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In these branches ¢f biochemistry some of the most
important problems are to isolate the substances which are
responsible for a specific biological or biochemical effect
(for exemple : certain enzymes) and also to define and charac-~
terize these éubstances as accurately as pessible... But, in
addition to this,_fundamental problems in the chemistry of
large molecules are to a high degree dependent on the develop-
ment of guitable and highly specifie separation methods. Each
attempt %o elucidate the chemical of these complex substances

depends appreciably on the possibility of studying the structu-

re of simpler fragments, which arc obtained by breaking dswn
the molecules in scme way.

A. TISELIUS

- (Les Prix NOBEL 1948) -
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CHAPITRE JzSL (*)

L¥ oUP“”RAT

s s g e 4 oo

Nous avons utilisé comme substrais la sérum-albumine

de cheval ou la cristolbumine, qui en est une fraction,

I¢ / - Préparation de la cristalbunine : le sdérua
sanguin est précipité & 52 p.T00 de saturation en sulfate d'am-

monium neutralisé ; aprés une heure de contact, on centrifuge

¢t on filtre ; on ajoute au filtrat du sulfate d'ammonium crig-
tallisé (15 g. pour 500 ml) et on ajuste exactement & pll 4,7
par de l'acide acétique & I0 p,I00. Aprés une nuit de contact
5¢C, on centrifuge 30 min.; on reprend le précipité dauns un
volume dleau égal & la moitié du volume de sérum dont on est
parti, On\précipiﬁe & 50 p.T00 de saturation en sulfate d'ammo-
nium en ajustant & pH 4,8. On laisse quelques heures au repos |
puis on centrifuge 40 & 60 min. & 3000 tours/minute ; on re-
prend le précipité dans un volume d'eau de moitié inféricur au
volune précédent on ajoute une nlre quantité de sulfate d'am-
monium saturé ¢t on ajuste & pH 4,2. Aa bout de o4 eures, on
centrifuge 60 minutes et on reprend le précipité dans quclqach
centimétres cubes dfeau 3 on dialyce la bouillie ainsi oblenue
dans un tube do cellophane, sous pression, d'abord 48 heures

(%? QQQD : Les chiff

res
raiition des références
ires enive parcenthlézes

¢cntre crochets indiquent 1'ordre d'ap-
bibliovLaph¢q4“f dans le toxd

CXve, Les chif

AL L~

reavelent aux rotes situdes en bas de pace,

C’\
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c:ntre da 1 a9y courante, cuig 48 N 7" heures contre de 1'cau

ot IVA¢ 0 pprie bayea, on o contrifuee pour enlever Je préei-

P te verdfitre gui ¢ fet © -méd et oul est constitué principale-

ment par des linidee, On dose firalement l'azonte total de la sa-
3 1yt an,

29~/ C(Qarzctéristiques physico~-chimiques du substrat

Certaines de nos préparaticns sont cbtenues & 1fétat
eristallisé (veir figure I). Elles sont électrophorétiquement

homegénes (électrsphorése en fronticres ascendantes, figures 2,

3 ¢t 4). Toutefeis, en tampen phosphate M/30 de pH 8, on peut
cbserver dans certains cas (principalement lorsque les prépara-
ticns ne sont pas cristallisées) une légere dissyméirie due & 1la’
présence d'une faible quantité d’ { ~globuline (voir figure 5),

Le prids moléculaire de cette protéine est de L'ordre
de 65.000 (COHN [1} » SCATCHARD, BATCHELDER et BROVN { 2} .
CREETH [3] , CHARLWOOD [4:} ).
A\Y

La sérum-albumine contient, scus forme de compiexcs
lipidoprotéiques une certaine quantité de lipides : c'est ainsi
qQue la teneur moyenne en chaolestérel de nos préparations est de
0,5 g p.100.

La ¢oposition en acides aminds, étudié€e par la chrimg-
tographie bidimentionnelle des hydrolysats totaux, se caractérise
essenticllement par la richesse en lcucines, lysine, acide aépar;
tique et acide glutamique., A titre de'comparaiscn, nous avoens
rassemblé dans le tableau I la compositinn en acides aminés de
la sérum-albumine de bscuf. étubliec par STEIN et MOORE [é} ot
yen de la chromateographie de partage sur celsnne d'amidon,

Les groupemcats aminés libres de la cristalbumine ap-
partienncnt & 1l'acide aspartique (BISERTE et O31EUX {6} , Voir

également DESNULLLE, ROVERY et FABRE [7“ ). Ce résuliat permet
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de penser que la cristalbumine est formée soit par une seule
chaine polypebtidique.terminée par un groupement C&—NHQ libre
de l'acide aspartique, soit par plusieurs chafnes toutes ter- =y
minées par de 1l'acide aspartique (I.)

En conclusion, le substrat (cristalbumine) que nous
utilisons est bien défini, mais trés compléxe,

W

(I.) - On ne peut toutefois affiimer que ces chafnes, si elles
existent, sont identiques. En effet, SANGER [B] a pu déter-
miner que les chaines polypeptidiques de la globine de

che-~
val étaient terminées par de la valine, En étudiant de fa-
¢on précise la composition en amino-acides de ces fins de

chaine, SANGER a pu montrer qu'il en existait au moins deux

types différents, lfune comportant la séquence-valylleucine
1lfautre-valylglutamyllceucine,
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roline . 4,75 : 3,60 :
Acide vlut"m1qu 16,50 : 9,78 :
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g Valeur déterminde par BRAED et col, (1944
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CHAPITRE EEB

ODE L' HYLROLYSE

‘ Lfétude de la structure des protéines peut Ctre abordds
avec succes par 1'identification des polypeptides résultant de
leyr hydrolysc partielle, dont il existe deux types esscntiels,
1'un réalisé par l'action ménagée des acides (acide chlorhydri-
-que I0 N & 379C), l'autre par les protéinases.

Les principales objections que l'on peut formuler en--
vers l'hydrolyse acide partielle (HCI IO N & 37eC) sont de deux
ordres : tout d'abord au cours de cette opération, il se forme
un tres grand nombre de petits ﬁolypcptides (di ~ ou tripeptides,
En second lieu, l'hydrolyée acide n'est pas suffisamment sélecti-
ve. Certes, il existe des liaisons peptidiques plus labiles, cop-
me celles auxquelles la sérine et la thréonine participent par
leur fonction aminde (DESNUELLE et CASAL [9} )y cu plus résistan-
tes, comne cclles auxquelles participent la leucine ou la valine
(synce E?d} ). Au cours de l'action de 1l'acide, la "nature" des
liaisoens peptidiques scemble donc conditionner partiellement‘leur
rupture ; par contre, leur "Qggliigg"'a relativement peu d'impor
tance, ce qui peut se concevoir aiedmnent si 1l'on congidiye que
les faiblcs dimensions de 1'ion K& 1lud permettent d'aborder fo-

cilewent tous les poinls de la chalne polypeptidique.
’ p k 1

L'hydrolyse méaagde des protéines par des
J ¥ P
(ucr n/ 10, S0, M, N/ I0), qui permed

Fad

s ———— e

le d'acide aspartique, (PARTRIDGE }II] » DLACKBURN {127 ,

et PIGACUT FIB] ), permet déjh d'ovtenit une seissio
*» -

n plus sél. -

acides dilude
une libération préférentie -

an
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tive de la molécule.

Au cours de 1'hdrolyse enzymatique par les proiéinases,
les facicurs "position" e’ "nature" des liaisons peptidiques ip-
terviennent tous deux d'uie fagon significative. Dis lors, ce mo-
de d'attaque de la molécul.e semble plus favorable, d'autant plus
que, pour de nombreuses protdéines, 1'action des endopeptidases

stefiectue suivant une 1o0:. du "btout ou rien" (TISELIUS -I%] )_‘

c'est~h-dire que les molécules protéiques sont ddégradées “complé-
tement” les unes apris les autres ¢t que, por suite, les produits

initiaux et terminaux a! hrdroljue sont identiques, Peux endopep-
1:

tidases peuvent &lre uti es, la pepsine et la chymoirypsine (2,]

Les résultats que nous rapporions daus ce travail, ot
été obtenus uniquement su cours de 1'hydrolyse pepsique de la sé-
ren-al bumine,

Eemarques sur le mo-ie d'altague de la sérum-albunine

;‘u,r 1% pep 11“-‘-

W

) validité de la "loi du “tout ou rien,

Bn aceord avece cette wegle, 1o sdérua-albunine cst biog,
aasfornde en polypepiid:s sans que 1fon puisse notire en évidoy-
its interndédianves. Lorsgu'on sounmet a Lfdélect ﬁ)dO“JT“
le ces produi.s d'hydrolyse, on peut idontifier plu-
tions ayent de. .ﬂoJlllL.,H d'_i.f;‘;‘éren'ties,, A DH 5999 on
décile 9 fractions probab,cmcub complexes, qui s ripartissent
€N 3 STOUPL3 Gue Nous avo:s ngliiiés rcspeétiveﬁe&t de "baoigqua",

¢ Macide", Au cours des premdewrs strdes o Uloction Ca,

e s

netique, cetts dtude dle w"ophorbunuuo neus pontre unipu‘fﬂ'“

wions ounrtitavives de ces diverses fractions @ ce

e
CUT en accord avec la rég.e du "tout ou rien" (figuce § ot )

.

(2.) - Lo trynsine est sas actinn sur la ciietalbwains

i UL netive
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Toutefois, ainsi que 1'ont montré DESNUELLE g:IS] et
MORING~CLABSS0N Eié& pour 1'ovalbumine, apreés ce stade initial
de dégradation rapihe, les gros peptides primitivement Tormds
scmblent subir une dégradation lente qui les traonsforme en tri-
ou téirapeptides, Nous avons dgalenent constaté 'que les diapram-
mes d'électrophorese d'hydrolysés pepsiques prolongées (48 h,)
se simplifizicent notablement par suite de la formation de petits
peptides qui possédent des comportecments dlectrophoréitiques asscy
volsins., {voir figures 8 et 9)

//3 ) - Spécificité d'action de la pepsine.

FRUTONlet BERGE ANY {i%% & l'aide de substrats synthditi-
ques, ot dérnontré que 1l pcpsi;e rompt préférentiellement la
lisison peptidique formdée par un groupement aminé appartenant
un acide aminé aromatique (tyrosinc ou phénylalsrine) et par un
carboxyle provenant d'un acide aminé quelconque, wais de préfd-

rence toutefois, de 1l'acide glutamique, .
A\Y

Excenple :,carbobenzoxy~L—gluﬁamgl;L~tyrosine.
’t‘h
Cependant, il nc sewble pas, comae l'avait ciu BERGM A,
Que l'on puisse en ddduire une loi géndrale de spéeificité d'ac-
tion de 1g pepsine sur les peptides ou les protdéines. HARRINGION
¢t PITT-RIVERS g??f ont d'ailleurs démontré qulun Gipepiide  comne

la tyrosyleystéine, qui contient une amino-acide aromatique dy

c0té carboxylique de la liaison peptidique, est hydrolysé par
la pepsine. ' '

Les travaux récents de SANGER et TUPPY {I9 suc les

Qae
hydrolysats pepsiques de chafnes polypentidiques de 1'insulipe
oxzydée, ont permis d'élavpir séricuscnent la spéeificitd dtact

_action
de la pepsine :

.

w8 dey

a) L'action cnzymatigue pett porter des deux edid
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’

résidus dfacides aminéds sromatiques.

b) De p1gu, 1'asction n'est pas toujours limitde aux

lisicons adjacentes aux secides aminds aromatiques 3 des enchafne-

ments comme - leu = val - ou - ala ~ leu - peuvent &ire seindds

o

°

Il en est de wlme pour la séquence - glutaminyl-histidine,

Donc, en concluszion, la pepsine powu,de une epdeifici-
. te diaction assez larye, beaucoun plus large en tout cas que celie

de la chymotrypsine et de la trypoi ; clie scinde touleflfois

de préfdrence des lisisons adjaccatcs aux résidus de ‘leuecine,
Tyrosine ¢t phénylalanine,

Lf'&tude des LaP=-peptides (50) des hydrolysats pepoi-
ques d'ovalbumine, de crisialiumine et de ¥ - globulines, qui
nous permet d'détudier la spdeificité de la pepsine du Cﬁt‘ alng

de la liaison veptidique, nous a permis de conclure & une howmerd
A\

C-
néité d'action dnang 1'ottague de ces diverses protéines (BISERYW
et 057LUX 2@] 7. Cn identifie, en efyet, les nmines HP-oing.--

cesolubles, en preperitions d'ailleurs conpurableg

-

divers hydrolysats pepziques de protdines difrdrenies

(3.) ~ Apres traiteqent par le dinitro~flucrobenzine (Di¥B) des
hydrolyaats Cn/VCJrjquo, les DidP~peptides ainsi obtenuy
pceuvent ditre sépavris en 3.Lyracilons p11001>ﬁ3 3 par exbiva
tion avee 1'acdiatz d'éthyle (¥raction I) e ~vo« le bLubarss
(Fraction TI) Le oricipité restant en su~wen sion dang 1la

phase agueuse apres deux extraclions constitue la Fyocs oion
III. Les fl”“'lOﬂu I, IT et IIT de DEP-peptides aingi séon
rées sont hydrolysies par HCL 5,6 N pendant 7 heurcs év o ,
Ioo0eg, banln‘“nb, dg C h”ﬂfﬁlVd&Lu, on peut extreire ler
Diip-aminoacides ¢téro: Olublf. :

qui proviennent done dee

O “_‘.\.J_‘ .
|

des aminds qui pogsddaient un grounements @(mlu2 libra oy 1

out de la chalne wolypepiidiqua,
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Cette constatation conduit & penser que l'action de 1la
pepsine sur les protéines comme la cristalbumine, 1'ovalbumine

¢t les a’~ globulingg - du moins aux slades initiaux d'hydroly-

[47]

€, ~ s'clffectue en des points préeis de la moldcule.

3’ ) - Poids meléculaire des produits d'hydrolyse peptigue

..... £

La loi du "tout ou rien" n'détant pas toujours entiére-
ment valable dans le cas de 1l'hydrolyse pepsique, il est ¢vident
que lec poids woléeulaire meyen des peptides 1libérés dépend des
conditions d'hydrolyse : les diffdrents factcurs varisbles étant

le pil, la tempdrature, la quantitd d’enzyme, le tenps d'hydiclyce.

CURRIE et TULL [gi} ont démontré que les peptides résul.-.
tant de 1'hydrolyse pepsique de 1'evalbumine peuvent &itre divisés
en deux grandes fractions : 1fune dont le poids moldéculaivre esti
voisin ou inféricur & 2000, l'auire consistant en de gros frag-
ments de poids moléculaire de 1l'ordre de 30,000 (figure II). Les
conditions qui favorigsent 1'accumulation des peptides de Taible

poids woléculazire sont @

= I) des valcurs de JH voisines de 2 ou légdrement supéricurcs

~ 2) unc températurc assez basse, aux environs de 30°C
- 3) des quantitds importentes de pepsine {rapport enzyme/subshrai .
1/166)
Invevsenwent les conditions qui favorisent 1'accumula
tion des

S pepiides de haut poids moléculaire sont :

= I) des valeurs bernses do pH {(1,5) 3

~ 2y des tempdrotuics plur élevées

S o . ’ (3R 2 . 3
= 3; des quantitds plus fribles de poepsine,
1 [

L'étude €lectrorhordéiicue de ces doux modalitds Q¢

lysé pepsique nous a pereis de mettre en évidence des qif
renarquables dans la complexité des disgrammes (figure 12 et 1%)

by deg--

[
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Mesure du hoids moléwlaire des neptideg
d'un hydrolysat pepsique (dapres CURRIE eram,g
courbe 1 : avant prc'cipifah'on ff‘ic“or““h-”.'

courbe 2 : apres . " o ”

3
. 1
|

“Di agromrﬁes d’électronhorese

d’'un hy drolysal pepsique +
FIGIQ 4 qF‘lG‘l(Som'\on hHG)

l Condations experimentales

de CURRIE & Bury.

chm.u‘!o.h' onde: ,
“hetits peptides” o °:::'~wlo’§on ole.
Qros peptidey e
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é;) C“ndltjons d'hydrolyse adqp%ées. -

Au cours du travall que nous prcsentono, les deux types
suivants d'hydrolyse pepsique ont é%é cmnloyés

Type n? 1 - la 011sta1bum1ne (ou la scrnm—aluumlne},
¢lectraphorétiquenet hoAcgene, est hydrolysdée 5 hecures & 37eC
dans 1l'acide chlsrhydrique N/I0 par la pepsine cristallisde & la
concentration de I/300. L'activité de la pepsine est ensuite in-
hibée par chauffage pendant 3 minutes & £0°C, puis 1'hydrolysat
est dialysé & 59C- comtre 500 ml d'eau distillée, qui sont renou--
velés quotidiennencat pendant 10 jours. Les liquicdes de d1q1y° .
(4.) sont concertrds sépardment cous pression rdéduite & une towm-
pérature qui n'ecxcide pas 35° 4 409C. Firaloment, les rdésidus
sony desséchids sous prescion réduite en prdésence de potasce cause

tique pendant 8 joure, puis finalement pulvérisés.

Type n® 2 - 1la cristalbumine est hydrolysle pendant 4
heures & 30°C & pi 2,1 par la pepsine cristallisde & la concentra-
tion de I/T€6. Aprds ajuctement & pl 4,8 de l'hydrolysat, la pio-
téine rosbante est préeipitée par chauffage & I00eC, Apris £il-
tration, 1'hydrolysat est soumis b un fractionnement trichlorasd.
tique (volr paze §5 Y

Les résultats fournis par ces deux types d'hydrolyse
ne sont pas eirtitremens comparables, D'une part, les condltlono

d'hydrolyse sont daifidrentes. D'awtre pacrt, le "aode de préparaticn

(4.) ~ Au cours de 1'dévaporation des premiers liquides de dialys
- qui conticuneat une faible quantité d'acide chlcrhydriqué
il peut se produire ure hydrolyse partielle de polypeptides
avec libération d'amine-acidés. I1 n'y a aucun inconvénricnt
& neutraliser ces premiers dialycats, car le fractionnenent
ultérievr de ces polypeptides (Slectrodialyse
graphie cur rdoines b

[]

ou chromateo~

cehange &'ions) permet d'éliminer le
sel neuwire ainsi foxwd,
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des polypeptides est égalerent différent : dialyse dans un cas,

o
précipitation trichloracétique dans 1l'autre. Or, AUFINSEN E;blgg .
a montré qu'en partant d'un hydrolysat pcepsique dont le poids mo-

léculaire moyen des polypeptides correspond & des octopeptides,

le dialysat est constitué principalement par des tétraPCptides,

tandis que la fraction non dialysable comprend surtout des undéea~
peptides,

En coﬁclusion,.l'hydrolyse pepsique paralt assez spéei-
fique. Elle sc fait en plusiecurs stades : un stade de rupture en
"gros fragments" (poids moldculaire de 30.000 dans le cas de la
cristalbumine et de l'ovalbumine), svivi G'une hydrolyse "explo-
sive" sulvant la loi du "tout ou rien', De toute fagon, clle per-
met l'accumulation de peptides dont le poids moléculaire moyen
correspond & des oclopepiides, dont la gtructure pourra 8ire déter -
ninée, |

’
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L]S AKTHODES DE FRACTIONHEMENT D'UN HYDROLYSAT EN.YMATIQOUE

"flous avons un grond besoin de méthodes

devant &tre & la fois doucces . ev cfficaces
¢t oen outre Lfortement spéeifiques",

A. TISPLIU3 - Tstratto dai Rendicomti
de IT' Istituto supcriore di Sanits -
Yelume XIV, I1I9%0 -

Lo méthode d'hydrolyse pepsique nous apparalt donc

pariaitement utilisable, J.a scule objection importante que l'cen

pulsse vetenir envers elle est la possilbilité dfune "resynthice®
protéique

partir des polypeptides primitivesncnt forads. Wais il
paralt actuclleoment hicn ddmontrd &, comme le div Justenent

b;uﬂjﬁLLP [} yooque "le dapger pr(, até par ces phinomines nopro-

it A

Glies de oymmubme ne doit pas séricusement arrdter les expdrimen
' o . (T T R ) 5 “r . . .
~13r ¢ condition bien enbendu qu'ils Sravaillent vendant dog

- ot -
miables nvee dos vrotéines et des enzyies pariaitaerncot

S0
(Cf. ¢anlement DUTLER et coll {?5} ).

tw
Ay
et
[ 2y
=
| oe#
il
Cn
2

I1 reste & rdévondre la question du rractionneyers dy .

I . R g . . .3 2o + g
itobge peptidique obienu, question gl a adjd é1¢ ohordée Qe 1w
Sieurs facens,

Cersains aubcurs ont wiilisd une scceule Technioue de o4

) ::'n"_..“* i
ration (anaslyse froniale dradensrptisn, MONTIHE - CLARSSON fb[}
chromobomingphic do DO o e

| SRR VIS S R

_ - =1
LU .M,’ I*“Ll li’r' [ cl } TP A 2?6 : ). .',“;’JL oy
o

LT |
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de nos recherches, nous avons rapidement constaté, dans le cas

de mélange provenant de 1l'hydrolyse enzymatique d'un substrat
cemplexe, que lfemploi d'un seul procdédé de séparation ne nous
peraetirait pas d'arriver au stade idéal de fractionnement total

en pclypepiides "purs", D'ailleurs SANCER et TUPPY [?7} (hydro-
lyse enzymatigue de l'ins.line oxydde), LI et PISELIUS ré@j (hydxro-
lysat pepsique de 1'ACTH) ont également fait cette remarque e

ont couplé de nombreuses aéthodes de fractionnement.

En associant judicieusement des tcchnlqueu fondées sux
des principes trés diffdérents, il est possible dtobtenir une
séparation poussde, Wais avant d'envisager ce probléme géniral
(chapitre D), 11 nous pa1aih indispensuble de préciser les eon-
diticns d'application particulitéres de chague precddd, conditions

que ous avons ¢id amend L adapler sux difidrents probllaes ponds

LC@ méthodes de fractionnement gue nous allons passer

€n revue se classent sous les rubriques suivaantes

I) - Ia chrematographie d» partage (sur papier et sur colonre)

no
~
t

la "chromatographie” sur rdéuinez & échange d'ions
3) - 1'analyse par ddéveloppement par adplacenent

4) ~ la séparation sous 1l'action d'un champ électrigue (dloctin-

phortse sur papier, dlectrodialyse ...).




I) - LA CHROMATOCRAVHIE IR PARDAC

Le "mouveau type de chromatozramwe Uulllﬁi*b deux
phases liguideg® qui a feit 1fobjet dfunc publication de KARYTIY
et SYHCER 2@3 en J94I, est devenu rapidement le polnt de ddpant
de. nombreuses recherches et a conduit notamment & la mise au
point de la méihode renarquable de la microchromatographie sur :
p@plcr due ) CONSDEN, GOLDON et MARTIN i?qj“ Contrairenent & lo

CllOTQbO"ruthC clagsique dérivant de la thdéorie de BIVLTI

’

e wivhode ne fait pas appel b des phénomdnes &fadsorpiion sdlco.-

tive sur des substances rulvérulentes, mais ov "partase" dog
COoI'ng

£

L sdparcer catre duix solvants Gans lezquels leuvrs solubi-

lités cont indgnles, Eile se rapporche

U

ene Gu procédd dit dfcu-

troction & contie-courart, oft deux phases liquides peu ou iron

miscibles circulent on sens invercs lcs subostorces discouites

dans 1'une Soamt exiraitcs par 1l'autre d'eutant plus facileonens

que leur solubilité dans ce sccond solvent egt plus grande, Dung
la‘Chfomatog“"ohle de pavitage, l'artifice expérincatal connigte ;
a remplacer les deux phases mobiles par une phase gtationmaire,
retenue sue un suoporh jrévee {gel de silice, amidon, kiesole

guhr, pusicr-filire, etc,.,) % une phace ggﬁglg, Dens la chyose

vographic sur papicr, cltest l”humidité” du popler-iilire qui

jeue le xdle de vhase sioiionnaire, la rhase wobile &bavct
[

sentée par le eolvawnt organique qui imbilke progressivesent le

paplier par copillaritd. ITa séparation des subot

'J
,\
5

qul me traduit par urne pceition parﬁiculiére

la bounde de vopicr, déperd unlguenent de leur
[4

tage centre les deux pbasces liquides.

Théoriguenent, on paut assimiler 1a

groohic 4oune colonre de distillation ¢
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8ire divisée en un grand nombre de ple vteaux théoriques., En par-
tant de ce concept, il est possible d'établir une formule dans
laquelle lc déplacement d'une substance est relid b la valeur du
cocfiicient dv pariape enire les phases stationnzire et mobile
(CONSDEN, GORDON et MARPIN [}i] ). Hubituellement, la phase gio-
ticnneire est agueuse, tandis que la phase mobile est constitude
par un solvent ovrganique, On peut toutefois réaliser des sépara=
tions & phases inversées en utilisant un solvant organigue npour
la phase staticnansire, avec comme phace mebile de lfeau ou un gol-
vant hydrephile, la phace organique étant fixde sur un suppory
inerte hydeovhobe (papier ciliconé ou kieselguhr silicond

(PARYRIDGS {52} , 1IsELTUS 1531, mamry [34] ).
. N -

-

A) WF“ORLJ D LA CRECHATOGRAPUIE

a) Totion de hE : En chromutegrophie, on peut suivee
a suparatfbn cen observont le licuide qui s'éecule an bag de Qg

1 2. Il ezt cependant plus commode (notamiaent en chromatogra-
phie sur papier) de définir la position d'une zone au cours de
Vopdration par lo vavport entre les distances parcwurues par lao

2oe ¢% par le golvaat pur @ ¢'est la volecur Ry, intiodudte por

Pa R
TR T - TR k
HARRTY et Synem §35) .

L

" = dénlacenent de la bande du cerns dissous
déplaccrent du frent du liquide

b) Théorie :

EOLT A = surface de la goecition transversale d

@
—
[

colonne
AS = gurface de la scction transversale de 1o
X

- - oL -2
. & phose gtutione
naire,

AL = surface de la scction 4transversale de la

pxlo SC Mo "lle

Ap = surface de la soetion tLu;uJ croale du colide inerle
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A = AS + AL + AI

soit C 1la concentration du composé dans la phase_mobi%é Z.
( g. de corps dissous par litre de phase mokile)
CI la concentration du coinposé dans la phase stationnaire
( . de corps dissous par litre de phase stationnaire)
le coefficient de partage & est Sl_

MARTIN ¢t SYNGE [%é] ont démontré que :

d:é&-és 1

As \RE /- y
Le Ry dépend done du coefficicnt de pertage G du compo-
5¢é entre les phases mobile ot stationnaire et du rapport des
volumes des deux phases mobile ¢t stationpaire dans le chroma-
togramre, Le rappoit Ap peut tire considéré comne constant oi
s o
le papier est uniforme dans sa texture, son épaisseur et sa capa-
cité de f%xation d‘eau, | A |
‘En conséquence, les sones migrent donc sur le chromato-
gramme sans étaleucnt appréciable et leurs positions sont bien
définies et reproductibles.

Pour les acides aminds, les valeurs des coefﬁicients_de
partage obtenus par mesures directes ct celles calculdes & partirp
des R, observés sont tout & fait comparables..ToutefbiS, pour
d'autres composés, il n'y a pas toujours de correspondance préci-

e ertre ces deux valeurs, p*at—étre parce que l'eau retenue
dans la phace stationnaire nfest pas tout & Yoit assimilable a
de- 1'eau "libre" et parce gque des phéacmines d'adsorption peuvent
s¢ produire sur le support idéalenent incrte de la phase station-
naire, Il est certsin, d'autre part, que 1lfutilisation de solvanty
organiques enticrement sigscibles & 1l'eau, notamient au cours de

la chromatographic dos acides aminds, remel en question 1'ing

Q1
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00000 |

prétation que COUSDEN et coll. ont donué du mécanisme de la

séperation chromato/raphicue et nécessite une conception théorique

plus large (HANES et ISHELWOOD) [37]

B) TT‘(“HNI')UL EXPERIVEHTALE DE LA CHROMATOMATOGRAPHIE DE

PARTACE SOR TAPILR

. .. . .. - Ca-3 - 4
a) Applicntion aux acides eminés, - L'application de cette

technique aux amino-acides est maintenent classique. Nous ne dé-

crirons pas le matériel, dl'silleurs relativenment simple, nécegsai;
& la chromatographie de portage gur papier et nous ne donnerons

n:qacmcnb que quelques indications techniques suscepitibles ase-

tre utiles aux ezpérimentateurs. Pour de plus amples détails, nouy

renvoyong auvx revues généroles de BOULANGER et BISERTE [}é]

de CLEGE [}é] o Le choix du papier a une importonce considérg-
ble, Pourles sminc-zcides, nouvs utilisons exclusivement le ‘nepier
Whatman no T, Les'chromatographies bidimcnsionnelles gont effece..
tudées avec le mélange butunol/ecide acétique/eau (4:T:5) (PARTRI-
GE [ﬂﬁ] comme premier solvant (5,) et le pdhénel (NH3 0,3 ou 3 ¢
en préscnce de ﬁCﬂ) (6.),

La Tigure 14 donme 1la carte des acides aminés ed de léurs

dérivés dans les systimes-golvants que nous utilisons ha-

O™ a0 o

{5.) - La valeur de RF dans le butanol/ac, “cathuc 0T agsey vy
riable suivant le vieillis uOﬁOnt du systéme~solvanty cogo

variations dépeadent vroisemblablement du degrd dleghs

2

Seerify
cation du buuwnol Houn préparons habTchljoweﬁb 1c butang
acide acétique 2 & 3 heures avant

son utilisation,
o Un litre de solution
(p010d/VO1vues)) eot Pl
hrohauo:va;nlqnoo <

On a Vi
ne pevite aug Hulbé QO?CT JOL

(6.) ~ Le phénol est saturd avee de 1°eau
aqueuse Al ﬂoplaq1e (0,3 ou.3 ¢
cé Gonsa 7@ fond de la chombre
en outre 4 cette °77Uo10ﬂ 5
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bituellement, Le tableau II rassemble les valeurs de Rb de oes

conposds

La chromaﬁographie de

une technique siaple, pr e

rg8e

digpensables a obscrver au cours de sa rdéalisation

a) la constance de la tempd:
fectue la chromatographie (tempd
¢) la ddénindrelis
Il

évaporations

(S

(&) I
PSE

st donc néce

sous vide tros soi

e.!.

vire a'enlever toutle

enées et qtue,

N ey
T

partage des amino-acid est

gensible, Les précautions in-

v

sont
ou s'ecf-

+ 202C).

ature du laeboratoire

ature optima

ation parfsaite des throljsqts totaux,

ace d'HCI par des

dans de nombroeux

- cas, d'opérer une dénindralisation sur des micrecolonnes de ré-
sine & échange de cations (type rdémine polysiyrine-sulronde :
Feralite 5C), De telles rdsines retiennent tovs les amino-
ackdes, qui peuvent 8tre cuaniitativenent déplacés par 1'amme-
niaque diluée, Les anions et les impuretés dtautre nalture ne
sont pas retenues et sont donec élimindes,

W
b} Application aux peptides :
La chromatograpghie de partage sur papier s'anplique

’,

egnlencnt

résuliats obterus

& la sdéparation des p

sont de valeuw

olypeptides, Toutetois, les

’
I8Ys

rs tres indganles

-

ture des Copondy

¢iudids,
sceulenent
mais suritout deo
qui
sl de la nature du

sidérations, nous envisagerons

Cl) 1la chronatographic sur papier des

Dans
apparalt que la "qualité” de la
de la sensibilité des

la complexité structurale

support inecr

suivant la rg -

la série des peptides, il nous
séparation est fonction non
réactions d*identificalion,

des composés étudidy

est en relation directe avec le poids moléculaire - et ayeg-

te., En tenant compte de ces con-

successivement

"petits peptideg®

(principalement di-, tri - et téirapeptides

des

/3) la _chronstopranhi
K

4

peptides Ge poids moldeulaire

——— s —
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Voleurs de R., ded Anino-zeides
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et de locure dérivés

8 deas g

Lizinc-acides ou ddvivés

e et s i -

Phsnod (Miy 3

o~

4 et rue o

! . o
p. 1CC) 1atanal/Acide fcetiqua?

P Acide appnxtique
D Acide glutanigue

Acide Of ~anino-adipique

! Sérine

Clycocolle
Taurine
Asparagzine
Thrionine

P Alanine

Rutanine

Tyrosine

/3 —-alanine

Valine ¢t Lidthionine
I¢thionine=sulfane
Héthionine-suly? oxyda
Tryptophane

Leucine = Inoleucgine .
Phénylalenine

Crnithine

Histidine

Lyaine

frginine |

Aeide ¥ -aninobutyrioue
Prolins ‘ -
Hydroxyproline
Clucorarine.

Colamina
Phosphocolamine

AC ide

p2 -eninonicobutyris

!
!
!
!
!
!
!
!
H
!
!
!
!
]
!
!
1
1
!
!
!
!
!
!
§
t
!
!
!

e ou Of ~ndthyl B-~Alenind

Aeide ¢ =arinohutyrique
Acide o
Ac%do & ~awinovalériguo
Acide ¢ ~sninocaproique
Acide ~anminocaproique
Acide Pipécolinique
Acide cyntéique
Lanthionine

Acilde djenkolique et cys-

tathienine
Dihydroxyrhéoylalanine

!
& ~avdineisobutyriqud

1
!
!
!
l .
!
!
}
!

0,09
0,18
0,22
0. 31
0,40
0,41
0, 35
0,50
0,53
0,55
0,53
0,82
0,74
0,49
0,80
0,74
0, %0
0,85
o, 70
0,73
0,31
0,88
0,79
0,87
0,63
- 0,65
0,87
0,30

-y
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1 o

0,33
0,23
0,16

0,38

b4
0,07~ 0,13

0,42
0, 30
0,38
0,48
0,62
0, 54
0,44
0,05
0,05

. o e

0 & 0,05
0,27
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plus ¢levé (hexa-, hepta- et octepeptides).

Nous nous étendrans plus longuencnt sur les modalitds
d’application de la chromatographie sur pleCT aux polypeptides,

car il s*agit d'une technique beaucoup plus délicate que dans

=
o
o}
o
5}
(o)
o
2
o
el
’,_} .
o3
k-/\
@
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=
=
ot
o
%]
o

O{ ) - CURQMATOCRATHIE DB PARTAGE GUR PAPINR IES

"PETITS FEPTILES"

chroaatographique est

fID

) = Pochniques - La technique
exaclement celle qui a été déerite pour 1'détude des amine-ceides,

Il est porticulitrenent rezcumandd d'eflfectuer les chronaicsvn-

phics dans uvne chambre b tzmpdrature C‘V°*ante (2090)0 Lteaplel f
du papicr Whalman ne I ou 22 4 est 1c1 encore préférable (7.). i

La quantité minima & metir: en ceuvre est de l'ordre de 10 a |
20 2§pmur chaque poptlde, Leo systenes-solvants les plus sélec-
tifs sont le phénol (JH 0,% ou 3 p.T00 en présence de Hew), 1la
collidine, le sysbon ‘ﬂ—bubanol/acide acétique/eau (4:1:5), le
systéne p-butanol/acide formique/cau (75:15:10) en priéscace de

HCN (ACHER, JUTISZ et FROMAGEOT [11] ), le m-crésol (Wi, 0,03

P.100) (sancir [ﬁ?} ), lc systome pyridine/alcool 1°famn13ql

(LD AN [’5] ), e systime a~propanol/eau (80:20) (HAIE [‘Jio

’ [ S,

Le meilleur systime-colvant est, & notre avis, le
nélanse butunol /acide acdétique, accesooirement, dans cortairs
cas particuvlicewrs, il peut Stre intéressant dutiliser 1'alcool

Lenzyiiouc ot 1'alcool znylique tertiairs (2-r&thylbute N2 Qe ]y

’ H - ¢ Jian ) ey e Yy " [ SN e el "

(7.) - Des p&plcl? plus ¢pais ¢ Whatean ne 3 et surtout bunitell
n2 20/150 (GRYCKSBO -PAPPERSBRUCK, Sweden), peuvent Stve
ciiployds peuv les chvenatograrhices cdéparatives,




(cas

do 4

lange ¢

e 29
des peptides "neutres"), 1'alcool henzylique additioné
P.T00 d'acide forwniue (MONIRR et IFROMAGEOT {ij Y, le wé

1

cool bensyligue/n-butanol/acide asdéticue (20:20:0

(RounseEn ot srsunre) i) ).

tude

Lo chromntopraohie bidimensionnelice peut &ive cifoco .

avee deux couples ds systiacs-solvants, de la manilre

suivante :

a) phcnol cu césol cownme premicr systéme~solvant et

butansl/acide aedtique duns la seconde dimension ; il est par-

Teois

cn laissant s*dcoulcey librerent le selvant o 1textrémité de

feullle, soit en fixant ime seoonde feuille de panicr-filtre au

bas

lea

nas

&

P ol gy gy et - nt 2 [ A an
ne _ull;f: .ka:l_;l.lo.-.'.:a(:uu lien 2'. des cficets de trx

utile de "pzolonger” le passage du butonol acdétique, soid
2

de la prenicye,

b) butansl/acide foreicue ou butancl/acide asdticue

remiére dimeraion ot phiénal (Nﬂﬂ en sceonde dimenSion,
Personncellenens, ncus witilisons, suivant lea carn,

deux combinnid.cons, ¢ leues nouvelrs réuolutiis ne sowt
supcrposables, I1 favt signaler que la combinaison (o) duy~
’ N Ve
I

atnée, tandis cue s

4 e

L

ceabineicon (b) conduit i des apots plus cempacts, nreis moalhen.

reuscrent plus UILILCL]“‘OP vepdrables on lumicre vwltin-vielot-

te (8,)
ApiCs ddveloppoment par ces systoneo-solvants ¢b gi--
Ch:_\'ge J)rozon'x—"; 23 1'("-:';_}11\{"0 90 I("')“C p ”1d< »ﬂt IO t:.l (() WJ.I\ULCS, 1[’2

(8.)

~ SAIIGER {17} signa.ce éralenent cette difTicultd ase rend-
rage avee la comblnaison (b). Cet auteur conseilie A il
leurs datdéviter tout conitoct avec lco vapeurs de phénel
au covrs du sdéchoge dans 1'¢tuve 51 1'on veut oboerver
une 1lvorescence nette. Il est curicux de constaterp oo
lenent que la flusrescence dépend dans une cortrine o
surc du lot de panicr utilisé (JOHRS thJ ).
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repirage des taches peut Stre efloctud par éexamen cn lumiére
de WOOD (PUILLIP3 [?Q] ) et la vévdlatien par pulvérisaiion

d*une solution de ni: Mydrine suivie d'un chowdfoge
o 00~100°C perdant 5 4 IO minutes (9.).

a 1t Gtuve

Dens cortains cas particulicrs, on peut avoir recours
& des révélations spéeinles. Ainsi, pour les peptides contenant
de L'histigine (comme pour lthistidine) on peut se servir du
l‘éac‘tif sulvant (SANGE [51] ) : un mélange & parties épales

¢ pranisidine & I p.I00 (poids/volure) dans 1°é&thanol chlorhy-
dri’-}v.c (0,31 # en NCI) ob de nitrite dfamyle & 10 p.I00 (cn
voluaes) dong 1V :

duhanol oot pulvérisé cur le papler § aprls

«:*
[6)

séchage 4 1'aire, 1a colowotion cot dévelonpée soit par des

U
vapeurs d'ut.onl'gvc, soLt par pulviérisation de poowfs* aleno-
ligue ;3 1thig ce

. ,

tidine ot 1l:s pedtides contenant
donnent uns tag

et emino-acide
e voune intense, tondis que la JS.‘;’I'(’Siﬂe donna
une faible coloration orangde,
20) - Comnporierent chronatesraphique des petits pop%i~
des.~ @uelques unes des valeurs de R, de peptides de synthis
"? p }.

dans deerN colvants, donndes par CONSDEN, GORDON et MAREIM Eﬁﬂ
cont rassenhl

£en daas le tableou ITT.

Lo mimo, gaicHr (53] @ Cbadié les peptides (dipeyti-

des & NCiopepiides) syntadticds il y a une cinquﬂuLLlnu dron-

¥
10.) dans les SygtEQCQ»golvunts niénol/
ice Je HCH ot pyriding/mlecol ioowmylique

0 i - Lo o
Quelgues—-uns des chiTfres oblenes sond reproduits dans le Yablon

UL

(9.) = Four 1a wivilationr b la nivydrine, le tenpgs de chaufto
Fal
[0 2

2 rivilation a la ninnydrine, le tenps de chin
dodt &ive plus 15 que dans le cas des anino-ncides

Cu
1l y a avantage b "inderpréter® les chrematosramies 24

< N ’ Ll [ . . ad -

& A3 heuics anres 1a lk,V\."li.:.b.LO!.'l. gl Tt no vexr Gue coy-
tains opols de peortides changent de coloralion s

;oalnoi
giycocolle passent du Joune

1
HSO] ).

les IPUbiduu contg >nat du
oransd au violet (CONSOR:

aue toas cun
PN VY s eyt 0
vl q\.g BETORS BN

~

, T P N za .
Hoce mywhhene dlalent




TAPLEAY ITT

(d'aprés CONSDEN)

e e a0

Rr de quolaues pepbices dans différents solvonts gur pewiecr Uhatwan n®

R, a1 S S0 8" BT e A Tan T TP

CAD Py s N Yes, ST A Guh VA e SeD S® e b

! Phéaot ] ! e-ewdsol.

. iGow dtérlaivoge!  OB-collidine ! O,t % cunron |
10,3 6 1ty (1.1 I3 % Ey (1.)1

! . | ~ el ' =

Glycyl-DL-alanine ! 0,63 ! 0,32 ! 0,29 !
Glycyl-DL~lcucine ! 0,79 ! 0,53 t 0,66 !
UL-alanyl-L-glyeine } 0,65 ! 0,32 ! 0,29 t
Lalanylglyeylelycine 0,63 ! 0,46 ! 0,29 '
DLevalylelyecine ! 0,73 1 0,53 ! 0,48 !
DL-leveyleDl-leucine 0,84 ! 0,89 ! 0,85 !
L-prolylglycins ! 0,68 ! 0,49 ! 0,55 !
L~tyrosylglycine f 0,59 1 0,95 : 0,33 !
!

{1.) = Solution dfoomondogue placée cu fond do la cuve. !

TADLRAU IV

L N Y ey

(a4 anrds BHICHT)

An de quoloves peptides cur envier Whatran n” 1 & 25°C
S SR I R

ea g VSR
- » ~ - ) i e e
! ! Phénol/eau { ?yridino/alcunl i
! 1 ! igoarnylinue i
foearranen - 1  — s |
{ Gl};‘cyL«L—-:‘.cid.o agrortioue 1 O’C(:} t 0,04 !
P Lendrylatmaivine ) ! 0,25 1 0,11 !
Pi~leveyl-Leocide azvariicue ! 0427 ! 0,11 !
{ %flcucyl~Lmacide glutanique ! 0,48 { 0,12 \
b DLedencyleDlmclonine 10,02 1 0,37 ;
| Lcucylalﬁﬁylglycine { 0,46 ! " 0,28 '
; %i"}CuC.'flGlycylmf).'[walanin0 0,07 ! 0,29 \
oy E 5 Y - " - .. N ~ -
e g veine I I
tanyldiglyeyl-Lealonylglyeylglycine ! 0,94 ! 0,09 :
PLLprelytmL-phénylalonine ! 0,97 ! 0,39 1
] i : ! '
! g ! ;
* Voo g,




Iv.

Noions que les des peptides peuvent varier ussog
o RO s 9n-L- . . . = - . o . ‘.2
fortement d'un cssal & un autre suivent les comditions cuplidi-
mentales, Ils scont rotamment trds sensibles oux varistions de
DH

L'exarien de ces réosuliats perned dleavisnger 1'in-

fluence de 1a constitution des veptidés suyr le LO]‘OLb R0
chronatographigue,

o1 le {IOUUQHVUU carboxyligue libre joue ceriainsacny
-~ AT A [ . ey e oty SRy 3
un r8le (exenple de ENIGLT : trislveylilyeine Rp = 0,57 ¢t widdu
de tviglyeylelycine Rj = 0,82), c'est svrtout le groupement
aminé libee qui aCﬂJlC conditionner la valcur du Ry f

lw:”n]u s

R, (collidine) de la-leucylglycine : 0,61 ( CONTDE) [0

RF (collidine) de la lcucine 5

s 8 =

s

R, (collidine) du glycocolle : 0,25
Ry (phénol/eau) de la leucylalanine :
R, (phénol /ean) de 1a leucine

! L,\ (I)}lérl()]./@‘fﬂ,i_> dc l ‘] i “Le

O O O
©
[AS]
¢

I1 ne s'apit lcutetfois pas d'une régle ergly

Gl CONGLANE o gafanh Lamer SLIOLLo et
dConuilate en efreh une concordance oonesr Streite entwee

notiludes per des oninc-cciden idorn

erqerch ding lew liodsons pontldiceers, -

“xrrnr‘r\? 2

= Gilyevlaelorive

o0
g
-

0,64 (phéncl, cupron) ot

- Aloanvl; ,1 cine ¢ 1

R o Ahyn
(e 3 §

i

G,60 (phéncl,cupron) e

v, = 72 (')1‘(,1;0—} C\,.d) co O 2

vy A - ‘
. (_g,}j..LJ.O..L{‘..Q*f_‘z.'- Cor

(is G‘?.m:/llql-‘-e) (Lazeus) 59

- B - i3 ¢

(EA

o Timoar] Tt e T e £ g . e

.)\4-_.(«‘: 1._,~~u AR SNA O e .>,--|'1'- = ( ? {e ki_«'\.\,ho-}- 14 O'\"'"‘“) Cu O"' jj‘ ( /"\‘ Il{“ Per—ndo

. EERTar e S e
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(isoamylique) (ENTIGHT) f57]
On peut dire que les pcytldou; malgré 1° 1n¢1uunbc pré-

dominante du groupe amind libre, ont un R;, moyen compris cntre
ccux des aeldes avinds qui les composcnt, PARUEE I§8] » S'inepi-

rant de la thdorie de MAI'TIN [}é] a pu établir une Torule

de calcul du R} théorique d'un peptide, qui tient coapte & la
fois du Ri particuliev des deux amino-acides dons le systéme-
colvant utilicé et de deuvx constantes que 1l'on peutl déterminer

cxpérinental enont (voir (galcment COOY et LEVY ‘60 :

RTIn(Yap-1)e =(0-DA+BLERT. Ih(4/'9\ 1.
P—- perﬁ' de Con encnf h amino. OCtdQS (Af\>

Aer B = constanies détermindes experiment alemes]
Par compuaraisor avec les données expdérimentales de
KRIGHT (voir plus haut), on voit que la Tormule de PARDEE per

met de déterminer le RF tvec unc approximation de + 0,05
(voir Tableau V).

Il existe cependant des cas ol llerreur obbtenue est plus

importante (erreur plus grande que 0,I5 dans 9 cas sur 63 pepii

des étudids), L'errcur la plus importante est de 0,24, Dans cor-
toins cas cette méthode peut d’avire part fournir des renseigne.
ments sur le poids moléculaire d'un peptide de cempositicn .
connue en amino-oecides,

Aussi, dans le systdime phémnl/eau (HCH) le Ry ealeulé de

€3
s

Lyeylelenine est dc 0,49, Tandis que celul du peptide glycyd-
alanylglyeylelonine eet de 0,80 et celui du peptide glyeylalon-

&lycylal ﬂYJblchJ&WJPIIG egt de 0,95

-

¢ 00 o0 g
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TAELEAU V

d'apres PARDDE

R thécrique ot R, observd de quelques peptides sur papler Whatnan

i - -
no a 252 C
g : Phénol/ean  (HCW) :
g .': 121 :» :Rm g .:
.: : i ; £ H :
g . sy T Y e S Z § AN :
E : chzglimhn P calculé | Brieur ¢
: : va H s ' :
5 : ¢ : 2011 :
§CL”PV1~1~Q“*d Lb;crtl i 0,09 i 0,09 : 0y09 :
$Glyeyl-T-tyy 0sylylycine 3 0,57 i 0,57 : 0y00
:Glycyl-Ltryptophane i 0,70 i 0,67 i - 0,03
50 Sy o1y i g P07 0,75 -0,05
;L»alany]diglycgl~L~%luDV] : P : :
E "J) htd \71 ;f) ’QVC" Vi § O"(}/z E Oygo E = OYO/: K
E . . i : M . i
s LL=alonylelveire : 0,58 i 0,49 i - 009 :
: ‘ ] . 5 e - - . . :
$ L~ leucyl-T-ncide slutemicue t 0,48 i 0460 P OudT

(T1.) ~ cette concerdance entre le R, théorique et le R obscivé
5t d'autant plus caticfaizobie que 1l'on snit  * (Bpym-
QMILH €% WESTALL {61 | ) gue, mére duns les conditions
expérimeniales les nlus rigourcuses, 1la reproductipili -
e des valewres de Rl ne dépnsse pas une prdécision de
+ 0,02, l

-—

- d

N
1A .- o ;o b ) g ‘L ’g"l" 11 8 2
I"a,.lu) ct AT J)}l}‘:.) 0 i Cnil it, ot cLitle 1 > CoMportens ).to
LT B
e glyeyl- o alunglepol;popiides. Tlo coustotent cue lo Ry i -

mente graduellement avee le deguéd de polymdrisation pour des noie
vants coame le phdnol, alors qu ’11 diminve au coatiaire yvour
solvants coume le butlarol ou le evstine pyfidine/alcooi Antoiva
Licue, h



TABLEAU VI

. d?n \_f'(\_) HEYNS co ALRBERS

—— s e o,
e 0t Loe T W Yk e e S ae By T v ey e S e —
v n s e Tan e p a3 e AR e ome

Ry
(Pyridire/alcool amylique)

- ew e € v - S s S

Glycylslyeine
Triglyeine
Télrazlycine
Pentarlycine
Hexaglycine
Nonaglycine

0,03 (12.)
0,02
0,01
0,01
-  (pas de rdvélation)
- (pas de révdélation)
0,07

0,06
0,04

OO0
~ L )

I W= 0VIW
Co O NI

-

Alanylalanine
Trialanine
Tetraslanine

0,53
0,65
0,73

-

PP ISP 0PI IO ICIsUetoPP el PceiPFecacerodCerecocaCecstaietochiasoCosninsscee
e8P RE I OB(EtEMOOCIEPIPEIIPIPLOEIOOITIECHINCOCEIRINTI0 (FA0CLONNTONCORSICIO
0 EEAR 086600009008 0800C2¢0300000600000COCCINIRCECOTRUOINCEINTITIOGEOO00000ICI0S

O..Qt..ObGO!OlOt‘c..l00.00.t'.-'.cotaDll.ct-'-lGta."t'vch"(lo'..'.o".....&.'

-t wa oo . oo mms o
T v e th Y o e -
e 0 2w i T4 e s Ve T e iy Ty €0 KL v v FAn RS e B @0 Bco S eSS e A AR e e hhatend b

I - et avs 4 T B 3 3 \. -
(12.) Les valeurs RF sont identiques & celles du glycocclle,

Cetblte constatation de IIHBYNS et ALBERS peut presque laye

or.t /. .
CneTalisde of At s o £ i i
C GalsCe ev 0tlre Toxmulde aluel @ i wesure que la commleyitd

.
a.un rolype cotide

avgEenie, 1e_£L doup le phdnol tend vers Lluni-

a2
L2, VANAl T G . ¢
vey tandis goe donn d':nt;o _syarbenen-nodviarts (hutonol roten
iy ¢ b SoAD I S A SRR A e =
mern 4 Lo o1
mert) elle se ropproche de sdwo 1 oce qui tend & produire cur les
IA il LUD

1 Moy IO T (Y Oy 1 o~ 1c § vl ~—
CITOﬁ&bo/I&n&bb bidimensionnels de polypepiides, une ploge aif
) . )

~ s and -3 s . 3 3 ]
Iuse ninhydiige positive dans la partie infdérieure droite

chronatosranae

au

() - \ A €15 N b3
) [00,13L‘5 d'anvlication de la technigue,--

Les conuidérations thdoriques ¢t expéri
8 0115 .hcoixqucv ¢t cxplrizentales que
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nous venons de développer indiquent tres nettement les possibi-

(SR

5

lités de 1la wé

node. Elle 2 &té tris appliquée & 1'Ctude d'hydro~

liseds praiticls de protdine,

a) Conditions d'hydrolyse,- Tes di-, tri- et tétrapcptides

¢ludids proviennent d'hydrolysats partieln de protﬁiﬂes, sutenus
& 37eC pendant 3 4 4 jours (SAHGER (6 coit
par un mélange 4 p

parties ézales d'acide acdtique g1u01a1 et d'a~

7
v
Q
=
[

g

3

-

i}
—

—_

2

[an}

O

=

-y

Ty

Cide hlorhvdrique I0 N & 37¢C pendant plusieurs jours (jusqu'd

58 jours) (CONSDEN [64] ), soit par HCI 6 ¥ (I3.) & 60°C pendant
I5 heures on tube ©eellé sous vide (HOHIER el FROMACEOTD [@é] ).

A la Iin de 1'hydvolyse, 1'excts dfacide chlorhydrique'eat chas—
5¢ sous pression rdéduite par des évaporations multiples. La cind-
tique de 1'hydrolyse partizlie peut &tre suivie par des dosares
d*azote wming (VAN SLYKE : temps de réaciion 30 minntes) ct dus
groupenents carboxyliques (Van SLYKE, DILLON et Mac FADYEH),

5t poarifeis nécesspire de ddmindraliscer 1’bvorolysbb nax denca?ago
au woyenr d'un apporeil b cathode de mercure mobile (I4,)Cdiscnbi_

g2 N o e . . . R . - e yaY A ke
il de cgj:.}{&\l)_;54¢ t,g} ou digoositif de ACHBR, JUTTSZ, TPUU:/\/ tgj

b) Pudparation des hydrolysat articels,~ Dien que les hy-
dTOIyS&E" pultcho cinpl odtenus soient divectement wvwiilicableg

pour la chroqutoy Lrhtﬁ du partage cur panier, il est préctdrable

~y
N 157 ) . E G . “ . .. . . TN ~ ~
POUT elmplifier les provlites h rdscudve, Ge wdéalises BN araltion-
il“m_\‘”‘t_ﬁl bace vor sroupcs de pe oiides., C(-i'i;'te sénaration se rdox

O
lise pavr un cpnsenble ds techniques, gue nous aurons ll'occasion de

(13,) -~ 11 esl wecornondd 'uvtilicer de L'ucide chlorhy drs

- Gue
) . N : _ ) 3
redistillé suivant la technique de MOWIER ot JUTIsy {§§]
{I4.) - Au cours du dessalage, 1l peut se produire ure destiuc-

ion inmportante de 1'arginine avec tirwstors Ghion on gre

nithine (SUGIH ¢t S00RE [677] ). L'endliovaiion oo '
pexr le disposilif A'ACUEER, JULTLZ ob FRUIACEOT pallic cod
inconvéniocny., i |
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décrire dans les pages suivantes el qui comprennent notwanaent

le Tractionnencnt ionophordétique, la chromobographie sur résines

4_échange d'ions, la chroratographie d'adsorption sur cherbon,

1a chronmatorraphie sur silice, elc...

Le "couplaoge" ratiomnel de ces technigques perneil de
slaplifier suffisamment le mélange de peptides pour pouvoir pra-

tiquer la chroaa ocraphic de partage sur papier avec clficaciié.

¢) Séparntion chrometosraphique des peptides,— Le mélange
initial dtant

T 1

siumplifid, les aifudrentics fractions sount slpardes
cn chromatographie unidimensionnelle ou de préférence bidimen-—
sionnelle (I5.). In chreratographie unidimensionnelle, il sufiit

de placer sur 1o ligne de départ un cerltain nombre de geulies de
ta solution & dtudicr (I0 & 20), tandis qu'vne goubte neblemont
izolée est adposde b 1'extriénitd de la ligrie et sert de guide,

aprés'révélabion, pour le dlcoupage des zones dans le reste du
chronatograme,

1

n chiromatographic bidimensionnelle, on efiecive pargl-—
lelemert 4 & 8 chronatogrammes, Aprés séchage, 1'un d'oux est
développé de 1a fagon habitucllé et sert de puide. Les autres
SOt examinds en lunidre ultra-violedtc ou révélés avec une S0
lution diluce ae ninhydrine (0,025 g p.I00) qui peraet de loca-

licer sans les détruire leg peptides dont la place apvroxinmaiive

(I5.) - Cewvainn avteurs (HANES et IStugwoien (10] ) conzedlierny
: d'utilicer du pagicr lavé pour dlininer les trocegs Qtass -
no~acides contenucs dang le papler, La technique do L
ge corprend les troiternents sulvenis @ CO_NA 1, cau B
diglillée, acide acdligue 2 i, cau distilféc? solution
aquense dlocdiate de caleiws 4 0,T & p.ICO 21, ean 4o
tilldée et ¢thumoel aqueux & 50 p.I00 (cn volures), Lo
lovage pewt o'elficctuer por payuets de 40 Teuilles sur
un filtre type DUCHNER, spleialenent counstiuit en

- 1 . . . ﬂuti&rd
plasiique, L'opdeation demande environ 5 jours,
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est déja indiéuée par le chromatogramme-guide et 1l'examen en
lumiére de WOOD. Suivant les données ainsi obtenues, les chro-
natogrammaes uni- ou bidimensionnels sont découpds, les bandes
ou les zones sont lavées & l'eau ou & 1'éthenol aqueux (50 p.I00
en volumes), L'élution peut dtre efiectuée simplement, apris
découpage des Landes en petits morceaux, par extractions ot
centrifugations successives, Il est de beavcoup préférable d'u-
tiliser les dispositifs simples de CONDSEN ‘}f} (succion au
moyen d'un tube capillaire); de DiN? [72] (lavage chromatogra-
phique du papicr), ou de SANGER [?5] s qui combine les deux
méthodes précédentes,

d) Identification des peptides.- Les liquides de lavage

obtenus, évapords de préférence dans des récipients de polythines,
. 80Dt sounls B une hydrolyse totale par 1'acide chlrorhydriquc

5)7 ¥ pendant 24 heures & T002C en tube capillaire scellé."
Apris vaporation et enlivewent de 1'excds d'acide chlorhydii -
re€ sous pression rdéduite, les acides aninds congltituuant les
pelits peptides sont identifids en ehromztosrarhie bidimencicn-
nelie, '

On détermine pour chayue peptide 1l'acide amind nor-
teur du groupement amind libre, soit par désamination, soit
PAT la techniyue des dinitrophényl-smino-acides de SAUGER [?{}

A ) Désmrination.- Les solutions de peptides sont dva-

porées daus des cupules'creusées dans une beguette de polyihine
el le résidu est repris dans 30 & IOO‘VI de HCI 6 N. La basuct-
te est introduite & 1'intdricur d'un tube & travers lequel

passent des vapeurs nitreuses pendant une durée de 30 minutes (g

(16.) - 11 ntest pas ndécessaire d'opérer & 30-35°C coume le
conseille. CONSDEN. SANGER [75] a obtenu des résultubs

X
tout & fait semblables & 1a tenplrature du laboratoire
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La baguette de polylhene est retirde ct on séche dans le vide
en présence de ;0OH. Apres séchage, un volume identique dacide
chlorhydrique est ajouté de nouveau ct l'on sdche ensuite con-
plctement, de fagon & enlever en totalité les oxydes d'azote, !
Finalement, aprés hydrolyse, les acides sminés restants sont
identifiés en chremaetographie bidimensionnelle,

Exenple :

VGlycylalanine : Hydrolyse —-3 Glycine + alanine

Désamination
—> Alanine
+ hydrolyse ‘ '

Cette méthode donne des résultats satisfaisanls pour

la plupart des peptides, bien qu'il soit toujours difficile de
détruire complétenent le groupement anminé terminal, Tcutefois
zlud

- 3

certains acides aminés, comme la lcucine et l'acide aniquo
résistent & cette désamination, et s'ils se trouvent en posl-
tion terminale avec un groupement aminé libre, la technique

de diazotstion n'est pas utilisable. D'autre part, les ricul-
tats obtehus avec des pepiides contenant de¢ la tyirosine ou de

l'arginine sont toujours difriciles a imterpréter (SAUCER {76 ),

) Méthode des dinitrophényl-dérivés.- La fixzation
GU radical dimitrophényle par action du dinitrofluorobenzine

(DNFB) sur les grouvements NI, libres constitue une méthode

précise d'identification des icides aninés terminaux des no-
ldcules gde protéines et de polypeptides (SANGER [?j] ). Aprés
hydrolyse totale des polypeptides ou des protéines, les dini-
trophényl-aminoacides (DHP~amino-acides) sont idewbifids pax

des techniques chromatographiques. Les rdésuliats Tournis

e
cette mdthode sont tris sars.
La micro-technique &'ACHER, JUTIST et FROMAGHOT 78~

T e

est particulidrement comnode pour les petites quantitiés de pe

ssication par % gouttesn

]

tides. Les peptides sont repris aprés dess

' ‘ i 3 3 \ : Py - . .
d'une solution agucuse de COBNQH o I & p.I00 21 5 on ajouts 3
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goutles d'une solution de dinitrofluorobenzéne (DUFB) & 4 g p.
I00 ml d'alcool a 95C et on agite 2 heuies. Aprés évaporation,
l'excts de DNFB est élimind par plusieurs traitements succes-
sifs par quelques goubites d'éiher sulfurigue, Le DhiP-peptidc

est enzuite hydrolysé par HCl 6 N pendant 5 heures & II0eC.

Les DiP-amino-acides libérds par hydrolyse sont re-
pPris par quelques }4[ d'acdtone & 50 p. 100 (en volumes) et iden-
tifiés par une technigue chromatographique sur papier (PLACKBUR:
[79) - uowtnRr et pmvassy [20] - PISTRIE et OSIEUX [81) ).

La wmdéthode que nous avens nise auw point en collabo-
ration avee R, 0ST1UX,

i

cst d'une application relativement aisde
¢t rapide, Les rigures 15, 16 et I7 nous montrent queclques

exenples de Practionnenont de iélanges de DiP anino-azcides,

Hous rous permottons d'insister sur le soin qu'il faub apporter

a cours de la rvéalisation de cette technique si 1l'on veut Cvi-

ter & coup slr des crrcurs inportantes qui ont suriout pour

origine la variabilitd de comportencnt des systomes=-s0lvants

(1nf1ucnq9 de la teapérature, de la qualité du papier, de la
saturation de L'atnosphere de la cuve & chrematographie, de
la conposition du mélange et de la quantisé de DHP-omino-acides

sCunis 4 la chiromatograpbie ...), 1la vidsence d'artefacis dang

les hydrolysats (ainitrophénol), la difricultd de sépnration de

quelques proupes de DHP-amino-acides. Pour illustrer 1la méthodc,
nous présentons les rdésultats obtenus avec quelques peptides Siin~

ples : (voir Tableau VII).

e ———— e e
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Fing5. — Groupes de DNP-aminoacides séparables par lo :{llbm a loludne »
(voir le texte page 53). De haut en bas 3 | 1 ae. aspartique, sérine, gly-
eocolle, alanine, valine, leucine, lysine (d-DNP) | 11 1 se. aspartique,
sérine, alanine, valine 4+ méthionine, Jeuelne.

Fu.08. — Chromatographie unidimensionnelle dans le systéme wol-alecol
Iumnyllau (nomenclature des zones de haut en bas). 1 : DNP-méthionine
.
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" eystime, DNP-alanine, DNP-valine. faue, di-DNP
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TABLEAU VII o ~ 42 .

R, solvant I (I7.) . R, solvant 2 (I7.)

¥ ¥
DNP- glycylleucine : 0,49 ' 0,76
Apres hvdrolyse |
DNP- glycocolle : 0,26 0,34
-Leucine (I8.) : 0,18 0,35
DNP-1leucylglycine : s45 0,71
“Apres hydeclyse '
DNP-leucine 0,60 0,79
Glycocolle (18.) 0,51 - 0,02

Naturellement, dans le cas de peptides simples, il
est possible également d'exdécuter une chromatographie bidi-
mensinnnelle des acides aminds non substitués par le radical

DNP avec les systeémes-solvants classiques,

Telle est la méthode générale d'étude qui peraet
de résnudre de nombreux problémes relativement simples, Lors-
que les taches des petits peptides sont situdes en des empla-
cements quivne'correspondent pas &4 ceux qu'occupent normale-
ment les amino-~-acides, la complication n'est pas trop grande,
I1 n'en est pas de mlme lorsqu'on a afziaire & une tache se lo-
calisant en un endroit ol se trou?e habituellenent un acide
aminé, S'agit-il d'un amino-acide libre, d'un ou plusicurs
peptides possédant le méme comportement chroﬁatographique ou

d'un mélange de peptide et d'amino-acide ? La technigue que -

(17.) - Solvant I : toluéne-pyridine-monochlorhydrique du gly-
col ammoniaque 0,8 N (5:I:3%:3)
Solvant 2 : phdénol-alcool isoamylique-eau (I:T:1). Dans
le fond de - la cuve, on place 200 & 300 cm? d'une so-
lution d'ammoniaque & O,I p.I00 (en volumes) (BISERTE
& OSTEUX). T

(18.) - Révélation par la ninhydrine.
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nous avens décrite ne donne pas toujours des résultats nets et

la question est parfois trés délicate & résoudre.

Un autre problime difricile est celul des polymlres
d'un m@=ze amino-acide, Seules les données quansitatives tris
précises (dosuges d'azote a1iné avant ct apreés hydrolyse, come
position élémentonire, ete.,) permettent d'OUtLHlT une riéponse
Un tres bLeau travail d'aﬁQTy“e de ce genre a été réelisdé par

TKIER, STON et FRUTON [Eé] qui ont isolé des extraits aqucux‘

d'une algue marine la L~pyrr011donov1 Ct—L~~7uu(ﬂ3nvl—L~:luta~

mine,

42) - Aoplication et résultats de la mdthode,~ Pairmi les

nombreuses applications de la méthode, nous avons cheisi quel-

ques exemples particulicrement démonstratifs.

a) Structure de la sramicidine S.~ Des Tr vaux anté-

rievrs avaient démontré que la gramicidine § contenait 5 amino-
acides dans les proportions équimoléculaires (valine, ornithine,
leucine, phénylalanine et proline) (SYNGE [éj] ), et possdédait
la structurc d'un cyclopeptide ; on n'avait pu déceler de grou-
penent carboxyle libre et SANGER’[?@] avait ¢tabli que le seul
groupement aniné libre était le 6i~§H2 de l'crnithine., In rdéa-
lisant 1'hydrolyse partielle de la grumioidiné S dans 1C1 10 N
& 37°C, pendant 58 jours, CONSDEN, GORDON, MARIIN et SUHGE [Bf)
sont parvenus & igoler el ideutifier les dipeptides suivants
valyl-ornithine, ornithyl-leucine, leuveyl-phénylaulanine, phding -
lalanyl~proline, ct deux tripeptides : phénylalanyl~pxo1v¢~va¢1~
ne et valyl-ornithyl~leucine. Toutes ces données ont €td viéri-
fides avec des dipeptides de synthdse &t ont perais d'étanlir

dans la gramicidine $ la sdéquence pepiidigque suivante

- valyl-orpithyl-leucyl-phénylalanyl-prolyl,

¢

b) Parni les aubres problimes abordds par ceile teghe
nique, 1l faut égalesient citer 1'détude des hydrolysats

partiels

s
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de protéines, Malgré la tres grande complexité (I9.) du provle-
me et en dépit des disproportions entre la somme de travail &
fournir et le bilan des acquisitions possibles, de nombreux cher-

cheurs se sont attachés & cette question,

CONSDEN, GORDON ‘Ez'z] , MARTIN [88], en étudiant les
hydrolysats partiels de lsine, ont pu identifier de nombreux di-~
peptides d'acides dicarboxyligues et de cystine. La conclusion
la plus intéressante de leurs travaux réside dans le fait que
des acides amninds comme 1'acide glutamique, 1l'acide agpartique
et la cystine sont engagdés soit par leur carboxyle, soit par leur
- groupement aminé dans des liaisons pepitidiques avec la plupart
des autres amino-acides. Il existe dégalenent un pourcentage
¢levé de radicaux d'acide glutamique liés entre eux. Ces faits
présentent naturellement un intdérét rondamental et démontrent
que 1'hypothése de BERGMANN sur la pdériodicité des acides aminés
dans les chafnes polypeptidiques n'est pas universellement vala-
ble,

 Enfin, SANGER et TUPPY [?i] y étudiant la fraction
polypeptidique basique de 1l'insuline oxydée, ont pu, en rassem-
blant les résultats de l'identification de 50 di-, tri-, tétra-
et pentapeptides, déterminer un certain nombre de séquences de
" cette chatne (voir paged3 ).

Ces quelques exemples d'application indiquent suffi-
samment les possibilités de la méthode. Elleé est trés séduisan-
te, quoique la réalisation en soit laborieuse, fastidieuse méme,
lorsqu'on s'adresse & des mélanges complexes provenant de 1'hy-
drolyse partielle des protéines, L¢ nombre de petits peptides

obtenus au cours de l'hydrolyse partielle est triés prand,

(19.) - S'il y a dans la protéine I7-I8 amins-acides difrérenis
il peut se former 289 & 324 dipeptides différents
(DESNUELLE [86] ). -

9y
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D'autre part, un certain nombre de liaisons peptidiques sont
, .

trés labiles et il est impossible de déterminer les enchafnements
des amino~-scides qui les entourcnt, Lorsqu'on accunule patienmert
et oustindment les donndes expérimentales, les résultals devien-
nent de plus en plus intéressants,

I1 semblait devoir &lre égalenent fructueux d'aborder
par un ensemble de techniques analogues & celles que nous venons
de décrire, la question de la siruciurs dcs polypeptides de
poids méléculaire¢ plus élevé (ceux par exemple qui résultent
de certaines hydrolyses enzymaliques des protdéines). Malheurcu-
senent, ainsi que nous allons le &oir naintenont, la ééparation
des "gros polypeptides" s'avere encore plus difficile que celle
des oligopeptides,

/3— CHHRCMATOGRAPHTE DB PARTACE DES POLYPTPTIDES IW
POIDS MOLECULAIRE TLEVE .= ’

I2) - Chromatographie de partare sur panier.-

Pour la séparation de peptides de poids moldculaire
p

rassey ¢levé, il est recommandé d'uitiliscer du papier Whatman no

RN

Le Whatman ne 3, plus épais, cst avantageux pour exéculer deg

chronatographies sépavatives. Le papler Munxtell ne 20/I150, re-
comnandé par CREMER et TISELIUS [?Q} pour l'délectrophorise sur
papicr, pcraet aussi de fractionner de plus grondes quantitésg .
de peptides, mais malheurcusement la 1apidité de progression -

du fiont (6 & 8 heurcs) nuit & la résolution dhromatographique_
Incontestablement, le mailleur systidne solvant est le

butanol/acide acétique (voir plus haut). La chromotograpbie
tog )

bidimensiocnnelle peut Ctre réalisde en utilisant ce mlme systi-

Ak

me-solvant dans les deux dimensions (PHTLLIPS L?;J , BIOTOTE ot
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BOULANGER [92] ) (voir figure I8). On obtient alors une répar-
tition du complexe peptidique sur une diagonale partaht du point
de dépurt de la chromatographie. SANGER et TUPDY [92/,gvéaliscnt
généralement leurs chromatographies bidimensionnelles avec le
m~cirésol (NH5'0,03 %) comie premier systeme-solvant et le buto-
nol/acide acétique (20.) cowae second, Il faut signaler gue,
dans dc nembreux cas, alers qu'il nfexisle aucune séparaticn
nette en chromatographie unidimensionnelle avec les systemes-
solvants utiliséds, il es™ possible néanmoins d'obtenir une réso-
lution satisfaisante en chromatcgraphic bidimensionnelle avec
les m8nes systemes=-solvants : le premier solvant enleve proba-
blenent un certain nombre d'impuretés chromatographiquement gé-

nantes,

La révélation se rait par 1'examen en lumieére de WOOD,
par la réaction & la ninhydrine avec interprétation immédiate
ou tardive (24 ou 48 heures aprés développement), par la réac-
tion de PAULY, PORATH et FLODIN l@j} ont déerit une méthode de
révélation asscez ingénieuse qui repose sur le principé suivant,
Les acides aninds, les pzptides et les protéines, par efret—tam-
pon, emnplchent 1'hydrolyse de la cellulose du papier provaquée
par des agents comne l'acide sulfurique 0,004 N & II02-I202(,
Ensuite, par une réaction & l'orcinol, il est possible de loca-
liser en blanc sur Tfond rouge violet les taches correspondany
aux acides aminés et aux peptides. Nous avons essayé cette teche
nique mais en chromatographie bidimensionnelle 1'interprétation
eat toujours asscz ddlicate, Enfin, RYDON et SMITH [?4 ont
proposé rdécemment une mdthode de révélation trés scasible pour
les peptides, Flle consiste & Lormer le N-chloro-peptide par

chloruration, Ensuite, par pulvdérisation sur ls chrcmatogrammo

(20.) ~ 11 y a souvent intéxrdt & laisser pass

2 13 e e Tr -
o Ly T L T rsser 1 front qay
utanol au deld du bord inféricur du pavie

~

pan
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d'un réactif conlenant de l'anidon et de l'iodure de potassiua,

les peptides apparaisscut sous forme de speis blou~-foncé sur
fend blea pale : F([
~CO-NH. -5 ~CO_NCI_. _3.CO_NH_ .

Clz | KT o b4 1

-t

p

La quantité de peptides & utiliser est de l'ordre du
milligramme (2I.). En chrowmatographie unidimensionnelle, il est
trés utile d'opérer avee des concentrations croissantes de pep-
tides (par exemple de 0,05 & 2 mg), de fagon & obienir une échel-
le de gradaticn dans la coloration & la ninhydrine. Ceci feacili-

te congidérablement le repdrage des difridérentes taches,

Tn chfomq‘obrawhlc vrddimensionnelle, il est fréquent
d'cblenir des efietls de tratnde (les peptides les plus gres ros-
tant gdéndéraleaent au spot de départ et la récolution ne portand
que sur quelqueg taches bien iseoldes ct rapides dans le sysilue

butanol/101d acélique). i chromatographic bidimensicanelle,
on OuF’lv? rbnclalcrent des spots lavges, & conuou"“ acoez mal
dédinic, Asccz couvent ccux=-c¢i ce racoceablent sous Lorse dluie
plage diffuce au miveau de la parilic inféricurs dicite du chro-

mate granae,

(21.) - Cetie guaniité est tris 1argcﬁen% supéricrr; b celleo ut1~
licle en cllosauo ceaphde dlacides avinés ¢t de netits e
tides, Cleot le nangae de sensililitdé de la rlacticn A 14
ninhydrinc jui obliige & foxrcer la dose, Il en 1cua1ue COr -
“tainement des conditions triés défavorobles & la sépura-
vion chreoematographique. lous avons c°ﬁa"e sSang sucelds
réviéler les cluwomatogranmes de peptides par contact ave
des bandes de papicr tasponné o pil 7,4 et imbibdes d’uwo
sunpenaion ag ‘quovacpbldq~° dans l'CLpo'r de ddiacher
du peptide un acide aminé terminel et de le révéler To~

cilemews avec la ninhydeine, La technique de RYDON & <

«©

SIni i g
gue nous n’aons pas cuccre ulilisdée, nous pernettiren Cé;;“
. tg}zemont de véaliczer las chlomatogiuphics avee des quan-
titds de ‘pLLd’“ bcaucoup plus failtles,
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La chronatographie unidimensionnelle se préte non

seulcaent & l'enalyse d'un mdlange peptidique, mois peut Gire
utilisde dgulement comac ndéthode séparative, Mois, dans ce der—
nier cas, la récupératica des wones doit se failre avec beaucoup

de précautions. Un exemple ddmonscityatif de ce mangue de sélec -

tivité nous est fouini par 1'étude du frwctionnemont d'hvdro-

lysets pepsiques de protiines (BIS RIS et LOUL“'FD 05] ).

Un nélange de peptides obtenus apris Lractionnement de base
sur résines 4 dchange d'ions est chromatographié dons le sys-

teme but
di

anol/acide acdtique, Il est possible d'identifier I3

Z01es Liérentes dont les Rl sont les suivanis :

A D LK B

2

0,I0 0,I2 ¢

I

s 18 0,21 0,2

r p P, P P
g I 2 3 4
‘Chacune de ces zones, anrés dlution, est sounmise de

nouveau &4 une chromatographie de partage dans le wulme

O\
Syseenme-—~

solvant, Il est alors pcssible de constater leur hétérogénéité

-

A ¢8té d'un composant principal, 1J existe 3 & 4 comnpog
mineurs ¢ }}EL’L.” C}{einpley 14 vone ¥ se I‘CSOUL: (53¢} 3 COI’.-’.vaf;fil'l'i}S
5 (Ry 2 0,20), (RF : 0,I5), (R : 0,2%) et un

.
504

plpneux

conposant urwnCLval Er (&“ s O,46w0,50), Ayroq éluticn de tong
leg conposants principavx, un conirlle d'homogdnditd est de

nouveau cfreotud, toujorrs dans le nlac systéme~301Vant, et

“Wl(ru cetie double séperation, certoines fractions sont

Crgoue

hétdrogine (;Oulqtan'Izsv Py ot P46) (Figure 20). Eniin,
careaines ir:ctions; ”CYFOﬂHtOQTuphiQUCﬁODt rurest dons je
systine butanol/acide acdiique (exemple @') se rivdlent Lol
costnes dangs un sysuéve—solvant comnme lc | };n 1 (rqj), Gui et
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pourtant extrlmement peu sélectif.

En chronatogrephie bidimensicnnelle, la sélectivitd
dang la résolution est plus assurée, KMais de toute fagon, un
autlre probléme tris important se posc encore au cours de la
chronatographie séparative : celui du contrlle de la puretd

des fraegtions vdéeupdrées

Loraqufune zone bien définie a été élude aprés chrv-
matographic séparative, il s’agit de savoir sil'on se {rOuve en
présence d'un _sceul polypeptide ou d'un mélange de peplides de
comporienents chronatographiques identiques, Le cxitere de pu-

re3é gue nous prepcscns comporte :

Ie) - contydle d'honogdéndité dans plusicurs systCuea-solvants,
29) vérification de la constance de 1a composition en anineo -
acides apris hydrolyse totale de difrdrentes partics de la to-
che ¢t de la mlae tache rdeupdérdie d partir de difxdrents chreon
togronnes (SANGIR et TUDPY [96] ).

32) -~ &tude du i JH2 terslnaol par la methede des dinitrophényl-.
auinc-zoides ( SANGER et MUPPY [?i] ) s touﬁefois, i} est po;mi;
ble, & cause de 1l'influcnece du groupement aniné libre sur le
comportenment chromatogranhique d'un peptide (voir page 9) de
trouver ensemble deux pepitides difudrents possddant le wda

anino~acide cn pogsition teirminale

407 - gtude du groupenent carboxylique terminal par la méihede
THOEP SON [?#] (22.). Le puvincive de cette technique congige

& faive ogiv & pd 7,4 cur le pepiide de la cavtexyonentidacso

a
%

e

(v

R I3 - . R . 3 2 an - BT I N
cviciallisle, Les acides aninés 1ibdrés sont adsoibds cur une

) autrag néthodes de détervaination du

Tloy dL

“bexyliqus terninal, notonment ce l] Qe

JUTISZ, M YTQ cl iﬁNATSU 98 LL:’ gul ezt
¢;

.
! L et et
VL& :J(Llli.';;,,(,}_ -

SrGUDO

ur la dlverninstion dcs critvores

, U de puretsd
d'un poou:dc, la ndéthode de TUOEPSO
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Fui. & -~ Aprés la promidee séparation par le systéme butanol /ac. nr(‘-hql’w. l'l
ext possibic d'identifier 13 zones : A A, G 1 ERC B, By G, F P Pl f
tvoir texte page 813). Aprés élution. ces diverses fractions sonl, de nou
veau, chromatographices dans Je méme systéme-solvant. Chaque zone s
décnmpose alors en plusicurs spots (exemple 2 ¥, Fo Fo F.. Fo. Scul e
composant principal est récuperé exemple @ Foo Finalement. ces grovpes
de composés sont séparés en chromatographie unidimensionnelle par le
systéme phénol anumeninguor, O peat encare obtenie diffcrents sons-
Keoupes (par exemple G, Gt

FIG 20
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résine par de l'ammoniaque 2 N et identifiés en chromatographie
uni ou bidimensionnelle (Figure 2I). Pour des temps'd'action'de’
l'enzyme assez courts (4 & 6 heures), seul 1’amin6—acide termi-~
nal porteur d'un groupément carboxylique libre ésﬁ libéré,
5¢) ~ enfin, on pourra mettre & profit la formule de détermina-
tion du Rp théorique\de PARDEE [?j] (vo;r plus haut) ,

En conclusion, la chromatographie de partage sur pa-

pie¢r des peptides de haut poids moléculaire est réalisable,
mais nécessite dans ses modalités d'application ¢t d'interpré-
tation.un certain nombre de précaulions rigourcuses ct indis-
pensables.

22) =~ Modalités d'application de la méihode.-

Comme dans le cas des "petits pcpfides", la complexi-
té des mélanges peptidiques 2 étudier nécessite la mise en ocu-
vre d'un fractionnement préalable, mais dont la réalisation est
Plus délicate encore. Cette simplification est longue et dif-
ficile, 1a chromatographie sur papier est, déjh elle-m&me,

- Une méthode sdparative qué 1'on peut coupler avec la chromato-
&Taphie de partage sur colonne, scit sur poudre de cellulose,
801t sur xieselguhr (ou Hyflo-Super-Cel) (voir page 55 Y.
Parmi les auwtres méthodes, citons la chromatographie sur rési -~
nes & échange d'ions (voiyr page ©0), le fractionnement iono-
pPhorétique et 1'électrophorese uni~ ou bidimensionnelle (veir
page ?7), la distribution & con‘tre'—-coufan‘t et surtout les mé-
thodes d'analyse par développement par déplacement et d*analy-
Se par déplacenent par transportcur (TISELIUS) (Vdir pagefZég ).
In couplant rationnellement toutes ces techniques, on peu{ eg=
pérer arriver & une siaplification notable du mélange peptidi-
que. .

e Y ey . i~ e . . .
Chacune des fractions ainsi obtenues, analyséc par
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chromatographie de purtaye sur papier, se révele constitude par
un nonbre limitd de peptides, Clest & ce stade qu'il faut s‘as-
surer de l'homogénéité d:s Lractions, en utilisant les critéres
de puretd que 1ous avons décrits plus haut, Mais, en supposant
que les peptides ainsi séparéq&oient purs, la détermination de
la séquence ¢:3 aninn~acides est enceore trés délicate el néces-

site une norvelle glaplification portont cette fois sur la struc-

ture des Lolypentides., 0a peuw ¥y parvenlr soit par hydrolyse
paxiiclt.e meuapko (HCL 11 N & 372C peudant 3 jours, HCl 6 i &
37e¢ sendant § leuves, HC1 H 30 minuios & 1002C), coit par hydve.-

lyse engyrnatijus & 1'aide de la chywourypsine et de la trypsine,
Les ug-fractions” ainsi obienues peuvent alors Bire
aual 3ées suitant les méthodes générales que nous avons exposdes

au ours de 1'étude des '"petits peptides" (voir page 38 ).
Lt-dentification de ces peptides steffcrtue essentiellencnt par
iaydrelyse weide totale suivie de chronetographie bidimension-

2elle, par &Slerwination des groupenents Vi, et COCH m0¢alnlux,
<

¢t enfin par l'applicaticn des méthodes d'dtude de la séquen
s amine-acides (EDMAN LIOO] IS et T3VY [?Oil FRAVHE T~

contiay frog] , wweram {T03] ). |

32) ~ applicalions de la mdéthode,-

Les difficultdes techniques normbreuses exvliguent la
lenteur des acquisitions., Toutefois, celles-ci % dé'\ trie
impertantes : c'est ainci que SANGER et TUpPPY { 1) SANGER

ee THOMPSON [304 bié] , ont rdussi & altersiace de fugon PIlci~

s€ la structure de 1'inculine oxydde. Tn uiilisind conjoinieaent

1(3‘“ -’4 '-"73 " LTl 1 EN 4 (D e <~ (0 Ay on e g .
S resultats d'analyse fournds par les hydrelysotg veasique,

chymotr ypsique et trypsique, ainsi gque les donndes antdri cure-

meit ablies par l'hydiolyse partielle acide de celto chalne Aé
e kA g - _l’;
w2 auteurs ont pu déterminer ¢oinlitescnt 1a sdquense de 50 1o
1 . /.' N

RSV
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stdug d'aminn-ncidns de lo frantism B et de 21 résidus d°aninne
acides de la Tracticn A

Il n'est pas 1écessaire d'insister sur 1'inlérét con~

’

sidérable que présente, tant du point de vue théorique que pra-
tique, la connaissance (e la structure de 1'insuline ; les ob-
servations de SANGER et TUPPY ont perais eh outre de confirmer
les travaux de BERGMANN sur la spécificité d'action des endo-
peptidases, Ces travaux sufiiraicnt déjh & démontrer la validi-
té de la méthode généra e que nous avons résumée. Cependant,
tout en reconnaissant que le travail fourni par SANGER et TUPPY
est d'une importance cajitale, il faut remarquer que ces au-
teurs se sont attaqués I un probleme relativement simple, qu'ils
ont eu le mérite de mencr & bien avec un ensemble de technique
-relativement faciles & - ettre en neuvre, Les travaux de LI et
de TISELIUS [ioﬁl sur ul. substrat déji beaucoup moins simple
@'hydrolysat pepsique d¢ l'hormone adrénocorticotrope (ACTH),
de poids moléculaire de 20.000 environ) mentrent que les diffi-
cultés dq probléme augm ntent considérablement en fonction du
Poids moléeulaive du sulstrat auquel on s'adresse,

Les résultats positifs trés modestes que nous avons
obtenus avec un suustrat encore plus complexe (la sérum-al bumi. -
N8 de poids moléculaire de 65.000 environ) et qui sont rassen-
blés dans 1le chapitre D, confirment cette cpinion.

C) - CHRCUATOG YAPIHIE DI PARTAGE SUR COLONNE -

A LA LY 1

I1 nous semble intéressant de compléter cet exposé
par quelques indication: sur la charomatagraphie de partasze des
peptides sur colsnnes,

Des résultats ont été cbiecnus avec deux substances

Jdinevtes : la poudre de cellulsse d'une part et 1*'"vEly. fuaes



h!uw‘m

[

Cel" (ou Kieselguhr) d'autre part. Les autres adsorbants, no-
tamment 1'amidon, qui est tres utilisé pour la séparation des
amino—acides, ne conviennent pas au fractionnement des pepti-
des de poids moléculaire élevé (LI et PEDERSEN (I06] - FELS et
TISELIUS [EO?] ). On peut aboutir & des erreurs graves, comme
par exenple le cas du “"peptide A" que BOORSOOK et coll, [I08]
avaient isolé de nombreux tissus et de la peptone de WITTE

par fractionnement sur colonne d'amidon, En réalité, FELS et
TISELIUS onf dédmontré qu'il s'agissait d'un mélange de peptides
qQui apparaissent trés rapidement au bas de lac.olonne d'amidon

parce qu'ils ne sont pas adsorbés.

a) - Colonne de Kieselguhr (23,),-

L'Hyflo-Super~Cel (Kieselguhr) est un trés ton sup-
port pour la phase stationnaire, car il est trés peu adsorbant,
I1 permet de réaliser des chrecmatographies de partége "pures"
et peut 8tre utilisé pour les molécules de grosse taille. La
Préparatfqn de ce modéle de colonne est réalisé suivant les

modalités particulidres précisées par MARTIN [:109] :

Dans un vase & préoipitef on mélange treés soigneuse-
ment 1'Hyflo-Super-Cel avec 1la moitié de son poids de la phase
stationnaire du systeme-solvant utilisé ; puis on ajoute par
petites portions la phase mobile jusqu'i consistance crémeuse.
Le mélange est alors versé doucement dans la colonne & chroma-
tOQraphie, constituée par un tube de verre muni & son extrémité
inférieure d'un disque de verre fritté de porosité 2 ou 3,
L'ensemble est homegénéisé par tassement avec un disque perfo-
ré manté sur une baguétie 3 on recueille des fractions de 0,5

S

& 2 ml, & 1'aide d'un ccllecteur automatique,

(23.)~ Hyflo-Super-Cel : Johns WANVILLE et C¢ (NEW-YORK)
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BELL et col, [?Id] ont utilisé avec succés des colon-

nes Hyflo-Super~Cel pour séparer les divers types de Polymyxi-
nes, antibiotiques isolés du milicu de culture de différcntes
souches de B. polyxyma. MARTIN et PORIER {IT7) purifient la
ribenucléase par chromatographie de partage sur kieselguhr,

b) - Colonne de poudre de cellulose,~

L'emploi de ¢ce type de colonne a été pour la premie-
rc fois préconiséd par CONSDEN, GORDON et MARTIW [ilé] . Il est
recemmandé d'utiliser la poudre de cellulose connue comnpercisg-~
lement sous le nom de Solka Floc BW 200 (24.). Celle-ci est soi-
gneusement traitée et lavée suivant les données de CAKPBELL,
WORK et MALLANBY {@Ii] (cau distillée, acide acétique & 5 p.IC0
& I00¢C, eou distillée, alccol absolu & chaud, éther sulfurique) .
Finalement, aprés séchaze & II0LC, elle est mise en suspension
et conservée dans 1'dcéione. Cette suspensicn acdétonique est
versée dans une colonne constituée par un tubz de verre muni
& son ex%rémité inférieure d'un disque en verre fritié de poro-
Sité 2 ou 3, Apres tassage correct (voir colonne de kieselguhr),
le systéme-solvant (25.) utilisé est passé jusqu'a saturation

Couplete de 1a colonne. On se rend compte fagilement de la saty-

Flysédes, PARIS 3&ne) o

(25.) - On utilise géndéralement le mélange solvant butane

o , \)l/aCi de
aceétique. On peut également employer le sysi®ue alcool

n propylique/alcool n~butylique/{{Cl 0,I N (2:1:1) ou
le phéncl saturd d'eau. Duns le cas de ce dernier sol-
vant, au cours de la saturation, la poudre de cellu16
prend une teints brunitre, I1 est recommandé dans ce
cas particulier d'effectuer toutes les opérations 3
l'obscurité, L'évaporation sur verre de montre d

: e T 14 . ' opes X ¢s froo-
tions recueillies s'efiectue & une tempdrature de 3700

Se
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ration en prélevant une petite quantité du liquide efilucﬂt et

en y ajoutant une goutte dleau ¢ lorsgue l'addition de caLte
geutte d'cou produit un trouble dQ & la formatien d'un systeéme
diphasique, la colonre egt préte, Il suffit a loxs de passer

sur la colonne tres lentement le mélange de peptides dissous
dans la phase organique du mlme systéme-solvant, puis la phase
organique elle-m@ae. Deus fractions de volume connu sont recueil -
lies grfice & un c¢nllectour sutomatique, Aprées évaporation sur
verre de montre &4 tempdérature du laboeratoire, chacune des frac-

tions ainsi obtenues esi étudidée en chromalographie sur papier

unldimenzionnelle, de pvéfévence dans le m@ue sys téﬂc"°olvqnt

¢) Modalités d'anplication de la technique de chroma-

togrophie sur colonne @

L'applicatior. de cette technique est tres délicate
et nécessite des précaulions trés rigoureuses (LESTBR-SMITH
[}I4] )., La qucstion de saturation du solvant en eau est iei
Lreés importante : un solvant sous-saturé "prend" de 1'eau fi-
xée au suppert dnerte ; inversement un solvant sursaturé en
"oede", I1 est préférable, notamment pour le systine butancl/
acide acétigue, de préprrer le systéme solvant plusieurs jours
a 1'avance, D'autire pari, il faut éviter, au maximum, les chan-
Zements de température cans le laboratoire pour éviter les dé-
mixtions des systéme°~"c1v'1'k. Pour éviter ces inconvénienfs,
on peut d'ailleurs mundr les colonues de chromatographie d'une
godne d'emiante, Ces dénixtions du solvant expliquent Jes ef-
fets de "double wone" clnervdés quend en chromatagraphie un og-
poad pur cur des caleﬁncs de kiecclpuhr, La vitesse df dcouvle

ment du solvant doeit &lredtudide et réglée ritutieusenent 3 o
cours de ces sdépavation:s, qui se prolongent généralement 4 & 8
Jours, une vitesse trop g?ande ne permet pos 1'équilibre entrs

A



la phase mobile et la prase stationnaire : il en résulte géné.-

ralement une augmentaticn de la veleur de R, et des phénomines

ir
de,qucue..Il ne fout pas non plus trop ralentir la vitessce d'é-
couléncnt (ni arvtier le colonne) : ceci produit, en efiet, un
élargiséoment des wones par phénoméne de diffusion, Il faut ce-
pendant toujours se ruppeler que la rdéussite d'une chromatogra-
phic nécessite scuvent ine exceptionnelle patience, Le dispori~
tif de colonne que nous utilicons hebituellement et qui nous don .
ne entiére satisraction est schématisé sur la figure 22, Dangs

les expériences que nous avens réalisdes, la phase mcbile passe

by

toujours sans pression cdditionnelle & la vitesse d'une routte
par 45 secondes. La régilarité de 1'écoulement est assurdée i
‘1'aide du robinet (R). Ie remplissage complet du segaent de
colonne (26.) est assur¢ & 1'aide de 1'cuverture du robinct (r),
S'il se produit des démixtions du systiéme-solvant au cours de
1'opération, le segment de tube capillaire (t) pernet la réten-
tion de la phase aqueuse démixde dans la partie inférieure du
tube (T). L'inclinaison du récipient (A) permet dgalement d'é-
viter l’&limentation du siphon (S} par la phase aqueuse qui peut

Se séparcr au cours de 1'opératicn,

d) - Curomatosraphie "couplde" (colonne de cellulosg

ou de kiesclguhr + papicr-filtre).,-

On peut utiliser également une micro-colonne munie
& son extrénité inférierre d'un capillaire effilé dont la poin-
te repose sur une feuille de papier-filtre placée entre deux

placues de verre (la vlroue suadrieuve étant percée d'un trou

(26,) = Il y a intértt i rdduire au maxirum ce sexnent de colon
ne pour éviter les démixtions du colvant duns v

&glon. Car la phise aqueuge libérée, en venant

sur le sommet de

la chromatosrant

cetle 1oa
1 . . se déperg..
“La colonne, perturia connidcéiablencny

IS ‘leg



FIG.22 .
Dispositif de chromctogpqphie

- sur colonne _

o BV ARSI - § T 501 (e sl i SIS .. 2 18 - vt~

verre
papier
\ capiliqire
e e —— e
FIG. 23

chromatog mphie“couplée'
papier .colonne
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de quelques millimdtres de diamdtre (27.). Le liquide qui s'é-
coule imbibe le papier circulairement ; lorsque le diamdire du
cercle atteint 30 & 40 ¢, le papier est remplacéd., Apris révé-
latien de la feuille cnt.ére ou de secicurs découpés dans la
feuille, on observe un certain nombre d'anneaux concentriques
trés réguliers (Figure 23). Ce dispositif réalise en somme doux
Chfomatographies de partage successives : l'une sur la colonne
d’Hyflo—Supcr-Cel, ltautre sur la fcuille de papier-filtre, qui

Joue le rfle de "correcteur de séparaticn®,

I1) - LA CHROMATOGFAPHIE SUR RESINES A ECHANHGE D'IONS

Nous avons déga_.ement songé & appliquer au fraction-
nement des polypeptides -es propriéids des résines & échange
d'anions\gt de cations. Ce sont surtout les travaux de PARTRIDGE
et cell, [;1{] qui nous ont guidé au cours de ces recherches.

In efyet, ces auteurs ont &tudié minutieusement les modalitdés
- A'application aux amino-acides de la chrematographie par ddépla-

Cement sur des colonnes de résines & échange d'ions,

a) Types d'échangeurs dfions : (Voir Tableau VIII)

4

Ces résines sout généralement fabriqués par polymérisa-

lion : condensation de polyphénols avec le foimol (échangeurs

(27.) ~ ce dispositif a ¢té utilisé par TISELIUS et 1 i
avet des colonness de charbon. DRAKE (116 emﬁﬁgfg“?.qIIS
“lement un tambour cylindrique tournant garni d’une’%gi‘
le de papier-tilire, dont le mouvement comnande le d<Lfll'~
cement de la colcnne parallilement & son axe Les cola .
rccueillies & la sortie de la colonne P oS
le long du papie:,

JoUithesn
o - O [ [
forment une SHival o
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d'anions) ou substances du type polystyréne, copolymérisé avec
des quantités variables de divinylbenzeéne (échangeurs de cations) .

) - Echangeurs de cationg : Elles contiennent des

groupements acides, soit SO,H, CO,l, ou hydroxylﬁphénoliqueo

¥

Résines unifonctionnelles fortement acides : Elles

contiennent un seul type de groupemcnt ionisable : SOEH (Amber-
lite T R 120,DOWEX 50, PERMUTITE 50). Elles échangent leur hy~
drogéne & tous les pH suivant le schéma général

Rz He + SO4gNa 2.__>Rz Naz 4 SO4H2

(Rz représentant Ja matrice de la résine)

Aprés cet échange, il est possible de régénérer la résine par

action d'un acide :

RizNo2 2 HCR 5, RzH2 .2 CENa

\
Résines unifonctionnelles faiblement acides.- FElles

contiennent un segl type de groupement faiblement ionisé : 002H
(Amberlite IRC 50). Elles échangent difficilement leurs ions

" hydrogénes et ne le font qu'en milieu de pH compris entre 6 et
I4. La difzérence fondamentale entre ces deux types d!échangeurs
de cations est illustrée par les dquations suivantes

- Résine fortement acide :

(’l) RZSOSH +Nat Cl™aee—ro RzSOS*NGf«J‘- H“}if

7

- Résine faiblement acide :

QR z coon yNatC 24— Rzcoo"Nat L HYCE

£
(le sens du déplacement des equations est représenté approxima-

tivement par la longueur des fliches)., Dans le cas do résine
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faiblement acide, la réaction avec un sel d'acide fort est dif-
ficile parce que les ions H' libres produits déplacent 1'équili-
bre vers la gauche., Elle se comporte done comme un acide faible -
ihsoluble, peut servir de tampon et permet de conduire les ad-

Sorptions sous pH contr8lé.

Résines pol&fonctionnelles : (Amberlite IR I00 et
IR 105, Eeo carb 215, Dowex 30, Wofatite P, K, KS). Elles con-~
tiennent des groupements sulfonés et des hydroxyles phénoliques,
Les groupements OH ne cédent leur hydrogéne qu'en ‘solution trés
alcaline. L'utilisation de ce type de résine est assez restrein-

te dans le domaine biologique,

) Echangeurs d'anions : De m@me que les résines a
groupements acides se comportent comme des échangeurs de cations,
Celles qui portent des groupements aminés mOdifiés('Amﬁng”{;saff>
deviennent des ausorbants ou échangeurs d'anions, Certains échan-
geurs d'anions sont faiblement basiques et n'adsorbent les anions
qQu'en solution acide (pll I & 7). D'autres types, plus fortement
basiques par suite de 1'introduction de groupements substitgés

'du type : _../V(CHZ))%) _N(CH5)Q<CHQ C\‘"HC;

5

b

~N(CH3g)(CHz CoHs)y (GLUECKAUF[iY]

fonctionnent dans une zore de pH comprise entre I et 10,

Résines faiblewent basiques (Deacidite 200, Amberlite

IR4B) . - L'enlévement des acides par ce type de résine peut

8tre illustré comme suit :

YRz 4 WY, 275 RaH'C4 (adsorption)



- Q4w
_ N - 4 _ , + _
, (ré eneration)
Dans le cas d'un mdélange d*acides (HCl et SO4H2 par

cxemple), 1'acide sulfurique est adsorbé préférentiellesment. Lo

Mecanisme de l'opération peut &tre illustré de la fagon suivanie

1) Rz +H”‘:'+Ce‘:._.‘_7—R\2H+C€-(C\dSOY‘MtO\\)

| 2)!3\2 H" £ 7. W HSo, ;/Rzl-mfﬁo[; LHCe
Rz =Amberlite [ RyB (ed)a;;ge, d /a/n,éfon@. |

Résines fortenents basiques (Amberlite IRA 400 et 410, Dowex 2,
Deacidite 300).

I1 existe entie les 2 types de résines & échar}ge

L - ’ . . : N
d'ions les mémes différerces qu'enire 1l'ammonizque et la ssude

Amberlite IR 4B |
Rz 4 H20 £—-R=H 4 O (K'b = 50x10™Y)

[NH4OH 5= 111" 04 = (Kb = 1,2 x 1075
Amber[cte TR 400 (O,Fy

R 2-%. OH™ ﬁ;—;; F\)Z++ OH m(/comv,’ul—e\é‘&‘n(’ﬁi’ 'CTI(:SSCCE,ef\}
g

 Naton™ t Ol \ L
L N a/ O;'{ é----;,m /\/[L -7/' 0/7/ (C/O/’)?/;/&/'ef}?e,?,!" &{/'v' g OC‘;'G':I)
/
Ces résines fortement bariques peuvent servir &
I) scinder les sels neutres
- - + .0 = + g - e
Fz\&i OH 4_PJCLJ—CIZ = F{.ZZ Ce - fV'a;+-<)f{.

2) scinder les sels de bases fortes et d'acides foiblec. .
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2 R="on wWal), 5L Oy

%) adsorber lec anions d'acides fq1ble :

2R F Ay - | - -
i\z OH +COQI+/L7;O‘;“}’(RZ-+)2 COs + 2 Ha0

b) - spplications des réesines & échange A'ions & la

o’
2Eparation des mélanges ¢'amino-acides -

Les échangeurs d'ions, utilisés surtout industrielle-

Ment pour épurer chiwiquement les eaux,
de fogon intensive sur le plan expérimental (sepﬁ“atlon des tex--

TeS rares ou des produits de rission radicactifs provenant des
Piles urgnium). D'autre part, des résulials trés importants
o0t éié osbtenus dans la cépavation des acides aminds. Dans ce
domaine, trois types géndraux de techiniques peuven t &tre utili-

rd
S¢s ¢

dérlacenent (PARTRIDGE),

se d'un hydrolyset,

- l'°nalyre par élution (28.},
actionnremnent de ba

I} analyse par déveleppement par Adploconent s

In 1947, DRALE [ilﬂ y PAKLRTDCE [}ZQ] euirent l'lo»
lqoumong

d'appliquer 1e principe du ddvelopnenent par d¢
(TIQPLIUS [?2i] et CLABSLOH [_251) aux séparations sur rérines

analyse pcr élution, une petite cuantitdé dy 161
ge & sépaver est adscrbde au sommet de la colonne et op..
treinde cnsulte vers le baspar un systéme de solvants
convenables (métlhode ce TSWTTT). Dans 1lta \qlJob pAC Qs
plaCcnent, le mélange & séparver est adsovbd Somnamet

de la colonne, puis développé par un agent de d<pluvg
qui est adsorbé de
des composants du mélarge,

(28.) = Duns

s 1!

b

o™
~
z

C’o

[/w/ S¢03 2N "rz/

sont depuis_I939 erployde

L

~

- N O L
fogon beancoup plus énergicue qu'atcurn

|
|

|
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3 échange d'ions. Ensuite, PARTRIDGE et coll. [1251 ont étudié
minutieusement les modalités d'application de la €echnique en
vue de la séparation en groupes des acides aminés d'un hydroly-

sat.,

-~ Les rdésines & échange d'anions faiblement basiques (type
DEACIDITE 200) ne reticnnent que les acides ominds dicardoxyli~
ques (acide aspartique, ucide glutamique, acide CX - aminoadi.-
pique ...). Les acides aninés neutres ne sont pas fixnés. Da plus,
il esl possible de déplacer 1l'acide glutamique et l'acide Qi-»
aminoadipique par l'acide acdétique N/IO (29.) et 1'acide agpor-

tique par l'acide chlorhyrdrique N

- Sur les résines & échange de cations foritcment acides
(type PERMUTITE 50 ou DOVEX 50), tous les acides eminés sont

4

retenus et peuvent &tre déplacds par.l'ammoniaque diluée {30.)

5]

suivent un ordre qui est en rapport direct avec le pK, (coon)
des smino-acides (DAVIES [127]

~ Sur les rdésines & échanges d'anions forteancrt basiques

(29.) - Au cours de rechorches sur les peptides des milieux
biologiques (sang¢, urine, tissu cdéréoral, etc...)
(BOULANGER et BIGERTE Yi24 ), ncus avons pu démontrer
que l'acide pantothénique ¢t l'acide homopant othénigue,
dans lequel 1l'acide X'*aminobuuvrlquﬂ renplace la /5~
aj,nlnc, étaient également retenus par les rdésines fal-
blement basiques et dévlacds par l'acide acdiigque dilud,

(30.) = Les anides des acides dicarboxyliques (glutamine, aspo-
cagine), des sucres waninés (glucosemlne), des petits
pcptldcf - potamuent le glutathion - sont éxalemncat re-
tenug °ur les rdéoines forvemoit acides (voi~ BOULALGER
BISEBERTE ¢t COURLOT [;?)] )., Ce type de colonne est txis
« - utilis 5 corime mérhode scparative, C’oot de cette fagon

que CRUIMPLER, DE:/I et WESTALL [iZG ol“rbnu des urines
humaines 1° C(—-uunjl~/@ralaninb l_gﬁgi




(type DEACIDITE 300), l'ordre de déplacement des amino-acides
par l'acide chlorhydriqus dilué dépend étroitement de leur pK
(NHiy+) (PARTRIDGE & BRIMLTY [:[28]). '

2

22) Analyse par élution :

En utilisant l'analyse par élution, STEIN et MOORE
ont démontré que les résines & échange de cations fortement

acides (DOWEX 50) possédaient un pouvoir de résolution plus
grand que les colonnes d'amidon employdes en chromaﬁographie

de partage quantitative, L'élution peut &tre réalisée soit au
moyen d'acide chlorhydrique de concentration croissante (I.5,
2.5, 4.0 N) (MOORE et STEIN [§2§] ) (voir également BHREUNSVARD
et 991l-[§3§]), soit au moyen de tampons volatils (formiate

et acétate d'ammonium de pH compris entre 3% et 7) (HIRS, MOORE -
et STEIN [?3i] )y soit par des solutions tampons non volatiles
de pli croissant (MOORE et SIEIN |I32] ). La technique de NOORE
e’ STEIN\est parfaitement mise au point pour les amino-acides,

Elle nécessite un appareillage complexe pour les aminc-acides
(circulation d'eau & température constante autour des colonnes,
contrble de la pression d'air appliqude au somnet de la colonne,
etc... ), Elle demande das manipulations trds précises (prépa-
ration rigourcuse des golutions-tampons, ete...). Elle exige
une constance dans la constitution de 1‘'déchangeur d'ions (gran-
- de Tinesse du grain, ideatité du taux de copolymérisation avec

le divinylbenzine,...).

30) Technique de fractionnement d'un mélonge dfaming.-

— e e e

A cbté de ces deux ndéthodes chromatograghiques, que

nous venons de Addécrire commairement, il est possible de rdalisex

un fractionnement de bacs d'un mdlange d'amino-acides au roren
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des résines & échange d'ions en utilisant principalement leurs

propriétés d'échangeurs ou d'adsorbants.

Cette troisieme modalité d'application ne constitue
pas viéritablenent une technique chronatographigue. CANNAN {?"i}
sépare les acides anindés dicarboxyliques dfun hydrolysat en whi -
lisant 1'Anberlite TR4B. De mbme SANGER et TUPPY |I34] , & 1'ai-
de dc¢ colonne d'Anbbfllte IR4B équilibrée & pH 3,3 (tcchnique
de CONSDEN, GORDON, MARTIN L;)il ) peuvent isoler les peptides
acides deg peptides ncutres &t basiques d'un hydrolysat partiel
d'insuline. Enfin, d‘apres WINTERS ¢t KUNIN [136] , 1e fraction-
nenent conplet d'un hydrolysat counporte les diverses €lnpes récu-

nées dans le tablcau IX.

¢) - Utilisation des rdésines & dchonme d'ions au coury

du fractionrencuv des peptides,

fous avons songd & appliquer au fractiomnenecnt des hy-
drolysats\pepoiques les propridids dus rdéoines & {change d tanions
et de cations. Il Faut tout d'abord priciser que le comportement
des polypcytides de poids moldéculaive ¢lcevé sur les colonnes QO
résines n'est pas bien connu : en tout cas, il doit &trc Tres
difrérent de celui des amino-acides., Les muldéecules de haut poids
moléculaire (comrc les protdéines) ne sent adsorbéeg sur les ré-
sines (GILDERT et SWALLOW [?3{} y RICHARDCON t}3é] ) . PARTRIDCGE;
[?35] ce sert a'une rduine polystyrine~sulfonde b "gros" groing
comme d'un "tamis moldculaire" pour séparer les anino-acides et
les petits peptides des protdines qui ne sows pas ac sorndes sur
la réeine. Bn ce qui concerne les proiéines dfassez faible poi
moléeulaire (ribonucléase, cytochrome G, hormonc adrénocorlico-

trope, etec...), des Lrociionnerents tres intéressants owt &té ré
alisdas & l'aide d'une rdsine faiblement acide (akerlite IRC 507,

(LIRS, . STEIN et MOORE EA:] , PAIEUS et NBILANDS I_I4I] s DIXON
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Quel mede opdérateire pouvions-nous utiliser pour

cffectucr le Iractionnemert d'un nélange de polypeptides 7

La méthode d'anclyse par élution n'atpas encore &46
appliquée aux polypeptides., Toutcfois, d'apres MOORE et STEIN
cux-mémes, elle paraft utilisable pour un tel fractionnement
4 condition d'utiliser une résine fortement acide possdédant
un faible degré de copolymérisation par le divinylbenzeéne

(2 & 4 p.I00) et des tampons volatils,

Avec les ¢chantillons de résine que nous possédions,
il ne nous a pas été possidle de retrouver dans leur enscmble
les résultats obtenus par PARTRIDGE au moyen de l'analyse pav

déplacenent des hydrolysats de protdéines.

Nous avons donc été amené & opérer simplement un frac-

tionnement de base du mélinge polypeptique en passant succes-

sivement la solution sur ¢es colonnes de Permutite 50 et de
Deacidite 200, La marche générale du fractionmnenent cst schema-

tisdée dans le Tableau X.
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Fivtion & 1llazmoniacus Passage, lavage
6.3 ou 1t ﬁ ‘

Prlypentides non retenus

TEACITITE 200

! }
: e 7 T .
lascage ilutien par Tlution par Elution va.
5 CHL,COOH ¥/10 CHBCOOH B3 CH3C00 I ;“-
i 3%9 B
N \L‘ \!I . \Jl - \.ex
Imaction A ‘ Traction B Fraetion C Frazction D Fraction T

LRI RO

-iaz}ire de la colenne 3 16 o
ateu” de la colonne 3 25 & 20 cxz

zin compris envre les taxis n° 25 et JO_
Ré&cngxatlon de la col*vne avee. 01 2
Lavage de ia colonne & lieau le»l;le
jusauiy résistivité sonstante cu licuide

"1 b4

~

t,. )
foH

R :'"ln,'\"c

S XA
Vitesse de passage'r 40 & 60 ml/heure

DEACIDITE 200

dentigues & le

(XX

Caractéristiques de la colonne @
rrécédente,

Grain s 25~30

Régénération & lincétate de sodium 11/4
Vitesse deo passage s 20 & 30 ml/beure
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ITT - L'ANALYSE PAL DEVELOPPEMEHT PAR DEPLACEMENT .

Perai les procddés les plus efficaces pour la sépa-
retion des mélanges de peptides complexes, il fout ranger les

néthodes chronato"yavhiQLes fondédes sur le développement mar

déplacenent ("displacemert development analysis") et le aépla-

cenent pav transportceur (Ycarrier displ cement chromatogrophy";.

&) Princives deg méihodes :

CX ) Dans le cas du ddveleppenent par dénlacement,
(TISELIUS) [§4é] y le aéilaceacnt eod effectud par une subuian-

..... N

cz qui est sdsorbde plus foxtemsnt que tous les aulres consil-

: 3

tuonts cu mélange étudid (3I.). Cette cubstence dévelonpe a
itintdricur du tube une ruccession de wones contiguvs (“proces-
gir of gdjoining zoﬁes”}, corrtenant chacune ua Congosant pur,

La 1arveur des zones est preperiicnpelle & la quontité du com-

rnuant Toutofois, gu coirs de cetlte 13 5e, 1€8 L0nes Sont

cq convact ausez ¢broit, contralrencit a l'aralyse par élutioen
(Q.l”' zones sont sdénardcs par de larges egpaces vides, I1 s
produit indvitablencot des mdlanges aux fromtidres et ¢
terents dfunce zone sur‘l'autrﬁ C'est pour remddier o cet in-
convénient gue TISELIUS ¢t HAGDAUL 1}4? bl‘) ont préconisé le

proccdd sulvant

/% Yo /nw] e PEX d n}ﬂn nent pay Lrananorveur .-

.
nar PARTITLOY

1

. . .r_-_ _/ 1y 7y R - r
(21.) - Lc alne principe dfanclyse o ¢te applique
wwx colonnes de :désines @

o

i dchonge a'ions (veiv plus booh'
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51 l'on soumet par exemple une solution agqueuse d'un mélange

d'alcools honologues & uile analyse par déplacement sur une co-
lorne de charbon, on obtient un certain nomwbre de sones succes—
cgives., Si le systlme coundtient dgalerent un wmélange d'acides
gninds, par exewple, chazun de ces amino-acides ce place entys
les zoncs de deux alcools dont 1l'un a une affinité dfadsorption
inférieure, 1l'autre supdvieure A celle de 1l'acide aminé, La dis-
tance entre deuz acides :wminds dépend de la quantité d'alccol
interposée (voir figure 24).

Sur le plan exnérimental, ces séparations sont exéou~
tées avec profit sur des colonnes chromatographiquesen "scctions®
ot la "correction du fro1t! est réaliséde gréoce & la réduction
du dizmibre dans les parties inférieures de la colonne (CLAESSOY
et HAGDAUL [}45} ). Les scgments de colonne sont construits

en acier ipoxydable ou en poelyihene,

b)\r rodnlitds d'aporlication de la tachpique

C( ) = aralyse par dévelonpencnt par dénlacencnd
L'adsorbant est constitud par un mdélange d'une par-
tie de chavbon (Coarboraffin Supra) (32.) et de 3 ou 9 parties

d'lyflo~guper-Ccel, Le rfle de 1'lyflo~Zuper-Cel est de facili-

O

ter 1'écouleucnt, Le mélwnge mouilld par de 1'acide chlorhy-
drique jI/I0, ect versé ding une colomne & sections (type
CLAESSON) . Comme wnous ne disposons pas de ce type de cclonne,
rous vtilisons habituell zmert le dispositif schématisé sur la
Tigure 29, L'écouvlenent se fait sans pression adultlonnelle;
Les fractions (I & 2 al) sont collectdes au woyen &'un appa-
reild automatigque (%3,). Les peptides digsous dans HC1 /IO

(32,) = Nous wbtilisons 1'Activit XL 5C.
(33,) = happellouns qu'il cwlote 3 typeo d'appareils collecteurs
. Les tubes & esanis sont dic noucs sur un plqteau hor1J0n~

N

tal qui tourne & Atovat*qu ment dz2s que 1l'on a recueilli
un noabre de gouvhes find & 1'0«chv, (“), au bout d'un
temps Tind (4 ) o1 lorsgue le tube conbient un peids de

PP TN ;,.'.,\ ,‘,_.g ! AN
DOLVANWS QL CLLT (v‘;e
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sont d'abord passés sur la colonne, puis le développencnt est
assuré par une solution a1 0,4 p.I00 (ou & I p-I00) de chloru- \
re de Zephiren (%4,) dans 1'acide chlorhydrique N/10 (LI,
TISELIUS ¢t coll, [i4£] ). Nous utilisons comme agent de déve-~

loppement le "CEQUARTYL", de fornule analogve,

D ) - Arnlyse pir ddplacenent nar transhorteur

I'd

i CLAESSON 1145 a monird que dons une sdérie homologue
q

mente en fonction de ltaug-

£
i

d'alcooly, le degré &'ad;oryticn au
mentation du point d'ébullition. Cette réaple peut egalemenu
s'appliquer aux alcools isomériques possdédent deé groupes fonc-
tionnels senblables (exeaple : alceools amyliques isomdres) et
HALL ¢t TISELIUS [346] 01t montré qu'on pouvait 1'étendre aussi

aux acides iscmires alipaatigues.

Exeaple : acide 2-méthyl-zetpionigue .LYGO I154,4°C
. Volume de rétention=9 (35.
:E760 = I63,508C

Volume de rétention=I13,5

acide n~-butyrique

Dans les cxplriences de TISTLIUS, ce sont les alcools
qui ont ¢té cheisis comm:z agents lrancporteurs. On peut nuwbu-

rellement envisoger l'utilisation dlewtres systémes b condition

(3]

qQu'ils soicent inerves et fecilement sdparables des amino-acides
cu des peptides, ‘

Au courg de 1'spdration, 1l est facile de suivee 1'ap-

(54 ) - Le chlowure de¢ Zzphivon est le cnlorgrc d'alkyldiméthyd -
1 . ] 4
Y LI

1a ¢0fmule esv Ta ~u1vwnta :

(35 ) Le volure de sntion représcmie la quantitéd de solu
ticn contens s composd ¥ uvne concentration ddtermi- .
née qu'il c¢st nécesseire de faire passer cur la colonne
pour cbienir sa saturation,
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parition des alcools, car le passage des acides aninés ou des

\‘\

peptides est souvert délicat & saisir au moyen du dispositif de
micre-interféromndirie de PISELIUS et CLARSSON L}Ai1 , & cause

de leur faible conceatraiicn dans le liquidh cfférenb. Les al-
cools peuvent &tre identifids au woyen de la méihode xanthogé-
nique de TSCHUGARIF, qui ne provogue pas de transpositions molé-

culaircs, Les xanthates cu xanthogénates de petassium
<: F?CZVﬂ*J) sont sépards par chronatogrephie de partage

sur papier danu le butanol (2 .I00 KOH) (KARIYONE [;4§] ).

L'adcorbant ced constitué par un mélange de charbon
ct d'Hyfle-Super-Cel dans le rapport T :Ioul: 3

La série homolegue d'alcnols est préparée & la concen-
tration de I p.I00 (en volumes) dans 1l'acide chlorhydrique N/IO,

Exemple d'avplication & un mélange d'amino-acides :

- Co10nﬁé contenant un mdélange de 2 g, d'Activit X L 50 et 2 g,
A'Hyfle-Super-Cel, Dianttre de la colenne : 8 mm,

Appareil collecteur v¢xlé a 0,7 &.

~ Vitesse d'dcoulenent ¢ 2 & 3 wml/hevre,

- Iiélange dc 0,5 myg de sdvine, dialanine, de valine, d'acide
glutamique, d hlULWQiuu, de lcucine ¢t de tryptophane dissecus
dans I2 il diun mélonge & porties égeles de néthanol, éthancl,
igeproparol et butanel tertiaive & T p.I00 (en volumes) dans
1tacide chlorhydrique [§/I0.

Aprds le passase de la solution d'amino-acides, on fudtd
nasaer % 2l de batdnol cecondaire & T p.I100 (en volumes) duns
HCY i/ 10, 5 @1 de tuwiwmol roimal & I p.T0D (en V010~e~} dnng
HCY /70, puls un mélene L perties Seales ¢*alcool dzouu

que (B = I29/T%12C) et d’alcool benzylique 2T 5.I00 (cn volii-
rmes) dans fiC1 N/ I0.
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Les résultals de ceite ewpdriense sont rascenblés
dens la Figure 26, Le mélange d'amino- acide s a ¢té séparé en
quuavre groupes bien distincte

’

I) ~ sérine et alanins,

N
~—r
{
~

wgtidine, slutauique, valine,
%) = leuciae, -
4) - %rypiophane -

Dans le cas des pelypeptides, on peut utiliser un
systinme transporiteur compeenant l'alcool n-octyligue, l'alcool
n-nonylique, 1l'alcool n~-ddcylique, & la concentration de Ia
2 p.ICO dans l'alcool éthylique & 50 p.ICO dans HCL N/IO.

LT et TTSELIVS [149] , LI, Ast et PaPKOR? [150] omt notamment
utilisdé cevte technique pour le Linciionnement des pepiides ch-
wenus au cours de 1'hydvelyse pepsigque do 1'hornene advénocsr.
ticotvepe {ACTU),

IV = LA 3EPARATION 30US L'ACYION DUN CHAMP ELECTRIQUE

Les difidvrences emtre les vitesses de micvation dans
..
Y1 S NN 20 P NPAL AT B ey . I TN e 1‘-7—'1' o 137 AR\ iy e
W caomp eloeurique cont courwament villisees powvy SOnNAYery ags
SULSTaACes Girficiles b porificr pav d’auirar adthodos physiquoes

ou chimiques. On denne gdudrealement le nom A'TONOPHORESYH b la

migration dficus welativenent petits, tendis cue,le torme

a'ey CHCTLEOPIIOREST eout wdémervd aw moldoules Qe grande $aille ei

aux parvicules microsconicues (MAWITH et gXﬂCU ISi] ).



De nomdbreuscs techniqgues st été propnsézsg et QVLNSSOﬁ
L;Sé] distingue d'une facon géndrale les appareils & conparti-
ments 0% les dignonitifs B fronticve nouvente, Tons cette der-
nilre Luchniguc, Joo gtavilisction des frontilses pout ©
lisde jor la pesomteur (clestvophordne tyre "TISULTIUSY), ou
par un agent inerte qui rosstde la structure d'un systime capil~
laire : gel de silice {(CONSDWHU [i)j])eu gel de celite (GARDDLI,
[154] ), ge1 a'agar (comwow [155] ), wniante, coton (BULLER
[156] ) 5 mais sans conticedit 1'agent stavilisant le plus fave-
rable est le papier-filti'e, WIELAHD [?S?) y CREMER et TISELIUS
[zsa), v [;59] , BISERTE [160] , TURBA et ENERRTL (169 On

rent les premiers & déerire les modalités techniques de 1'élec-

trophorése sur papier,

a) électrophorice sur papier :

De nowmbreux di:positifs ont été déerits, La fipgure
27 vepwésente un meddle (’appareil particulilroment simple L
ceustrulire, Les bandes rectanmulaires de ponier (Whatmen re I

N
c

ou funlttell ne 20/I5C), cui oat 25 ca. de longueur sur 2 & 6 o
de lovee, cont imbibdes jer la solution-tompon choisie (Taupon
véronud 1/T0, phosphate 1 /20 ou acdiate 1/5), gqui wenplit épa-
lemens lea deuxn vases & electrodes, Llancde est ca charhen ¢b

la cuthode en platine, Le scerce de cowrant eot conoiitunds par
W redrescour mond dfun iilvie, gqui peet débiter un couront el

timu voriont de I50 & 45 volts, Un voltnttxe ¢t un willasplro-

<+

mdire per wettent de pi¢ciser 8 chagque insvant les conditions

z
S

expérinentanles, Aures un ceriain temps de passage du courant
(2 & 8 heures), les bandclettes sont sdéendes

hS1 l 143”}1‘);"0‘\; l'a

-

pexn ydar 15 pinutes & 1'éiuve & 100¢C en vérdldes o 1faide de

]

réactions anproprides (arocarmin et bleu de bromophénsl pour log
protiine réaction dv biuvret, de la nirhvdyine et de P/ULY
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DURRUM [F6§] a décrit un dispositif d'électrophoxtce-

bidimensionnelle utilisant deux tdmpons volatils (NH OH et CH3
COOH) de consiruction tris simple et dont les ruvultato sont
trés satisfais sant s

Sur le plan théorique, HMc DONALD et coll. LISﬂ y Qui

rd

ont ¢tudié de fagon tres préecise les difrférents facteurs qui
influencent la migration sur le papier des particules chargées
soumises & un champ électrique, résument leurs obscrvations de

la fagon suivantc s

12) Te mouvement cst une fonetion linéairé du temps,

Cette constatoticn ne nous parzlt valable que pour des temps de
passage du ccurant asscz courts, En efiet, il se produit une
évaporation unifecrme tout le long du papier, qui mainticnt ceng-
tant le gradient de petentiel, mais qui provoque un siphqnage
régulicr du tampon & partir des vases & ¢lectrodes vers le mi-
lieu de la bande de oapier. A partir dfun ceriain moment, com-
ne le siénale tris justenent DURRUNM [EGi] , on atteint un équi
libre ce mehilité (voir figure 23.).

22) La vitesse du mcuvement est directement oroporiion-

nelle au voltaoe anpliqud.

30) A force iorique du tampon constante, & température,
poteniicl et temps de pacsage constants, 1'électrophorese 5%
utilisable pouxr la ddéervination du peint isodlectrique, I1-
fauis toutefois se réféver b des témeins bien définis dont le

point i°oélcotrique est ¢éterminé (sérum-albumine per exem 10)

4

A%
Q

3 cauce d«u phcaomines d'déleciroendosmose, qui se produlsent au

couvrg de 1'électrophoxrcse,

49) T.a mobilitd augaentz avec 1la dipinution de 1a Ioi-

ce ionique du tanmpon utilisdé.

Voriantes de 1o, méthode @

- . . ’ b CO _l~‘-”‘r. __“- ~ “
Unc variante tits ingéricuce de la méthode BURir
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L}GS] concists & associer la séparation par cbromeooruphie de
partage et 1'électrophorise sur papier (38.).

La chroaatographie est réalisde sur une bandclette de
papicr cont la largeur ect de 5 & 7 ma, Apres sdéchage, la ban-

delette est appliquée soigneusenent sur un rectangle de papier

Ly

(40 x 25 cm.) imbibd de tampon ¢t dont les deux extrémiiés de

b

la grande dimension reposent dans deux vases o clcct odes, AD
0

318 S
un certain tenmps de passege de courant (2 & 4 heures sous 500

7

1000 volts), le papicr est sdéché ct rdvélé.
Hous avons utilisé avec beaucoup de proiit cetie
élépante technique, L'électrophorise sur papier et ses varian-
tes peuvent constituer & la fois une méithode analytique et sé-

parative d'un mélange de peptides,

b) Froctionnemant fonophorivique dons une o cilule

COQDQrﬁgmonts :

I1 s'asit surtout d'une udthode préparative trés pré-
cieuse. Le fracticnnement repose sur les difidrences des polnts
isodélectriques des anino-acides ou des pepiides. De noabroux
types de cellule ont &té @écrits, Nous
constrvit suivant les données 4'ALBANHESE IGf? mols comporiart
quatre compartiments (A, B, ¢, D) (voir El?Uf; 29). L'epparcil

est en bois recouverd dtun verrds imperndable. Les comparbiments

utilizons un anparell

2

s B, D oat une capacité de 100 71, C une capacité de 50 ml., Le
lOld'°xcant et assuré par une civculation d'ecou. L'arnode

fa~3

est une plaque en charbon, la czthode une plegque en platine g

les deux électirodes sont placdcs comire les deux membrancs

(%33.) = BAUCALRD eV XKROWSR L;GG ont décrit une md
tro-chronatozraphic qui~ e dorne pas de
fajisants,
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La naturc des membranes séparant les compartiments
Joue un rfle prédominant, En tenant compte de leur sélectivitd
électrochinique, on peut, en efiet, distinguer 3 catdgories
de membranes : pos 1tvvc, négative (collodion, celloPhane), Cif
phottres (protéines), Perni les nomhreuses combinnisons qui
ont éié proposées, nous avons utilisd de préférencc cclles de
SYNGE [T68] et de SANGER & TUPPY [169] |
~ SYNGT ¢ les menbranes terminales sont de cecllopha-~
ne, la membrane centrale en parchemin de peau de moution for-

moldé,

-~ SANGER : la membrane du c¢8té anodique est en
cellophane, la membrone centrale et la membrane du c8té catho-~
dique en gélatine formo..ée. Nous préférons la combinaison de

SANGER. La préparation des membranes de gélatine se fait en
mbibant un fraguent de toile de lin par une solution chaude

(o
At )
rendant I2

de géla@inc & I0
to 1
e diluce au quait,

re du laboraloire, les nembranes cont immergdes
heures danzs unce solution de fornol du commer

c
Apris lavoge et sdéchage  les menbrancs sont prétes & l'eaplel,

An cours de 1 opdération, le comparitimcnt cuu40@1qv

(D) contient 60 ml d'am:oniague aqueuse (I,7 p.I100 (en volumes)
Le conpartitent anodiaue (A) est reapli avece €0 ml d'acide sule

furigue 0,I N, tandis gue le conpartiment volsin (B) conticut

60 ml d'acide acdiique &+ 0,5 p.T00 (en volumes) pour mainteniy

la conductivité, La solition & analyser (30 ml), qui est pla-
cée dans le conpariinens (C), est maintenue & un pil déternind
pendant toutce 1z durde e 1'oplration, La vérification du pH
se fait par des réactions & la touche au moyen d'indicateurs
colorés (vert de bromee:ésol, bromocydsol pourpre)., L'ajuste-

ment cut cf;VCuuo par l'addition d'ammoniaque & 5 p,I00 (en

C
1,100, Apris dpooutinge et sdéchage & températu-

-
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volumes) ou d'acide acdbique dilué dans le compartiment (C)
Dans le cas des acides aninés, lorsque le pH du compartiment
(C) est maintenu ewlre 6.0 et 7,0, on obiient une séparation
parfaite cn 3 groupces : acides (compartiment (B)), neutres
(compartimwent (C)), et busiques (compartiment (D)), Au conbtrai-
re, lorsque le pil est ajusté & 4,6, le coﬂgarulnerL cathodi~
gue contient, en plus des acides anirndés basiques, une cerial-
ne guantité d'aminc-acidoes neutres ou d'fi) -amino-acides 63
alanine, acide X ~cminobutyrique). L'addition du compar 1sc;L
spdcial (A) du cdté ancdique permet dtefrectuer dircctem le
fractionnement ionophordiique sur les hydrolysats pfotéiques :
car les acides Torts sc dirigent en effet vers ce coupurtiment,
Au cours de 1l'opdration, il y a souvent intéxr8t & remplacer
1'awwoniaque dilude du compariiment (D) : notannent au cours
des ionophocises de longue durde, pour éviter la décomposition
des eminc-acides ou des peplides basiques, Dlovire part, con-
me on ajoute rdguliiiene:t de 1'amaoniaque Cans le compartiment
(C) pour\naintenir le pll ¢t coome 11 pout cxister des bases
Loxtes dans 1'd¢cehantillen & analyscr, il peut ge produlre dans
le coapnaiirert catll OdLOcC des voriations de pH impoxtantes

;

quil 0nent l'tentade des pewitides Coibloment baslguls v qui

néeenoitont donc le remplacencnt da conmbenu de ¢e compnriiment,

,

Le pobentiel anpliqué cux preniers gsuvades de L'exupd-
1iemee ewt de l'ordre de T00 voltls., ¢éndralemert, au bout de
20 & 30 mimbes, 1l eot possible d'augmenter ce potimtiel jus-
gu'a I50 = 200 volts. Tadin, oo bouwt dfan tenps vorialle, (I &
2 hevres), 1'intenzitd dn courant buinge et se girabllise dina-
leness & une valeur de %30 & 40 A,

L'oplation ess texminée ¢t 11 cuilit de collocier

le cowtcru des conpartinents 8, C, D.
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Conclusion ¢

Telles sont los méthodes-que nous avons ¢6é wpend

onettre au point ea vue du fracticnvenent des hydrolycots
pepoiques de cristalbu ne. Un dernier lype de wmithode auraid
Zed susceptible de nous donner des rdsultats tris intdvessanis

i1 s'agit de la digtribition b contre courant (CGRAIG L}?Q’ ) s

qui ndécegsite un apparce: llage coaplexe que nous n'avons pu
nous procurer,



CHAPITRE D

ESSATS DE FRACTIONNEMENT D'UN HYDROLYSAT PEPSIQUE

Aprces la mise eu point des techniques ddécrites dans
le chapitre prdécédent, nous avons rdalisé de tres nombreux essais
b

pour &tablir un plan de fractionnement, Tout d'abord en tenaw

compte du fait que l'hydrolysat pepsique de la cristalbumine
est constitué vraigsemblatlement par un mélange de polypeptides
de poids moléculaires sersiblement diffdérents, nous avons songé

que l'on pouvait réaliser, au départ, unc précipitation fraction-

nde & 1'acide trichloracdtique. En effel, nous utilisons de pré-
férence les conditions d'hydrolyse pepsique préconisdes par
CURRIT, ef BULT [I?I] (tyre ne 2, voir page 17 ), qui favorisemt
l'accumulaticn des pepticdes de faible poids moléculaire (2000 en-
viron) au détriment de Ll'apparition des gros fraguenis de poids '
moléculaire de 1l'ordre de %0.000. CURRIE et BULL séparent ccs
deux groupes par un fractionnement & l'acide trichloracétique &
6,5 p.I00.

D'sutres auteurs ont dgalement utilisé la précipitation
trichloracéiiquse pour purifier ou simplifier leurs nélanges poly-
peptidiques, 1.I, ASH et PAPKOFF [;7é] ont montré que les volypcp~
tides "physiologiqueaent actifs" résultant de 1'hydrolyse pepsi-
que de l'hermone adrdéroccriicotrope (ACTH) se localisaient dans
la fraoction précipitde entre 5 et 25 p.I00 d'acide trichloracd-

tique ; les autres fractions ne sont pas "actives".

Pricinitation fractionnde & l'acide trichlorscdticue
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Aprés enlevenert de la crigtalbumine par coagulation

b . . . - “ o,
& 1a chaleur & pil 4,3 perdant 3 wminutes, on ojoute & 1'hydroly
B b4 2 ? <
. - .y o oen X IS Py . s L g - . - . N
cat pensicue Liltrd de 1'acide wiichlorvacdétiques & 50 p.ICO nouw

obtenir une concentraticr finale de 5 p.I00. Le pricipitd (2;)

e

foraé est eépacd par centrifusaiion, Ea cnenont la concentration

et acide trichloracétique du filtrat & 6,5 p.100, il se procduit

z

“un pouvean précipitdé (P Cette opdération est riépdtée trois

2)'
fois successives pour les concentrations de 10, T5 ¢t 20 p. 100,

Les précipitds (1 ., P,, P. ) ajnci obtenus et renis en

2’ 3 T4
suspension mcz::c, aincsl que le fﬁ trat final (T 5), cont sou-
hi by

mis & trois ewtractions f 1'¢ther sulfurique pour cunlever l'aci-

de trichloro Vo.l.("‘C‘

Un bilen a;.z.O'té )
civitaiion fractionnde, dont les wéuulitats gont rossenblis dars

le Tablecou XI.

\ ~ TA3LEAT XTI -

e o bee M b - a8 o A o1t 6 oot A St n § e e B Sre T S F e T el Mas 1 @iw PLO e ST GLA G BLE 81N D Ten 3 @ ¢ mre S 4% R Smp 440 43S Bl B E 41T ELSINL SLS MO NS T L LR AW e e 3 IRy Sl e

; -....‘._.................._.-._...............:......... - ..........._.-..._..-‘—’........-.-—--.--u--—-—-—-—-~--.- """""""""""""""" E '
¢ H R : : :
3 ¢ Toux le précid  Quantln e : $
3 ¢ nitation & : ale d‘ : i :
: Fractions ;opivation « i ‘lotale ! Pourcentase ¢
: ¢ llacile : azote dans : :
: trichloracé- ¢ la fraction :
: tique i (en g.) :
o B ittt S S S
I ; 5 ’ 5 o7 ’ §
: Py - 5 p.IlO i 0,390 : 15,6 :
E 5 o = E [ ey 2 o S
. -PQ H 6,' pal(\) H O?IU) ; )223 :
: Py :T0 p.I0D 0,712 14,9 :
: T, £I5 pLIC0 P 0,156 : T4 3
: P 3 20 p.I00 : 0,007 : 592 :
H 2 : : : .
3},5 . : 0,300 3 45,8 H
; TCEAL veews 2,030 :
: :
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Le filtirat (FS), non précipité &4 une concentration de

20 p. I00 ecn acide trichloracdétique, constitue environ 50 p. I00

de J'ozote polypeptidique total ¢ il est constitud vraiscabla~-

blement por les polypentides possdédant le plus faible poids
moléeulaive. Clest done la partie que l'on peut fractivoner 1le
plus Tacileuent et clest & son étude que nOus.avonsAprincipalc-
ment consaced rnos efuorts. Le tablean XIT  reprdscnte le sehdan
agéndéral de rractionnement de cette Fraction,

Le précipité Py représente les polypeptices de nolds
noléculaire élevd (30,000, Nous n'avons pas encore £itundid cci-
te draciion, gui représenm’e environ 20 p, I00 de l'azoie poly-
centidigue, Son dtude ne peut 2ltre aboxddée qutapris unoe nouvel-

N .
gsymativue,

le winplification par une seconde hydrolyse ens)y

° . TR AP .A R N4 “ - KN 8 . R B ] S e
Les précipites »,, P3, Py P% sont deg mdloanroes cow
< v . . :
nloexes, Louwr fractionnenent peut &tre cependant enticpllis,

EA
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TABLEAU XTI

PLAN GENERAL D73 FRACTION; EMENT IES PCLYPEPTIDLS

Les abyréviations suivantes ont été employées :

A,B,C,D

PERMUTITE, DEACIDITE

IONO pH 7
\

AMNBERLITE pH 7
C.P.P. I ou 2
C.P.C., SOLKA FLOC
C.P.P.S. 2

"CARRIER"

nomenclature des fractions polypepti-
diques aprés "chromatographie" sur
résines & échange d'ions 3
"chromatographie sur résines & ¢change
d'ions j

fractionnement ionophorétique avec
maintien du compartiment médian (C) &
PH 7 3

nchromatographie"” sur résines & échange-
d'ions tamponndes & pH 7

chromatographie de partage uni- (1) ou
bidimensionnelle (2) ;

chromatographie de partage sur colonne
de poudre de cellulose (SOLKA FLOC) 3
chromatographie de partage séparative
sur papier

chromatographie par déplacenent par
transporteur ;
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I) - ETUD= DE LA FRACTION POTYPEPTIDI QUE NON

PRECIPITEE A LA CONCENTRATION DE 20 p.I00 EN ACIDE

TRICHLORACETIQUE (FILTRAT F 5)

Ce filtrat, aprts passages successifs sur une colonna

’

de Permutite 50, puis de Deacidite 200, est séparé en quaire

@

fractions principales :

(élution & 1'ammoniaque de la résine Permutite 50)

(élution & l'acide acétique N/IO de la Deacidite 200) ;
(élution & 1'acide acétique N de la Deacidite 200).

o I 1" 1=

Le comportement chromatographique des diverses frac-
tions est schématisé sur la Figure 3I. Les fractions A, C et D .

sont donc constitudes par un mélange de peptides assez facile-

ment séparables par la chromatographie de partage. La fraction B,

> 7

par contre, ect trés complexe et ne sera pas étudiéde aisdment par

@

ce type de chromatographie,

FRACTTION A : Lafraction A a €té soumise
4 trois types différents de

fractionnement (voir tableau XII). En utilisant la méthode de
DURRUM (chromaiographie sur bandclette de papier et électropho-
rése sur papier) il est possible de sdéparcr la fracticn A en 30
groupes difrérents (voir figure 32). Dons un premier temps, noug
avons donc essayd de la fractionner en utilisaont 1'ionophorice

et la chronatographie de partage.

Ie TYPE I de fractionnement que nous avons uiti-
lisé comporte done” (voir.tableau XITS

(fraction non retenue sur la Permutite 50 et la Teacidite 200,

.o

s
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Chromo\'ogrophie,s schématiques

(’Bul"or\oI : de droite & gauche
Phenol : de haut en bas — )

0
3

\L>

FSC
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a) un fractioi nement jonopherétique ¢ (durdée de Lfopd-

ration ¢ 90 minutes 3 1l¢ pd du compartinent median est maintei

cntre 6,0 et 7,0) 3

b) une chromalographie bidimensionrelle dans les syc-

témes solvant butanol/acide acdtique et phénol (NHB)o Seule 1la
fracticn ancdique donne des chromatogrammes nets (voir figure
33), présentant 20 tachcs bien sépardes. Sur le chrematogramme
de la fraction neutre, il est possible de déceler plusieurs
ploges diffuses minhydvine positive (figure 34). Cette frac-
tion a ¢té Studide au meyen de la "chrcmatographie couplée”
sur colenne et papicr (voir page 558 ). Les résultats de ce

Tractiornoment sort reprdsentéds suvr les Ligures 75. Bn exani-
nont le gchéua, on peut done conclure que, dans €2 cas parti-
culier, la rdzolution olitenue par ce procddé est plus satis=—

FTaieonte que celle frourrie par la chvomatopraphie bidinension-

\
Malegwrd les réoultats intdéressants fournis par ce Ly-
pe de fractionnencnt, les diftérentes Lractions obtenues sont
encore trop complexes. Nous avons donc é1é amenéds i adopter

le TYPE II , qui comperte tout d'abord :

a) une chromatosraphic séparaltive sur colonne de poudig

ds ccllulose {SOLEA-FLOC, au moyen du butanol~acide acdtique,

Apres comtrdle en chromcrogrephice suc papier, les tubcs recucil-
&5

lis & 1'aide du collectcur automatique sout séparés, d'apr

leur comportement chronatographique, cn sous~fractions (A I,

5
A TI, A ITI, A IV, AV). Ces dif<érentes sous-fractions sont

sounlices

b) b un fractinsnnement ionopherdtique, Au court de

1tionophortse (durde : I heure), le plf du compartiment au 176
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f=front du solvant. durée : 4x24 heures'_
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chantillon est maintenu entre 6 et 7. Chaque sous-fra action est
donc subdivisde en trois (exemple : A I a (anode), A I n (neu-
tre), A I ¢ (cathode)),

c) aprés évaporation, chacune de ces fractions cst

étudide et séparée en chronatographie sur papier (uni- ou bidi-

mcnSionnelle) dans le systéme butanol-acide-acétique

'RESULTATS s

- AT : la plus grande partie des polypeptides se trouve
dans la_E;éction AT n qui présente un aspect chromatographique
en trafnée (RF 0,50 & 0,70). Il s'agit d‘un mélange complexe
de polypeptides que nous n'avons pas encore pu fractionner, Il

st en effet posscible d'identifier plquCuI° DNP~-amino-acides

(Dh -sérine, DliP-glycocolle ou DN?-thrconine, DhNP-valine)

ou bidimensionnelle, il est possible d'isoler et de récupérer
dans la fraction A IT a : IT taches, A IT n : 5 taches, A IT ¢ :
6 taches. La composition des peptides les plus caractdristigues,
¢tudide par la chromatographie aprés hydrolyse totale c¢st ras~
sembldée dans le tableau XIII. L'examen de ce tableau nous monitie

que la carastéristique essentielle des fractions anodigues est

- 4 II\ : Apres chromatographie séparative sur papier uni-

leur richesse en acides aminés dicarboxyliques (p71n01pqluuenuj

il

acide glutamique), en sdérine et glycocslle, ea alanine. Les
par de la

fractions nceutres sont essentiellement constituées

leucine, de 1l'alanine, de la sdrine, du glycocolle et de l'acide

glutamlguv. Dans les fractions cathodiques, il est intvdéressant

de signaler la présence de cystine,
Les amlno—301dbs portant les groupements carboxyliques

libres de la fraction neatre (A TI n) ont été déterminds par la
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méthode de THONPSON. Les résultats de ces essais sont ra

“blés dans le tableau XIV.

AT LTI T Y Y PP YT PY Y Yoy

PEB00000004000000000000v00000000 P evED

TABLEAU XIV

IDUNTIFTCATION DTS _AGIDSS AMINES PORTRURS D'UN_GROUPEMEAT
CARBOXYLIQUE LIBRE DANS LES POLYPEPTID3 DB LA FRACTION A IT n

G e e ot o ——
— e - s B . o - - o o
__——-————u—-—-_--——-—-...——.————a.———-———.—-—-——--.—-.——-

: A : B i c i D E :

: : i H E e :
i o e e z :

GLu i 2 ; : 2 ;
1o R : ; 5 § E f
ENPN . . * - 3 .
R B : P4 2 i 4 :
GILy = : 3 ; : : :
: : : : i :

ALA i : i 10 :
i ve 7 1 i 8 1 10 i 2
Pz : 8 i § g :

- > e A > ey - - - —
> e S s — e o
e o 0 o e et 0 0 e e en s s B e o e e s 1 = e et i Y = e P v B S e D B P o

De 1l'exanen do ce tablcau; on peut donc conclure
que les fractions A, B, C, D, E (A IT n) contiennent au maxi-
mum deux polypeptides. la phénylalanine de la fraction B peut’
d'ailleurs se trouver &4 1'étot libre dans 1'hydrolysat.
DESHUSLLE ot ROVERY [T74] ont en effet démontré que le seul

"amino~-acides libre que >.'on peut identifier dans les hydroly-

sats pepsigues est la phénylalanine,

- A TIT ATV ~ Aprés le fractionnement ionophordéitique,
. b 4 -

- . sy 2 ‘ s s pyen 1 G P-:; ora )11'1,_3 sur
ces fractions n'ont pas ¢été scparces par caroualograpr S




()
95 -.

v

papler i leur cemposition globale est donnée dans le tableau RV.

La composition des compartiments anodiques et cathodi-
ques des fractions A IIT et A IV est extrlmencnt cara ctéristique

presence execlusive d'acides aminds dicarbos xyliques, d'alanirne,

de valine et de leucine pour les polypeptides "acicdes', présence
¢xclusive d'acides diaminomenocarboxyliques, d'alanine, de vali-

ne et de leucine pour les polypeptides "basiques" (voir Tigures

36).

e T YPER TI nous fournit donc des rdsultats tries

ceneourageants, mais encore insuffisants. C'est pour cectie rai-

S0n que nous songeons & appliquer

le TYPE ZIT qui comporic dans un premier temps

——

un Iractionnement de base sur diverses rdsines & cchanﬁo a’ iong

(voir tableau XII),

a) utilisation d'une rdésine faiblement bagique

(DEACIDITE ﬁbo) pour isoler les polypeptides & carzciere

b) utilisation d'une résine fortencnt basique

(Amberlite I R 410) pour isoler et fractionner les polypepiidos

& caractiire "basique".

c) hLllluutlon d'une rdsine ILaiblencnt acide

(Amberlite TRC 50) tamponnde h diffdrents pd (€,5
ignler eb fractionner les polypeptides & caractire "faibleuent .
basigue" ¢t "neutre”,

AprES ce fractionncment de base, l'ionophorése (réo-

11 sé¢ b différents pH), la chromatographic de partage (scur colen.

ne ¢t sur papier) sont utilisdes comme dans les T YP B I et

IT de fractionneme ent |

"acide

«n
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FRACTION B -

-— P

Ainsi que le dfmontre la figure 3I, la fraction B ne
peut pas 8ire séparde utilenent en chromatographie de partage.
Nous l'avons donc soumis:z & un fractionnement par chromatogra-
phie par développement par transporteur (carrier displsa icement )
(veir tableau XIT),

Conditions expirimentales :

- Colonne : Hautecur = I8 cm., diam®tre 8 mm.

- Adsorbant : T partie d'Activit XL 50 et 3 parties d'lyflo-
Super-Cel. Apris tasscaent, la colonne est lavée par une so-
lution d'éthanol & 50 . I00 (en volumes) dans 1'acide chlo-
rhydrique N/I0. Des solutions d'alcool n-amylique 2 I p. I00
(en volumes), d'alcool n-octyligque et n~ddécylique, a 2 p.I00
(en voluues) sont préparées dans une solution dtéthanol & 50

p. 100 (en volunes) dans l'acide chlorhydrique N/I0. Une solu~

me golvant est égale~

dars 2

ticn saturde d'alcool laurique dans le mé
ment préparde. Le mélaige de polypepltides est dissous
ml de la solution d'alzool n-amylique. Apres le passage des

polypeptides, le  ddplacement est effectué par 10 ml de la solu-

tion d'alcool n-octylique et 75 ml de la solution d'alcocl n-

décylique ¢t 80 m1 de la solution d'alcool laurique. 130 frac-

tions de I,2 ml sont rocueillies % 1'aide d'un collectour avto~

matique et dtudides en chronatesravhie unidimensionnclle,

' o 3 B Te )
3 1’”5&*05 quccessifs de polypeptides peuvent 8vre Gh-

serviée @

~ I) Tubes 8 & 20 (avcc an maximun dans les tubes 8
TI)Tubes 28

- III) 7Tubes 73 & 8I.

£
(e R tvig
g
o
l_.-‘
~

73 ("vec un maximum dans les tubes 2

v

Le comoortement en chromatog oraphie un1d1m°n>101nclle
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FIG 3 -

Ztude chromatogranhique des fractions BI , BIL
BT obtenues par une analyse par deplacement
npor transporfeur sur charbon —Hyflo.Super_cel

i
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O 000 #\a
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GLU G
SER &
GLY @
’ ALA
S VAL
@ .-
Fie 38

Action de la corboxypepfidase sur Ies nolyheptides
de la {rach’or\’B I (ZOn,e C,anres chromol—ogrophie.
séparative dans Ie rhenol ((NH 3) ) -
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de ces diverses fractions est schématisé sur la figure 37, 1,3
fraction I conprend 6 zones co'nlexes 3 la fraction IT 4 zones,

la fraction IIT 2 & 3 Z2INes,

Apres chromatographie mridimensionnelle séparative,
ces diriérentes pones sont repé@ée&, €luées et soumises & une
hydrolyse totsle. TLes risuliats olicnus peuvent se résuqer de
la fagon suivanie : _ )

FRACTION ~7.:

-

La chromatographie séparative dag 1e phénol.(NHB)
permet (voir figiure 37) de découper trois zines (A, B, C). Cha~
cune de celle~-ci out constitude par un mélange CO™veve de
polypeptides. En efiet, en utilisant la néthole é.}a v?b;xyq
peptidase de THON?SON, on identifie pour chaque zome 6 & .
amino-acides difidrents (voir figure 38 et tableau XVI).

' T sRBS PAR
PROPORTIONS RELATIVES D®S DIVERS AMINO-ACIDES LIBERES PAR

! B S _DES
L'ACTION D% LA CARBOXYPEPTIDASE SUR LES POLYPEPTID

Z0MES A. B, C (Fraction B T)(durde d'action I8 heures)

S e e e i i ;
: : : c :
Amino-acides i A : B : :
. [ - —5
--------------------- § T : 3
Ase A
GLU ; 3 : 2 ; g :
SER i 4 : 3 : 7 :
GLY : 4 : , H 10 H
ALA i 2 : ,é : :
THR f r O ;
VAL : x i 3 : :
LEU : i 5> 1 L
: : : ———

—— e - s
T e i s s W e W e B0 e ks e D S D e A, D D Fomn e SR S G
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TABLEAU XVIT

Proportions relatives des amino-acldes des Fractione BTt % Brry
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I1 est importanl d'insister sur l'absence des acides
dlamlnoqonocarboxyllques Dens la fraction C, la libération pré-
Térentiellc de leucine est tres caractéristique,

FRACTIONS BII etBIIT

Aprés élution des 6 zones de 1la fraction B IT et des
2 zones de B 111, les polwpeptldes recucillis sont hydrolysés,
La conpoultlon en amino-acides des polypeptides les plus carac-
téristiques de ces 1ract1cns est résunde dans le tableau XVIX.

En conclusion, le fractionneacnt par analyse par dépla-

b

cerent par trancsporteur, cssocié 4 unc chronatographie séparati-
ve unidimensionpelle, perset une résolution nctte de cette frac-

tion comnlere. Elle est n¢anaoins encore insuifisante, suxrtout

pour la fraction B I, Un¢ chromatographie séparative bidimension-
nelle donnerait d'ailleur: une résolution déja plusc satisfaisante,

\

FRACTION C - Ainsi que le montre la Iigurce 31, lo

Iraction C se pre&te facileuwent & ung

séparation par chronatogr: phie bidimensionrelle, Les chronatogvan~

mes sont efrectuds sur du papier épais (Munictell ne 20/I50) de
fagon a4 séparer une plus ¢rande quaniité de peptides. Apris veni-

rage & l'aide de la lumidie ultra-violelte et d'un chromatogromwne

témoin, 3 zones (A, B, C) sont délimitdées et éludes

31).

(voir figure

La détexrminatior. des groupement eminés libres des poly-~
séparéds a ¢1é rdéalisde au moyen de la micro-mdéihode

suivant la tech-

Peptides ainsi
d' ACHER, avec identification de DNP - aminoacides
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nique de BISERTE et OSTrUX. Les résultats sont rassenblés dans

" le tableau XVITI.

JABLEAU XVIII

N

IDNTIFICATION D35 ACTIDES AMINES PORTHURS D'UN CROUPEMENT

AVINE LIBIS DANS IEBS POLYPEPTIDES DE LA FRACTION C

P DiP -~ amiroscides : A i B i - C :
R F e R :
; ; ; :
: . . . : : : :
i acide DIP - pglutamique | : : i
: ou . : : : :
i acide DHP - aspartique i + : + : :
H : : : i
: DNP - cérine ; + ; + : * §
! DNP -~ glycocolle : + : + : + i
i DIP - valine : + + o :
3 ; M H 5
i : ; :
: : ; $ t
. . H G o e et i e S o e 8 et e bR

- e = - — - - —
A L L1 e e o G it e e e e e S e e S e S A et LS e Dt S ) S S D S i A M i . ST Y

Les zones (A, B, C) ainsi rdécupérées par chromatogra-
phie bidimensionnelle dc 1a F RAC T I ON C, sont donc cong-
litudes probablement par des mélanges de 3 & 4 ypolypeplides. Le

fractionnenent que nous opdérons est donc insuffisant. Il nous.

faut rotamment envisager la sdéparation des fractions A, B, C par
- ¢ "ny—
chronatographie de partege (sur colonne, par exemple) dons d'e

. tres systimes-solvants, le phenol_(NHB) notamment.

La compositiorn globale en amino-acides de cette frac-

tion est.rassemblée dans le tableau XIX.
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PROPORTTOND RtLATTVﬂS DES AMTHC~ACIDES D% LA FRACTTOY €

- s A e S GA® WHe S T TS Ais S4E AL WS SAm STeR Wien T8 Srve S

:""--"“‘--"-"‘“‘-—-—‘N'-“mnu“uv-ut ?—w—nmwwn—”—b—.:-“‘-“-‘ i E
: : A : B : :
. . . e S e e o e 4 e e e e Gt e
: P} e :
: i : : :
. . . 3 4
H ASP H 4 : 8 . 6 :
: 2 s 3 — .
. GLU 2 12 : 20 ! I2 :
H H - H K3 H
o . . . ° - : z H
: SER : 3 3 : 5 :
i : : : :
. g °
: GLY i 8 t o I0 S (¢ :
: : : : i
THR : 3 : 8 3 :
: : : : :
: ATA i 6 : & : 6 :
: | : : :
: TYR : I I : 2 :
: - : E - E 9 S
: VAL : 5 : 15 : © :
M H M E Ie M
: 1Ly : 5 2 : & :
E 3 bd ‘Z o :
: PHE 5 : & :
: e M H 3
* N ° 2 : -
%IA P} § 2 : 3 ¢

1
{
t
!
H
¢
|
t
!
i
i
!
t
H
}
{
t
!
i
:
1
t

- T e B 1Y . TS e Y G T 00 G s S WS TGP G SRS MO B C¢ e B8 818 B G T Gl S S L)

N

= H 3 3 7 3 L AN ' o r e s Y SEAEE] ’.\_ ’j C..-‘a
g T1 est importrnt d'insister sur la richesse ¢n aclL

lo rlivhanique de ces polypuptides @ ils posscacnt donc uvn ca-
eacnt auv

fou!

£ el
roclive "faiblenent scidz2" qui expligue leur COMPOLILE
a

" ol ~ ey 7iof r O 70 T aat b ﬁ:‘l«“'
leon réoines B dchange dtions, Dlawire purd, la zone B est tres

I
: -y - .',’2," . A3 )
riche en valing,la zone J riehe en vhénylalon .

L . -~ e ] ortement suir e
FRACTIOR | Pranres con conporits

P o s < o e

. ’ L. 3 L e e IR
Soines b échongs dticuns, cetle

. . . . RPN >‘.I-| s 1 even .,'; {‘ o
Lraction polypeplidique cosoods UN CornCtare

4 fraqt nonGt bl o Iz o 3 VO TNRL
cvonn done pongd qu'il el oLl ble de la {frociionned pi

LR A

i hord : cedition o meintenir 1o pil du
icncphoraae bocondltion 18 MERILEHL pil Cu
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’ .I1 est possible ainsi d'obterir 3 gsoug-iractions
‘dans les compartiments [ (39.), C, D, de la cellule & ionopho~
rese (DI, D2, D3).

Aprés chromatosraphie sur papier uni et bidimension-
nelle, DI comprent 10 taches, D2 7 taches, D3 6 taches, La froc-

tion DI, bien que treés complexe, est obtenue & 1'détat cristal-

lisé (voir figure 39 et tableou XIT).

La composition en amino-acides de divers polypcpli-
des les plus caractéristiques, obbenue apres chromatographie
des hydrolysats totaux, ost rasscemblée dans le tableau. XX.

L'examen de ce tableau nous confirme tris nevtenent
le caractcre acide des pdlypeptides de la fraction D, Il existe
tres certainement des enshafnements aspartyl-glutanigque ou glu-
tamyl-aspartique. Le rapjort acide aspartique—aCidevglutamique
est de I : 2, tandis que, dans les peptides de la fraction G,

il est de I ¢ % (voir tableau XIX). Mais il est trés curiecux

de compareﬁ la composition en gmino-acides et le comporLenciy

cn chromatographie bidimznsionnelle, Ainsi le peptide (ADIL) cut
riche en acide asparliquez, en acide glutamique, en alanine ci

en leucine. I1 se comporte pourtant comme la leucine, Il est
vraliscmblablement porteur d'un groupement aminé libre provenant
de la leucine : ce qui explique son comportement chromatographi~
que. Le polypepiide ADIG est dgalement riche en acide aspartigue,
en acide glutanique et ea leucine. Il se situe sensiblement -
égale distance do 1'acide glutanique et de la leucine sur une
dreite gui partiroit de l'origsine du chromatogramme. Son groupe-

~ment anind libre terminal est done difidrent de celul du peptide

(39.) = Le compartiment 3 (voir fisure 29) est rempli avee 60 1
3.

d'acide acdtique & I p. 100 (en volunes) (pil = 2,7).

o
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(ADIL)° Les peptides (APII) et (ADIK), bien que riches en acide
glutamnique et en acide ¢spartique, se situent sur le chronto-

gramme dans la zone des acides dieminsmonocarbtaoxyliques, n ool

[

- I
FACRITCIRNE

fet, dnns leur constituiion, on trouve une quantité reloil

immortente de lysine el d'arginine. Toutefois, leur comporie-

&Y O

went au cours &u fracticnnesent ionophordtique peraet de les

considérexr comme des polypeptides "Lforicment acides",
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TIY = BYUDY DRS FRACTICHS POLYPUPITUL GRS PEBCTETEERS A UNS

COHCERTUATTON BCALE OU

& sou-~

o

Toutes les freotions Pry Ty PB, Py Pw ont

mices Loun fractionnenort géndral comportant @

- a) un fractionnerent lOquhOivb que
- b) une chromatosraphie sur résine & échange de cations

(Perautite 50)

l—l
P
=
(@]
9]
o
‘_I
3

~ ¢) une chroantogra) panicr bidimensionnelle

Les récultats que nous avons oblenus avec ce wode ¢o

. s " s, . ’ N ~o . e 13 e
gimplification sont décevants., In effet, les chro omatograpiies
bidinensionnelles sont cifficiles i interpréter. On observe, u
. (e ¢ L7 4
auelques exceptions prdc, de grandes plages diffuses, mal 4é&li-

L e

. . 29 -
mitécs, consiitudes per des mélanges

72

de polypepiides.

g

i wbilisent 1a ndithode 3 la carbozypeptidoace de oMy sor

s . . . N 3 rd =01 L] -
on ddentifie géndrelencr i pour chagque plage niphydrine posliil

ve 6 & 8 mwmino~ncides dlffdvowts.
n ce ovi concarne la composition globale en anins-

. P s

3 e e R I N S 5 o0 i O YOS :
coide do bouwben log Tiocbions recucillies, il ro pous &
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’ 1 e o v 2
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) s e e e e
Tievont e poun de véoultats positils obuenus por Cce
Do 1 o A T8 ;
wrminre Aane oA N I N
Lromier mode do fractior aornernt, nous avons aonc «ve obligodn i
1 cLer node do 4

L w by Py T 3 * P IO N VY D -
Tenrordes orbierenent 1o question. Hous avons COLLCLVE, Ci nie

. B : ,.M,\ A O3 sl sneyn 3 c'\;‘,:"' wioe
micr liew, en copaysnt (e l'emélicrer pour on to tirer le mamimim
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Conditions expérimentales.-

lére Tonophorese : le pH du conpartiment (C) est main-
tenu entre 6 et 6,3 (contrdle au pHmetre)., Durée : I20 minutes,
Au départ : 50 volts et 250 mA -~ apreés 90 minutes : IO0 volts

et 90 mA. Les trente derniéres minutes sous I30 volts.

2¢me Tonophorise : Le pl{ du compartiment (c) est main-

tenu- aux environs de 4,6. Durde : I00 minutes. Au dépari : I30

volts et 200 mA - & la fin : I60 volts et 80 mA.

Ztre Tonophorese : Le pid du compartiment (C) est main-

tenu aux cnvirons de 3,4. Le compartiment (B) est rempli avec de
1'acide acétique L T p. T00 (en volumes) (pH 2,8). Dburde : I0C
minutes, '

Chaque fraction, apris évaporation, est étudiée en
électrophorése sur papier. Les résultats obtenus sont rassemblés
daps la figurc 4I. ’ ‘

L'examen de ces diagrammes d'électrophorése nous aé-

qontre facilement la validité du fractionnement que nous avons
opéré. Chacune dcs 7 fractions ainsi obtenues est soumise & une
fehromatograshie® sur résine b échange de cations (Pernutite 50)
et fractionnde ainsi en deux sous-fractions @ fraction retenve (A)
et fraction non retenue (Z). Les I4 sous-irections sont alors |
étudides en chronatographie sur papier uni- et bidimensiocnnelle,
L'ensenble des rdsultats de la chromatographie unidimensionnelle
est ragscmblée dans la figure 42.

La figuve 4% hous moplre deux cxemples de chromatogia-
phies bidimensionnelle., L'unc (fraction A) présentant une ascez

{ t4 el P r11e * ot e L ion SONS
tonne rdésolution chromatographique ; l'autre ({vection Z) sans

ré¢solution,
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En conclusigg, ce type de fractionnement est dénc trég
satisfaisant. Toutes les fractions (A) retenues sur Pernutite
peuvent 8tre facilement étudiées et séparées par des chromato-
graphies de partage, Cependant pour 1'ensemble des fractions (2)
non retenues sur Permutite 1a résolution réalisée par la chromg-
tographie de partage est mauvaise et leur étude nécessite obli-
gatoirement une simplification des substrats polypeptidiques su
moyen d'une hydrolyse chymotrypsique ou trypsique ou un frac—
tionnenent par chromatographie sur colonne de charbon suivant
le principe de l'analyse par développement par déplaccment,

b) - HYPROLYSD CHYMOTRYPST QUE QU _TRYPSIQUE D'UE FRACTTON
COMPLEXE, ~

Les fractions (P ) et (P } (voir Mablean XI) sont f

d'abord soumises 3 un fractlonnement ionophorétique (vl 4,8).
Les fractions recueillies dans le compartiment (C) (LOM et P u)
sont cubdivigdes en deux sous-fractions par "chromasographlc~”
sSur une résine & dchange de cations'(PZMA et PSMA retenues sur
la colonne et éludes par l'amnoniaque diluée, - PQMZ et PBWZ,
non retenues).

La chromatogranhie bidimensionnelle de ces deux der-

nieres iractlons révele leur grande complexité puisqu' on
servé principalenent deux grandes plages difiuses niniydyrine

o ob-

positive (voir figure 44).

" La fraction PBWZ est soumise & une hydrolyse trypoi-

que & pH 8,2 (ajustement au sesquicarbonate
I8 heures & 37°C, la fraction PQMZ 4 une hydrolyse chymotrypsi-

que & pH 8,25 pendant I8 heures & 372C.

"eamonium) pendont

Apres évaporation, les hydrolysats sont étudiés en

chromatographie unidimensionnelle (figure 45). La comolexitd des
la

de la siaplificodion otivo-

chromatogramines obtenus donne une idde
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FIG. 45
P2M 2Z P3MZ Apr‘eleNO(pH 7.0),
chymotrypsine trypsine de I'hydrolysatl
chromalogrophie trypsique(PsM 2),
a doses croissantes controle ‘chromale.

(ran2,1,2 mg) | graphique _
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turale des polypeptides qui s'est produite au cours de 1'hydrs;-

lyse enzymatique. Chaque hydrolysat est alors soumis & un frac—
tionnement lonophorétique (pH 6-7) dont le pouvoir résolutif
est illustré par le chromatogramme unidimensionnel de la figure

46,

¢} - ANALYSE PAR DEVELOPPEMENT PAR DZPLACEMENT.-

La fraction P3 est soumise & un fractionnement iono-
phorétique (pH 4,8), Le contenu du compartiment cathodique
(P3C) est subdivisé en 2 sous-fractions par "chromatographie"
Sur résine & échange de cations (PBCA et PBCZ)’ La chromato-
graphie bidimensionnelle de la fraction retenue sur la résine
& échange de cations, montre 1l'existence de cing plages diffu-
ses (figure 47), Ce mélange de polypeptides est séparé par une
analyse par développement par déplacement sur colonne de char-y
bon. \ ~

Conditions expérimentales.-

hauteur I7 cm,
diamétre 8 mm
2¢me section : hauteur 6 cm,
diametre 2 nm.

- Colonne & "sections" : Iére section :

~ Adsorbant : I partie d'Activit XL 50 et 3 parties d'Hyflo-

Super-Cel,
Déplacenent effectud par une solution & I p. I00 (en volumes’

de CEQUARTYL dans HC1 N/IO.
Vitesse de passage : une goutte toutes les 45 secondes. T00
fractions de 2 ml sont recueillies & 1l'aide d'un collectour
automatique,
L'étude de touvtes ces fractions est effectude par
chromatographie unidimersionnelle dans le systéme butarol/acide

acétidue. La figurce 48 rassemble quelques aspects caractéristi-
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ques des chromatogrammes obtenus. - 122 -
L'examen de cette figure montre les possibilités
réelles de cette =¢thode. On n'obtient pas directement un Lrac-
tionnement du mélange, mais une simplification suffisante pour
que 1'on puisse ensuite effectuer avec efficacité des sépara-
tions par chromatographie de partage sur des groupes de tacies

rassemblés,

En conclusion, les expériences qui sont rapportées

dans ce paragraphe ont ¢t& choisies permi celles qui prosen-
taient le plus d'efricacité dans la sdéparation dtun mélange
polypeptidique, Aprés cette expérimentation, nous sommes done

v " L W A e
en mesure de proposer un plan-type de fractionnenent d'un ne

o . . I o~ ,,_(,,.‘ r",:..‘-s 3] q
13n80.P01ypept1dlque tris complexe, qul €8T schénatissd dans

le Mablesu XXII.
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