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Les fibres de collagéne sont constituées par des chaines polypeptidiques, de
poids moléculaire 100,000, unies latéralement par des liaisons dites intramolcculaires
pour former des tresses 2 trois brins, ces tresses sont également unies latéralement par

25 liaisons dites intermoléculaires et constituent ainsi Ia fibre elle-mé&me. Les liaisons
iatérales sont des liaisons aldimines ou aldols formées entre une fonction aldéhyde
d’un dérivé de la lysine (allysine ou acide a-amino-J-semi-aldéhyde adipique) et une
fonction aldéhyde d’une autre molécule d’allysine pour constituer une liaison aldol
ou la fonction £-aminée d’une molécule de lysine ou d’hydroxylysine pour constituer
une liaison aldimine!—. Si un échantilion de collagéne est réduit par le borohydrure de
sodium?, les molécules d’allysine qui ne sont pas incluses dans des liaisons de réticula-
tion seront réduites en e-hydroxynorleucine; il en est de méme des molécules d’allysine
incluses dans des liaisons aldimines lorsqu’elles ont été libérées par une hydrolyse
ménagée lors de la préparation du collagéne acido-soluble.

Etant donné I'importance de ’s-hydroxynorleucine pour apprécier le degré de
réticulation d’un échantillon de collagéne, mais aussi sa trés faible concentration, nous
avons cherché a la détecter par chromatographie en phase gazeuse.

MATERIEL ET METHODE

Préparation de I’e-hydroxynorleucine

Pour réaliser la synthése de I’z-hydroxynorleucine, nous avons suivi ia techni-
que proposée par Gaudry®. Le produit de départ de cette synthése est le 2,3-dihydro-
pyranne que Pon hydrolyse en §-hydroxyvaléraldéhyde selon ia technique de Schniepp
et Geller’.

Les étapes de la synthése sont schématisées sur Ia Fig. 1. Par hydrolyse baryti-
que de la 5-8-hydroxybutylhydantoine, nous obienons un produit qui doit 8tre V'e-
hydroxynorleucine.
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Fig. 1. Schéma de synthése de la 5-6-hydroxybutylhydantoine.
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Chromatographie en phase gazeuse

Afin d’obtenir des composés volatils, les acides aminés sont transformés en
esters butyligues N-trifluoroacétylés en uiilisant Iz méthode de Zumwalt ef @l3. Les
acides aminés en suspension dans 100 gl de dichlorométhane subissent successivement
aprés évaporation du dichlorométhane, une estérification avec 2 ml de r-butanol
anhydre saturé en acide chlorhydrique, pendant 2 h & 90°-100° en tubes bouches.
Les réactifs sont évaporés avant de procéder i Vacylation. Les dérivés remis en solu-
tion dans 500 gl de dichiorométhane sont alors traités par 50 ul d’anhydride trifluoro-
acétigue pendant 2 h 3 100° en tubes bouchés.

Les chromatographies sont effectuées sur 2 ul de cette solution. La séparation
a lieu dans un chromatographe Fractovap GV (Erba Sciences) équipé d’une colonne
en verre de 2 m X 3 mm (diamétre intérieur). La colonne est silylée et remplie de Gas-
Chrom P, 100-120 ms=sh (Erba Sciences) imprégné de la phase fixe, SE-30 (méthyl
siloxane) 1 %-QF-1 (méthyl fluorocalkylsilicone) 3%,. Une phase mobile est constituée
par un flux d’azote d’un débit de 40 ml/min. Les acides aminés sont élués en fonction
de la température qui est programmée de 100° 2 250° a raison de 4°/min.

Les produits contenus dans I'effluent gazeux sont détectés par ionisation de
flamme. Dans un précédent travail® nous avcns utilisé cette méthode pour séparer les
acides aminés contenus dans des hydrolysats d’échantillon de collagéne.

RESULTATS ET DISCUSSION

Vérification de la struciure des produits obtenus par synthése

3-0-Hydroxybutylhydantoine. Le produit obtenu a un point de fusnon de 160°
mesuré par analyse thermique différentielle. Son spectre infrarouge permet de carac-
tériscr les groupements O-H, C-H, N-H, C=0 qui se trouvent dans la molécule de la
5-6-hydroxybutylhydantoine. La courbe d’intégration du spectre de résonance magné-
tique nucléaire (RMN) précise 'existence de 12 protons: 8 protons aliphatiques, 1
proton de la fonction O-H, 2 protons des groupements N-H et 1 proton du carbone 5
qui correspondent 2 la structure théorique de la 5-6-hydroxybutylhydantoine.

e-Hydroxynorleucine

e-Hydroxynorleucine. Le point de fusion du composé se situe environ a 230°.
Le produit obtenu est colorable par le ninhydrine alors que la 5-6-hydroxybutyl-
hydantoine ne I'était pas. Son spectre infrarouge est caractéristique d’un acide aminé.
1! permet Pidentification des bandes d’absorption dues aux groupements: O-H, C-H,
N-H, C=0 et I'observation des déplacements de la bande C=0 vers 1600 cm™,
déplacement que I’on remarque habitueilement dans les spectres infrarouge des acides
aminés. Le spectre de RMN dans P’eau lourde permet de confirmer la chaine aliphati-
que de cet acide aminé qui comporte 13 protons dont 8 protons aliphatiques. Le spectre
de masse de Pester buiylique di-O,N-trifluoroacétylé de ’e-hydroxynorleucine montre
un pic moléculaire m/e = 395 et les fragmentations caractéristiques de ce composé
(Fig. 2).

Localisation sur les chromatogrammes de I’s-hydroxynorleucine
On obtient une bonne séparation des acides aminés caractéristiques du colia-
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Fig. 2. Snectre de masse de Pester butthl.e cn~0 N-tnﬂuo"oacety{e de l’e-hvdroxynoﬂeucme. o i
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