZ 
La Fig_ 5 repr&ente le chromato,mme obtenu sur le melange des dix-sept 

PTH amino-acides. On voit que seize d’entre eux sont separes en 40 ruin environ. On 
peut ains; identifier en une set& opkation tout amino-acide provenant de Ia d&ada- 
tion d’Ed.man. La m&ode propos& est actuellement appI.iquQ B la recherche de ia 
structure dune glycoproteine salivaire parotidienne humaine. f;es resuitats wont 
publiis uit&ieurement, _- 
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Fig. 4. S&mtion des FTH amino-acides des groupes I et II. &ants: (A) hexane, (B) chlorure de 
rr.ithyEne-isopropanol (5~5); d&bit, 50 ml/h; pression, 45-100 bars. 
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Fig. 5. S@ration des PTH axnino-acidcs des gsoupes I, II et III. Conditions. opkatoires, cJ Fig. 4. 

-CONCLUSIONS 

La chromatugaphie de pzrtage sur ue colome de 25 cm d’une phase sta- 
tiommire du type alkylnitriie g&f& sur silice poreuse IO,mn permet de &parer en 
mains de 40 min et en me seule opkation seize PTH amino-acides sur Iw dix-sept 
g&x&alement rencontr5s d&s Ies prot&nzs d’origine humaine. La m&&ode met en 
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oeuvre une CIution graduke au moyen d’un melange hexane<htorure de m&hyl&e- 
isopropauol sous une pression comprise entre 45 et 100 bars. Elle-devrait permettre, 
par sa rapidit&, une etude p&s commode de la structure des polypeptidesmsoumis 5 
la d&adz&ion d’Edman. 
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Une separation, par chromatographie en phase Iiquide B hautes performances, 
de dix-&pi dCriv6s phinylthiohydantoine des amino-acides rencontr& Iors de la 
digradation d’Edman des prot&nes est propos&. Seize dCrivCs phCnytthiohydantoine 
des amiiio-acides sont sCpar& en 40 min par chromatographie de partage sur colonne 
Micropak CN (phase moyennement polaire alkylnitri!e greff& sur silice poreuse 10 
pm) et 6lution graduk par des melanges hexane-chlorure de mCthyl&e-isopropanol. 
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